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RESUMO

Estudos tem relatado a toxicidade dos microplasticos convencionais (i.e.: derivados do petroleo)
em diferentes organismos e incentivado a producio de materiais alternativos em substituicio ao seu
uso, tais como os bioplasticos. Porém, o conhecimento dos efeitos desses biopolimeros sobre os
vertebrados aquaticos ainda € incipiente. Assim, o objetivo do presente estudo foi testar a hipotese
de que adultos de Danio rerio expostos (por 30 dias) aos biomicroplasticos de acido polilatico
(BioMPs de PLA) o acumulariam, culminando em alteracdes comportamentais/neurotoxicas,
bioquimicas e morfolégicas. Nossos resultados evidenciam que os BioMPs de PLA (nas
concentracoes de 2,5 e 5 mg/L) se acumularam no figado, cérebro, branquias e carcaca dos animais.
No entanto, tal acimulo nio foi capaz de provocar prejuizos locomotores, tampouco o
desencadeamento de comportamento anxzety-like nos animais. Por outro lado, fo1 suficiente para
provocar alteracoes comportamentais preditivas de déficits em interagoes sociais coespecificas e de
respostas defensivas antipredatérias, provavelmente relacionadas com alteracoes colinérgicas
(inferidas pelo aumento da acetilcolinesterase) e a um desequilibrio REDOX, caracterizado pelo
aumento da producio de espécies reativas, cujo sistema antioxidante nao foi capaz de
contrabalancear. Além disso, observamos que os tratamentos afetaram o padrio de pigmentacio
dos animais. Assim, nosso estudo evidencia o potencial toxicoldgico do biopolimero estudado, o
que coloca em “xeque” a inocuidade desses materiais em relacio aos micropldsticos convencionais.
Entretando, dado o pioneirismo do nosso estudo, ressaltamos que mvestigacoes futuras serao tteis
para ampliarmos nossa compreensio sobre como esses materiais afetam a ictiofauna de dgua doce,
bem como para avaliarmos a magnitude dos riscos ecologicos desses materials nos ecossistemas
aquaticos.

Palavras-chaves: Biopolimeros, biomicroplasticos, peixes, toxicologia comportamental.



ABSTRACT

Studies have reported the toxicity of conventional microplastics (1.e., petroleum derivatives) in
different organisms and encouraged the production of alternative materials to replace their use,
such as bioplastics. However, the knowledge of the effects of these biopolymers on aquatic
vertebrates 1s still incipient. Thus, the aim of the present study was to test the hypothesis that Danio
rerio adults exposed (for 30 days) to polylactic acid biomicroplastics (PLA BioMPs) would
accumulate, culminating in behavioral / neurotoxic, biochemical and morphological changes. Our
results show that the PLLA BioMPs (in concentrations of 2.5 and 5 mg / L) accumulated in the liver,
brain, gills and carcass of the animals. However, such accumulation was not able to cause locomotor
damage, nor the triggering of anxiety-like behavior in animals. On the other hand, it was enough to
cause behavioral changes predictive of deficits in co-specific social interactions and anti-predatory
defensive responses, probably related to cholinergic changes (inferred by the increase in
acetylcholinesterase) and to a REDOX imbalance, characterized by increased production of
reactive species, whose antioxidant system was not able to counterbalance. In addition, we observed
that the treatments affected the pigmentation pattern of the animals. Thus, our study shows the
toxicological potential of the studied biopolymer, which puts the safety of these materials in check
compared to conventional microplastics. However, given the pioneering nature of our study, we
emphasize that future research will be useful to broaden our understanding of how these materials
affect freshwater ichthyofauna, as well as to assess the magnitude of the ecological risks of these
materials in aquatic ecosystems.

Keywords: Biopolymers, biomicroplastics, fish, behavioral toxicology.



1. INTRODUCAO

E inegavel que o crescimento populacional e o desenvolvimento social estio cada vez mais
atrelados ao uso de tecnologias convertidas em materiais, produtos e servicos (Umanailo et al.,
2019), empregados em varios setores com o intuito de auxiliarem no cotidiano e na logistica
particular e comunitiria de populacoes com perfil cada vez mais consumidor. Com isso, a utilizacio
de diferentes fontes como matéria-prima associadas a sintese de produtos e utensilios, parece ser
mevitavel. Nesse cendrio, destaca-se o plastico, que por apresentar caracteristicas consideradas
vantajosas do ponto de vista produtivo ¢é utilizado em larga escala em todo o mundo (Kor &
Mehdinia et al., 2020). Leveza, versatilidade, inércia quimica e consideravel resisténcia mecanica
sdo algumas das caracteristicas que justificam o emprego macico dos plasticos em diferentes setores
(Nielsen et al., 2020). Além disso, seu custo de producio ¢é baixo, quando comparado a outros
materials alternativos tais como os plasticos biodegradavels e/ou bioplasticos (Foschi & Bonoli,
2019), fato que contribui anualmente para uma producio estimada em mais de 335 milhoes de
toneladas (Shruti & Kutralam-Muniasamy, 2019).

Dentre os diferentes tipos de plasticos, aqueles considerados convencionais (PCs) sio
produzidos a partir do petréleo, sendo constituidos por uma mistura de compostos organicos e
principalmente hidrocarbonetos (Botterell et al., 2019). Logo, esses materiais sao classificados
COMO recursos nao renovavels, que apresentam baixa degradabilidade e consequentemente,
demandam um longo periodo de tempo até seu desaparecimento total do ambiente (Wel et al.,
2020). Desse modo, a gestao e/ou descarte incorretos desses materiais resulta no seu acimulo em
diferentes ambientes, especialmente nas proximidades dos grandes centros urbanos (Kor &
Mehdinia et al., 2020). Entretanto, os riscos oferecidos por esses materials aos organismos vao além
do seu descarte nos variados compartimentos ambientais. Fles também levam em consideragio a
(1) acao intempérica que esses materiais sofrem ao longo do tempo, podendo transformd-los em
fragmentos de tamanho reduzido e com propriedades fisicas e quimicas muito particulares [ex.:
microplasticos (MPs) e nanoplasticos (NPs)] e (1) a dispersio de particulas incialmente sintetizadas
em pequenos didmetros (Anbumani & Kakkar, 2018), tais como pellets de resinas plasticas (Louro
et al., 2017) e/ou microesferas utilizadas em produtos de higiene e cosméticos (Fendal & Sewell,
2009).

O destaque que os MPs e NPs tém ganhado, particularmente nos tltimos anos, se deve ao
relato de diferentes estudos que evidenciam que o tamanho dessas particulas é preponderante para
a magnitude dos efeitos que elas causam na biota (Koelmans, Besseling & Shim, 2015; Guimaraes
et al., 2020). Quanto menor forem as particulas, maior tem sido o risco de agirem sobre os sistemas
biologicos, podendo afetar drasticamente a biodiversidade, especialmente aquela representada por
organismos que habitam ambientes poluidos, além de causar prejuizos a saide humana em sua
dltima instancia (Prata et al., 2020). Os estudos revistos por Naqash et al. (2020) e Prinz & Korez

(2020) destacam o potencial toxicologico desses materiais, sobretudo, ao associarem os MPs a
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prejuizos no metabolismo energético; danos intestinais; alteracdoes no desempenho reprodutivo;
efeitos histopatoldgicos, comportamentais, bioquimicos, genotéxicos, mutagénicos, dentre outros.
Além disso, o potencial efeito sinergético, aditivo ou antagoénico que outros xenobioticos podem
exercer sobre os MPs, tem sido demonstrado em estudos prévios (Burrows et al., 2020; Tang et al.,
2020; Xu et al., 2020).

Diante disso, tem sido valorizado cada vez mais o uso das tecnologias para a producao de
materiais alternativos aos PCs e, potencialmente sustentaveis, a exemplo dos plasticos produzidos
a partir de recursos naturais, conhecidos popularmente por bioplasticos (BPs) (Walker & Rothman,
2020). Tais materiais sio biopolimeros derivados de matérias-primas de fontes renovaveis, sendo
biodegradaveis especialmente aqueles produzidos a partir de produtos vegetais e animais, tais como
a celulose, amido, quitina, etc., que ocorrem em grande abundancia em meio natural e em cultivares
(Gironi & Piemonte, 2011). Logo, isso representa uma das vantagens dos BPs em relacio aos PCs,
visto que seu tempo de degradacio ambiental é significativamente menor, desde que as condi¢oes
ambientais sejam 1deais (ex.: for¢as abrasivas, aquecimento - resfriamento, umedecimento - secagem
dentre outras) (Klein et al., 2018; Muthusamy & Pramasivam, 2019). Além disso, o uso desses
materials pode contribuir positivamente para reducio da flutuacio do preco do petoleo,
comumente observada nos dias atuais devida a sua escassez em todo o planeta (Chen, 2014; Ezgi,
2015).

Nesse sentido, ja é possivel encontrar no mercado diferentes tipos de BPs, tais como os
polimeros de acido polilatico (PLA), poli-butileno adipato co-tereftalato (PBAT), polibutileno
succinato (PBS), polihidroxibutirato (PHB), policaprolactona (PCL), amido termoplastico (TPS)
dentre outros (Polman et al., 2020; Naveena & Sharma, 2020). Entre eles, o PLA tem ganhado
destaque especial em setores como agricultura, farmacia, biomedicina, embalagens, etc.,
especialmente por ser, além de biodegradavel, biocompativel e bioabsorvivel quimica e
mecanicamente (Shruti & Kutralam-Muniasamy, 2019). Estudos tém descrito suas aplicacoes como
filme mulching, dispositivos médicos, sacolas, embalagens alimentares, dentre outros (Gironi &
Piemonte, 2011; Rudeekit et al., 2012; Tyler et al., 2016).

Contudo, a seguranca (eco)toxicologica destes biopolimeros ainda é pouco conhecida, fato
que tém gerado questionamentos a respeito da sua efetividade na reducio dos impactos ambientais
quando comparados aos PCs. Alguns estudos, por exemplo, ji assoclaram a exposi¢io aos
biomicroplasticos (BioMPs) de PLA a prejuizos equipardveis aos induzidos pelos PCs, a partir de
estudos envolvendo microorganismos, vegetais e até mesmo vertebrados (Souza et al., 2013; Green
et al., 2016; Zhang et al., 2019). Mais recentemente, Oliveira et al. (2020) relataram pioneiramente
que a exposicaio de larvas de Danio rerio aos BioMPs de PLA provocou alteracoes
comportamentais, disfungoes bioquimicas, além de terem se acumulado em tecidos dos animais.

No entanto, quais seriam as consequéncias da exposicao de peixes adultos a esses biomateriais? O
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quanto essas consequéncicas podem afetar a satde dos individuos e a dinimica de suas populagoes
naturais?

Assim, inspirados nos questionamentos acima, objetivamos avaliar - a partir de diferentes
biomarcadores - a toxicidade dos BioMPs de PLLA em adultos de D. rerio, considerado um modelo
experimental representativo dos peixes de dgua doce (Trigueiro et al., 2020). Partimos da hipotese
de que o acimulo desses biopolimeros induz alteragoes biomorfométricas e mudancas
comportamentais (em cardume) associadas a disfuncoes nos sistemas REDOX e a efeitos
neurotoxicos. Acreditamos que nosso estudo contribua para a compreensio de como esses
materiais podem afetar a ictiofauna de ecossistemas dulcicolas e, consequentemente, na avaliacio

do r1sco ecologico associado ao uso desses biomateriais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e delineamento experimental

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisas Biolégicas do Instituto
Federal Golano - Campus Urutai (GO, Brasil) e utilizou adultos de zebrafish (Danio rerio)
(aproximadamente 8 meses de idade e biomassa corpérea entre 0,3 € 0,4 g) de sexo misto,
provenientes de um criatério comercial (Goiania, GO, Brasil). Apés a chegada no laboratério, os
animais foram aclimatados as condicoes laboratoriais por um periodo de 60 dias, tendo sido
mantidos coletivamente em um aquério (85 cm de comprimento x 40 ¢cm de largura x 40 cm de
altura) preenchido com 100 L de dgua desclorada naturalmente, com temperatura regulada por
termostato (27 £ 1°C), filtracio e aera¢ao constantes, além de fotoperiodo claro/escuro de 12 h.
Nesse periodo, os animais foram alimentados com racio comercial para peixes, duas vezes ao dia,
em quantidade correspondente a 5% da biomassa corpérea viva conforme (Lawrence et al., 2012),
tendo sido a dgua do aquario renovada completamente em intervalos de 72 h.

Posteriormente ao periodo de aclimatacao, 90 animais foram distribuidos em trés grupos
experimentais (n = 30/cada), cujas biomassas corporeas foram contrabalanceadas de modo que nio
houvesse diferenca entre eles:

1.  Controle (C) - composto por animais mantidos em agua desclorada sem
qualquer poluente,

ii. Biomicroplistico de Acido polilitico (BP I) - composto por animais
expostos a agua desclorada; porém, acrescida de BioMPs de PLA na
concentracio de 2,5 mg/L e,

iii. Biomicropldstico de Acido polilitico (BP II) - compostos por animais
cujas aguas de exposicio continha 5 mg/l. de BioMPs de PLA,
correspondente ao dobro da concentracio anterior.

Os animais foram expostos em aquarios de vidro (dimensoes: 30 cm de comprimento x 15

cm de largura x 20 cm de altura) contendo 6 L de dgua, de forma semelhante ao sistema adotado

15



por Griinspan et al. (2018). Os animais permaneceram expostos por um periodo de 30 dias e, a
partir do 28° dia, foram submetidos a distintos testes comportamentais, conforme cronologia
esquematizada na Figura 1. As concentracoes dos BioMPs de PLA (2,5 e 5 mg/L) foram definidas
com base nos estudos de Malafaia et al., 2020 e Costa Aratjo & Malafaia (2020), os quais avaliaram
o efeito dos MPs de polietileno em diferentes modelos animais. Tal decisio fundamentou-se na
auséncia, até o momento, de qualquer estudo que tenha identificado ou estimado concentracoes
de BioMPs de PLLA em ambientes aquaticos naturais. Assumimos que as concentragoes avaliadas
em nosso estudo (2,5 ¢ 5 mg/l) podem ser superiores aquelas possivelmente encontradas no
ambiente. Por outro lado, tais concentragoes podem representar um cendrio altamente pessimista
de poluicao, plausivel de ser identificado nas proximidades de algum ponto de descarte de
efluentes. Além disso, conforme destacado por Anbumani & Kakkar, 2018, a utilizacio de
concentracoes possivelmente acima daquelas consideradas ambientais sio importantes para
otimizacio das avaliacoes (eco)toxicologicas.

Ressalta-se que ao longo do experimento, os parametros fisico-quimicos das dguas foram
aferidos periodicamente (a cada 72 horas), por meio de uma sonda multiparamétrica (Instrutemp
I'TPH-3000, Taiwan), tendo sido aferido o potencial hidrogenionico (pH), temperatura (°C) e
salinidade (9%). O oxigénio dissolvido (mg/L) fo1 aferido por meio de um oximetro (Oximetro AT
155). Tais parimetros foram importantes para avaliarmos a influéncia dos tratamentos na qualidade
fisico-quimica das dguas de exposicio, uma vez que qualquer alteracio dessa natureza pode, por si
s0, iInduzir efeitos danosos nos animais e, portanto, “mascarar” os efeitos dos tratamentos (Campos

et al., 2019).

Inicio da Avaliacoes Avaliacoes Fim da
€xposicio individuais em cardume €Xposicao
28° dia 29° dia 302 dia

| | \
Smin Smin 5 min' 5 min 5 min 5 min Eutandsia
Bateria sequencial de testes comportamentais

% Teste do campo aberto e o

Teste do tanque novo
(8) Teste de interacio social coespecifica (espelho)
(4) Teste de interagio social com nao-predador (Poecilia reticulata)
(5) Teste de interagio social com predador terrestre (Mus musculus)
Teste de interagio social com predador aquético (Oreochromis niloticus)

Figura 1. Representagio esquemitica da sequéncia cronolégica da exposicio e de execugio dos

testes comportamentais com suas respectivas duragoes.

2.2. Biomicroplistico de 4cido polilitico (BioMPs de PLA)
Em nosso estudo, utilizamos os BioMPs de PLA por serem um dos que mais vém
ganhando destaque no cenirio comercial (Muthusamy & Pramasivam, 2019), além de ser

biodegradavel e produzido a partir de fontes naturais (Shruti & Kutralam-Muniasamy, 2019).
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Inicialmente, pellets de PLA (diAmetro de 3 mm), adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich -
produto n. GF45989881), foram triturados visando a formaciao de microparticulas, de forma similar
aos procedimentos adotados por Oliveira et al. (2020). Essa etapa visou simular o processo de
fragmentacio/degradacio natural dos plasticos (quando dispostos no ambiente), especialmente em
decorréncia da acio intempérica, o que resulta, em tese, na formacio de microparticulas de
tamanhos e formatos heterogéneos (Vasilakis, 2017).

Para isso, os pelletes de PLA foram misturados a etanol PA e processados em um
liquidificador industrial, perfazendo um total de 30 ciclos de moagem (frequéncia: 25 Hz) de 3 min,
mtercalados com periodos intermediarios de resfriamento de 10 min. Posteriormente a trituracao,
as particulas foram passadas por uma peneira (malhas de aco, tyler/mesh = 100), visando a
separacio das microparticulas com diametro inferior a 150 um. Em seguida, o material peneirado
for submetido a filtracio a vacuo (TE-0591 TECNAL, utilizando membranas NC quadriculada
estéril s/pad 0,45 um) para a reuniiao das microparticulas e extracio do etanol PA. Posteriormente,
a fim de evitar contaminacio externas por outras particulas, os BioMPs foram acondicionados em
um béquer coberto com papel aluminio, o qual for mantido em temperatura ambiente por 48 h,
para secagem do material.

Em seguida, foi preparada uma solucio estoque de 1 mg/ml,, utilizando dgua purificada
(via osmose reversa), da qual foram retiradas as aliquotas utilizadas nas exposicoes dos animais.
Para confirmacio da composicio quimica do PLA, for utilizado espectrometro Raman (Horiba
Labram HR Evolution) equipado com um Single Mode Open Beam Laser Diode (Innovative
Photonic Solutions), operando em comprimento de onda de 630 nm acoplado a um detector de
dispositivo de carga (Horiba Synapse). Ja para a caracterizacio da forma e tamanho dos BioMPs
de PLA, foram capturadas imagens de microscopia de fluorescéncia das particulas coradas com
corante vermelho do Nilo (Sigma-Aldrich, CAS number 7385-67-3), as quais foram posteriormente

analisadas via software Image] 1.52av. (htips://imagel.nih.gov/i/download.html). As formas das

particulas foram avaliadas a partir da circularity (C), roundness (R), solidity (S) e aspect ratio (AR)
(n=290 particulas), calculadas conforme as equacoes apresentadas a seguir. Além disso, os BloMPs
de PLA foram analisados em microscopia eletronica de varredura com “emissiao de campo” [i.e.:

Canhio de Emissiao por Campo (Field Emission Gun - FEG)].

- Area
C-dx Perimetro? (Eq. 1)
R-4x —rea (Eq. 9)

7T X [Maior eixo?]

§= _Ared (Eq. 3)

Area sélida
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Comprimento minimo de Feret

AR =

(Eq. 4)

Comprimento maximo de Feret

2.3. Biomarcadores de toxicidade

Com o mtuito de investigar os possivels efeitos danosos dos BioMPs de PLA sobre os D.
rerio, diferentes biomarcadores foram avaliados, incluindo aqueles (1) preditivos de déficits
comportamentais, (ii) alteracdes nutricionais, (i) desbalanco nos sistemas de reducio-oxidagio
(REDOX), (v) neurotoxicidade, (v) alteracoes na morfologia externa dos animais, além do (vi)

acumulo dos BioMPs de PLA em distintos 6rgaos.

2.3.1. Testes comportamentais

Ao final do periodo de exposicio, os animais foram submetidos a diferentes testes
comportamentais (Figura 1), visando avahar se os BioMPs de PLA foram capazes de provocar
alteracdes no comportamento individual e de cardume dos D. rerio. Para os testes em cardume,
cada grupo experimental (n=30 animais) fo1 subdividido aleatoriamente em cinco cardumes (n=5
animais/cada), conforme também adotado por Parker et al. (2014).

Inicialmente, os animais de cada cardume foram cuidadosamente introduzidos em um
aquario de vidro (dimensoes: 40 cm de comprimento x 20 cm de largura x 20 cm de altura)
preenchido com 16 L de dgua desclorada (Figura 2), os quais foram submetidos 2 uma bateria de
testes sequenciais. Conforme discutido por Campos et al. (2019), essa dinamica evita o estresse dos
animais pelo manuselo repetitivo, observado quando os mesmos individuos sio submetidos a
distintos testes em horario, dias ou locais diferenciados. Conforme esquematizado na Figura 1, os
seguintes testes comportamentais foram realizados: tanque novo, interacao social coespecifica,
mteracao social heteroespecifica com um nio-predador, interacio com um potencial predador
terrestre e interacao com um predador aquatico. Tais testes foram realizados entre 8hOOmin e
16h00min, utilizando 4agua desclorada (livre de qualquer poluente), a qual foi renovada por
completo entre o teste de um cardume e outro, eliminando possiveis interferéncias provocadas por
pistas quimicas deixadas pelos animais expostos ou pelos estimulos utilizados, além de manter bons
niveis de oxigénio dissolvido durante os testes (Quintio et al., 2019).

Ressalta-se que todos os testes comportamentais foram realizados em sala especifica que
continha isolamento acustico, controle de temperatura e luminosidade (100 lux), além de ser
equipada com cimeras (infravermelho) para gravacio e sistema de armazenamento de videos
(Figura 2). Além disso, as paredes laterais dos aqudrios utilizados nos testes foram revestidas com
adesivo de cor branca, similarmente ao procedimento adotado por Pritchard et al. (2001), ficando
livre apenas as partes superior e frontal do aquirio, permitindo a filmagem dos testes. Tal
revestimento permitiu melhor visualizacio dos animais no aqudrio, possibilitando, assim, a
detecgio mais precisa de alguns comportamentos durante a andlise dos videos. Em adicio, os

animais foram filmados por duas cAmeras simultaneamente, uma posicionada frontalmente (a uma
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distincia de 40 cm do aquirio) e a outra na por¢io superior (posicionada a uma distincia de 30 cm

do aquirio) (Figura 2).

Luminosidade 100 lux

. . Isolamento acustico

T-
Filmador: oo}
supcnior’ &g Controle de temperatura
27+1 °C
L e
Filmadora
frontal
> = —\|

20 cm

.\\\
W0 ¢

20 cm

Figura 2. Representacio esquematica do sistema montado para gravacio de videos (cameras
filmadoras frontal e superior), dimensdes do aquario onde os testes comportamentais foram
realizados e indicacoes de controle de luminosidade, temperatura e 1solamento acustico da sala de

testes.

2.3.1.1. Teste do campo aberto

Inicialmente, para investigar se a exposicio aos BioMPs de PLA foi capaz de afetar
habilidades locomotoras e/ou induzir efeitos ansiogénicos ou ansioliticos, os animais foram
submetidos ao teste do campo aberto. Tal teste fol proposto inicialmente para avaliacbes em
roedores (Carola et al., 2002); mas, vem sendo amplamente empregado na avaliagio
comportamental em diferentes modelos animais, incluindo os peixes (Grossman et al., 2010),
anfibios (Costa Aratjo & Malafaia, 2020) e aves (Faria et al., 2018). No presente estudo, o referido
teste consistiu em introduzir os animais (n=15/grupo; avaliados um a um) no centro de uma arena
circular (@ = 15 cm; altura da lamina d’agua = 4,5 cm). Apos 30 s da introducio (aclimatacio), o
comportamento dos animais foi filmado por 5 min para posterior registro da distincia percorrida
(cm), velocidade média de natacio (cm/s) e do indice de ansiedade. Esse ultimo foi calculado a

partir da razio entre a locomoc¢io dos animais no centro da arena e o tempo total de duracio do
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teste (vide maiores detalhes em Estrela et al. (2015) e Quintio et al. (2018). Para tais avaliacoes, a
arena circular for virtualmente dividida em uma zona central e uma periférica (Figura 3A),

compostas por 12 compartimentos (300 mm’ - 6 em cada zona).

2.3.1.2. Teste do tanque novo

Na sequéncia, os animais de cada grupo foram agrupados em cardumes (vide item “2.3.17),
os quais foram submetidos ao teste do tanque novo, de acordo com Rosemberg et al. (2011), com
algumas modificacoes. Quando realizado para avaliacio do comportamento individual dos peixes,
o referido teste possibilita aferir aspectos da locomog¢io e exploragio do ambiente, além de
comportamentos preditivos de comportamento anxiety-like (Stewart et al., 2012). No entanto, no
presente estudo utilizamos os paradigmas do teste para avaliacio da resposta comportamental em
cardume. Para isso, cada cardume (n=5 peixes/cada) logo apos ser introduzido no aquario-teste foi
filmado por 5 min, nio tendo sido submetido a nenhum estimulo (Figura 3B). Posteriormente, a
distancia (cm) de cada peixe até a superficie d’agua e os escores de cluster foram registrados, a partir
de 1magens sequenciais (totalizando 100 frames - durante 300 s - com intervalo de 3 s entre cada
mmagem) conforme também utilizado por Dlugos & Rabin et al. (2003) e Grossman et al. (2010),
para cada réplica (5 réplicas = 5 cardumes/grupo).

Enquanto a distancia até a superficie d’agua foi aferida utilizando o software Image] 1.52av
(Figura 3B)) [conforme Webber & Haines (2003)], os escores de cluster (EC) foram gerados
utilizando-se a metodologia proposta por Parker et al. (2014), a partir da andlise da dispersao dos
peixes em 32 quadrantes (5 cm’) tracados virtualmente na tela do computador (Figura 3F). Para
1580, levamos em consideracio o numero miximo de animais posicionados em apenas um
quadrante e dividimos esse nimero pelo total de quadrantes ocupados, conforme a equaciao a

seguir e 1lustracio na Figura 3G.

n° maximo de individuos em um quadrante

EC = (Eq. 5)

n° total de quadrantes ocupados

2.3.1.8. Interacio social coespecifica

Logo apos o teste do tanque novo, os animais foram submetidos ao teste de imteracao social
coespecifica, o qual consiste comumente em serir um espelho em uma das laterais do aquério,
permitindo a interagio dos animais com suas proprias imagens (Pham et al., 2012), os quais tendem
as interpretar como rivais da mesma espécie (Kohda et al., 2019). No presente estudo, um espelho
for previamente posicionado em uma das laterais do aquirio e permaneceu oculto por uma
diviséria externa de cor branca. Logo depois do teste do tanque novo, a divisoria foi
cuidadosamente retirada, permitindo a intera¢io dos animais com suas imagens refletidas (Figura
3C) por um periodo de 5 min. Posteriormente, os seguintes parametros foram avaliados: distancia

(cm) de cada peixe até a superficie d’dgua (Figura 3B.), EC (Figura 3G), distancia (cm) de cada peixe
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até o espelho (Figura 3C) e ainda a quantidade de frames em que ao menos um individuo do
cardume estava na zona de interacio com o espelho, 1.e., distincia minima de 2 cm do espelho.
Tais andlises foram realizadas a partir de imagens sequenciais (totalizando 100 frames - durante
300 s - com tervalo de 3 s entre cada imagem), para cada réplica. Apos o teste, a visualizacio do
espelho foi cessada com o retorno da diviséria branca e a bateria de testes foi interrompida por 3

min para oxigenacao da dgua (via compressor de ar).

2.3.1.4. Interagio social com nio-predador

Ap6s a realizacio do teste de interacio social coespecifica e oxigenacao da dgua, o teste de
interacio social com um individuo nio-predador aquitico foi realizado, utihizando Poecilia
reticulata como estimulo nao predatério ao cardume. No total, utilizamos ¢cinco machos adulios de P,
reticulata (utilizados alternadamente nas sessoes testes), os quais possuiam padrio de coloracio
amarelada, biomassa corporea de 0,311 + 0,07 g (média + desvio padrio) e comprimento total de
2,25 + 0,12 cm). Esses animais foram adquiridos em um criatério comercial (Goiania - GO) de
peixes para aquarismo. Tal espécie possui dieta onivora alimentando-se principalmente de detritos
organicos, larvas de mvertebrados e planctons, nio sendo predadora de outros peixes (Dahlgr,
1980).

Resumidamente, o teste consistiu em introduzir cuidadosamente o espécime de P.
reticulata no centro do aquario (Figura 3D), com o auxilio de um pucd, deixando-o explorar o
ambiente livremente. Ap6s 5 min de filmagem, a resposta/ intera¢ao do cardume de D. rerio foi
avaliada por meio dos seguintes parametros: distincia (cm) de cada peixe do cardume até a
superficie d’agua (Figura 3B:), EC (Figura 3G) e a distincia entre cada D. rerio do cardume e o P.
reticulata (Figura 3D)). Tais andlises também foram realizadas a partir de imagens sequenciais
(totalizando 100 frames - durante 300 s - com intervalo de 3 s entre cada imagem) para cada
réplica. Além disso, a interacio entre os peixes do cardume e o estimulo nio-predatério foi
analisada também por meio do registro do namero de frames em que ao menos um ). rerio estava
posicionado em um raio de pelo menos 2 cm de distincia do nio-predador, bem como a frequéncia

de “ataques” dos D. rerio, idos como contato fisico com mordidas direcionadas.
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Figura 3. Representacio esquematica dos testes realizados em nosso estudo. (A) teste do campo
aberto, com destaque para as zonas (periférica e central) e os compartimentos tracados virtualmente
no aparato utilizado; (B) teste do tanque novo (sem estimulo); (B) distancia individual dos peixes
até a superficie; (C) teste de interacio social coespecifica (com um espelho em uma das laterais do
aquario); (C) distincia individual dos peixes até o espelho; (D) teste de interagio social com um
nao-predador (presenca de um P. retrculata); (D)) distancia individual entre cada D. rerio e o P.

reticulata; (F) teste de resposta ao predador terrestre (presenga de um camundongo Swiss sobre a
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plataforma acoplada ao aquario); (F) teste de interacio social com predador aquitico (presenca de
um O. niloticus); (F)) distancia individual entre cada D. rerio e o O. niloticus e (G) exemplos de

como os escores de cluster foram calculados.

2.3.1.5. Interagio social com predador terrestre

Em sequéncia ao teste anteriormente descrito, os cardumes foram submetidos ao teste de
resposta social a um estimulo predatério terrestre, o qual simulou a aproximacio de um potencial
predador do habitat dos peixes. Para isso, utilizamos como estimulos, machos adultos de
camundongos Swiss (Mus musculus) [biomassa corporea: 25,92 + 2,36 g (média + desvio padrio)
e comprimento naso-caudal: 16,75 + 0,65 ¢cm] oriundos do Biotério de Pequenos Roedores do
Laboratorio de Pesquisas Biologicas do IF Goiano (Urutai/GO/Brasil). Para cada cardume um
mdividuo de M. musculus foi utilizado, totalizando um rodizio de 5 ammais por grupo
experimental. Reconhecemos que os camundongos utilizados em nosso estudo estavam habituados
a dieta composta apenas por racao padrao para roedores e que, no ambiente natural, os individuos
da espécie M. musculus se alimentam principalmente de sementes, raizes, folhas, caules, msetos,
anelideos, dentre outros (Arlettaz et al., 1996). Por outro lado, no contexto do teste realizado, esses
animais simularam a presen¢a de pequenos roedores e¢/ou marsupiais que exibem adaptagoes
associadas a caca de girinos, insetos ou pequenos peixes, ao longo de riachos, rios e lagos, a exemplo
de animais dos géneros Hydromys, Crossomys e Colomys (Rowe, Achmadi & Esselstyn, 2014).

O teste fo1r miciado logo a pds a msercio do camundongo na plataforma translicida
acoplada ao aquario-teste (desde o inicio dos testes - Figura 3E), o qual explorou livremente o
ambiente por 5 min. Posteriormente, a resposta do cardume foi analisada a partir dos seguintes
parametros: distincia (cm) de cada peixe do cardume até a superficie d’agua (Figura 3B:), EC
(Figura 3G), bem como a frequéncia da exibicio do comportamento de “fuga” em resposta a
movimentacio do camundongo. Tal comportamento foi caracterizado pela movimentacio
repentina e explosiva dos peixes em direcio oposta ao deslocamento do estimulo predatério
(camundongo). A andlise da distancia até a supertficie € os ECs foram realizadas a partir de imagens
sequenciais (totalizando 100 frames - durante 300 s - com intervalo de 3 s entre cada imagem) para
cada cardume. Ja o comportamento de fuga for quantificado por meio da andlise dos “videos

corridos”.

2.3.1.6. Interacio social com predador aquitico

O ultimo teste ao qual os animais foram submetidos visou avaliar as respostas dos cardumes
quando confrontados com um potencial predador aquitico, representado, em nosso estudo por
espécimes de machos adultos de tilipia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), similarmente ao estudo
de Quintio et al. (2019) [biomassa corporea: 68,02 + 8,74 ¢ (média + desvio padrio) e comprimento

total: 14,31 £ 0,43 cm], os quais foram obtidos no Departamento de Aquicultura do IF Goiano
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(Urutai/GO/Brasil). Tal espécie foi utilizada como estimulo predatorio, principalmente devido a
sua semelhanca morfologica com o predador simpatrico dos . rerio em ambiente natural (i.e.:
Nandus nandus - Gerlai, Fernandes & Pereira, 2009). Além disso, as tilipias apresentam habito
alimentar oportunista (embora sejam onivoras), sendo comum no ambiente natural a predacio de
alevinos ou pequenos peixes (Chou, 1996). Para cada réplica (cardume) um individuo de O.
niloticus foi utilizado, totalizando um rodizio de 5 animais por grupo experimental. Brevemente, o
teste consistiu em introduzir um espécime de O. niloticus no aquario-teste (Figura 3F), deixando-o
explorar livremente o ambiente durante 5 min. A resposta do cardume foi avaliada através dos
parametros distincia (cm) de cada peixe do cardume até a superficie d’agua (Figura 3B:), ECs
(Figura 3F) e a distancia (cm) entre cada D. rerio do cardume e seu potencial predador (O. niloticus)
(Figura 3F)). A medicio das distincias foi feita da cabeca de cada D. rerio até a cabe¢a do O.

niloticus.

2.3.1.7. Anilise comportamental dos estimulos

E sabido que em avaliacdes comportamentais que incluam a participaciio de outros animais
(para além dos individuos-teste), é indispensavel analisar/conhecer o comportamento desses
animais, uma vez que seus desempenhos durante os testes podem influenciar direta ou
mdiretamente a resposta dos individuos-teste (Costa Aratjo & Malafaia et al., 2020). Assim, é
necessario que as respostas dos individuos-testes sejam relativizadas ao comportamento dos
estimulos, evitando que a interpretacio dos resultados seja enviesada pelo comportamento dos
estimulos. Logo, todos os estimulos utilizados nos testes tiveram seus comportamentos analisados
conforme descrito a seguir:

o P reticulata: 1) atividade locomotora - estimada por meio do total de quadrantes
percorridos durante o teste, tracados virtualmente na tela do computador (32 quadrantes
de 5 cm’/cada) e 11) distincia (cm) do animal até a superficie d’ 4gua, aferida por meio do
software ImageJ 1.52av.

o M. musculus: 1) atividade locomotora - estimada por meio do total de quadrantes
percorridos na plataforma acoplada ao aquario, tracados virtualmente na tela do
computador (12 quadrantes de 10 cm’/cada); 11) frequéncia da exibicio do comportamento
de levantamentos - caracterizado pelo ato de inclinar-se verticalmente apoiando ou nio as
patas dianteiras na parede do aquario ou da plataforma (Campos et al., 2016); e 111) tempo
em que os camundongos permaneceram exibindo o comportamento de self-grooming -
caracterizado pelo ato de lamber-se ou limpar-se (Campos et al., 2016). Tais
comportamentos foram analisados em funcio de provocarem vibragoes na plataforma que
possivelmente pudessem ser percebidas pelos peixes.

o O. miloticus: 1) atividade locomotora - estimada por meio do total de quadrantes

percorridos, tracados virtualmente na tela do computador (8 quadrantes de 10 cm’/cada) e
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1) distincia (cm) até a superficie d’ dgua, também aferida por meio do software Image]

1.52av.

A andlise dos parametros locomotores, de levantamento e self~grooming foram realizadas
através dos registros em video (em tempo corrido). Ja a andlise da distincia dos animais até a
superficie dagua foi realizada através das mesmas imagens sequenciais utilizadas para a avaliacao
dos comportamentos dos . rerio (100 frames - durante 300 s - com intervalo de 3 s entre cada
imagem) para cada réplica, totalizando 500 imagens para cada grupo experimental. Em funcio das
diferencas comportamentais dos estimulos utilizados nos testes (tanto intergrupos, quanto
intragrupos), os dados referentes aos comportamentos dos . rerio foram relativizados em func¢io
do comportamento dos estimulos, gerando indices especificos sumarizados, calculados a partir das
equacoes a seguir:
Parametros analisados nos individuos teste (Danio rerio)

Pr=

" (Atividade locomotora)x(distincia dos P. reticulata até a superficie d/agua)

100 (Eq. 6)

Parametros analisados nos individuos teste (Danio rerio
Mm = ( ) x 100 (Eq. 7)

- (Atividade locomotora)x(freq. levantamentos)x(tempo de self—grooming)

On = Parametros analisados nos individuos teste (Danio rerio)

- (Atividade locomotora)x(distancia dos O.niloticus até a superficie d’ gua)

x 100 (Eq. 8)

As siglas “Pr”, “Mm” e “On” referem-se aos indices dos comportamentos dos D. rerio
relativos aos estimulos proporcionados pelos P reticulata, M. musculus e O. niloticus,

respectivamente.

2.3.2. Avaliacoes bioquimicas

A fim de avancarmos o conhecimento sobre os possivels mecanismos de acio dos BioMPs
de PLA no sistema nervoso central, realizamos diferentes avaliagoes bioquimicas que, em conjunto,
sao preditivas de déficit nutricional, desbalanco REDOX, bem como de neurotoxicidade. Para isso,
fragmentos de cérebro foram coletados (30 mg) e, em seguida, macerados em 1 mL de solucio
tampao fosfato-salino (PBS) e centrifugados a 13.000 rpm, por 5 min, a 4°C. Em seguida, 900 uL.
do sobrenadante das amostras foram transferidos para outro microtubo e o volume final foi
completado para 1200 uL, com PBS, sendo essas amostras utilizadas nas avaliagoes descritas a

seguir.

2.3.2.1. Indicadores bioquimicos do status nutricional
Para avaliarmos os possiveis efeitos do poluente sobre a condi¢io nutricional dos animais

(n=10/grupo), os seguintes parametros foram aferidos no cérebro: carboidratos soldveis totais
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(mg/g), proteinas totais (g/dL) e triglicerideos (mg/dL), adotando-se as metodologias propostas por
Dubois et al. (1956), Lowry et al. (1951) e Kalia & Pundir (2004), respectivamente. Para avaliacio
das concentracdes sanguineas de glicose utilizamos fitas reagentes, as quais promovem a reacio da
glicose desidrogenase com a coenzima, resultando na conversao da glicose contida na amostra em
gluconolactona. Tal reacio gera uma corrente elétrica medida por um leitor digital (Accu-Chek

Advantage Roche Diagnosis®) que ¢ interpretada como glicemia.

2.3.2.4. Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)

Para a avaliacio do possivel efeito neurotéxico, avaliamos a atividade da AChE no
sobrenadante resultante do processamento do cérebro dos animais (n=10/grupo), utilizando
substrato de acetilcolina 1odado e 5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), com base no
método espectrofotométrico de Ellman (1961). Resumidamente, 50 ul. de cada amostra, 100 uL
de soluc¢iao de substrato de acetilcolina 1odada (98%) e 100 uL. de solucio de DTNB (130 ug/mL)
foram adicionados em sequéncia a cada poc¢o de uma microplaca de ELISA. A absorbancia das
amostras (405 nm) foi lida 30 segundos apos a homogeneizacio dos reagentes e 3 min apods a

primeira leitura, realizada em leitor de microplaca ELISA.

2.3.2.5. Estresse oxidativo
Para avaliacio da possivel inducio de estresse oxidativo pelos tratamentos, elencamos
diferentes biomarcadores, os quais sio descritos a seguir:

a) Avaliacio das substincias reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS) - tais substincias sio
amplamente adotadas para avaliacio do estresse oxidativo (Draper et al., 1984) e, no
presente estudo, suas concentracoes foram determinadas conforme Carvalho et al. (2019),
com algumas adaptacoes. Em sintese, 100 ul. do sobrenadante das amostras foram
misturados com 50 pl. de acido tricloroacético (TCA) (28% p/v em 0,25 N HCI), 50 pl.
de dcido tiobarbitirico (TBA, 1% em dcido acético 0,25 N) e 25 pL. de butilhidroxitolueno
(BHT, 5 mM). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho de dgua a 95° C, por
15 min e, posteriormente, foram centrifugadas a 13.000 rpm, em temperatura ambiente,
por 10 min. Os sobrenadantes orlundos das amostras foram transferidos para microplaca
ELISA (em triplicata) e lidos a 492 nm.

b) Avalia¢io da producio de 6xido nitrico - nesta avaliacio utilizamos como base a reacio
colorimétrica de Griess (Grisham et al., 1996), para a deteccio de nitrito resultante da
oxidacao de 6xido nitrico, baseado em Ayuri & O'Donnell (2013). Para isso, 30 uL. do
sobrenadante de cada amostra foram pipetados (em triplicata) em pocos de microplaca
ELISA preenchidos com 150 pl de reagente de Griess [sulfanilamida a 2,39%, N-(1-
naftil)etilenodiamina a 0,12% e dcido ortofosfoérico (0,5 mol/L) em dgua purificada via

osmose reversal. Em seguida, as amostras foram incubada em temperatura ambiente por
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5 min e hdas a 492 nm. A curva padrio foi preparada utihizando diferentes solucoes de
nitrito de sodio (50, 100, 200, 300, 400 ¢ 500 umol/L) e a equacio da reta (y = 0,0014 x +
0,0275; 12 = 0,99) foi usada para calcular as concentracoes de nitrito nas amostras.

Peréxido de hidrogénio - para avaliacao da produgao deste parametro nos baseamos no
método proposto por Graf & Penniston (1980) [utilizando kit comercial (Kit Elabscience,
Cat .: E-BC-K 102-S. Lote: 731RIHZIES. Exp: 2020-06-16)], o qual leva em considerag¢io
a oxidacio do 10deto na presenca de amolibdato de amoénio, bem como na fotometria do

complexo azul-amido-iodo resultante.

2.3.2.6. Parametros relacionados a atividade antioxidante

Para avaliacao da possivel inibicio ou estimulacio da atividade antioxidante pelos

tratamentos, os biomarcadores descritos a seguir foram avaliados.

a)

Glutationa total - o teor de glutationa total (reduzida GSH + oxidada GSSG) foi mensurado
com base no método descrito por Griffith (1980), com adaptacoes. Em resumo, 5 pL. do
sobrenadante das amostras foram pipetados em pocos de uma microplaca de ELISA e,
posteriormente, foram adicionados 75 pl. da mistura de trabalho (tampio de fosfato 95
uM, EDTA 0,95 mM, NADPH 48 pM, DTNB 0,031 mg/mL, 0,115 umdades/mL de
glutationa redutase e 0,24% de acido sulfossalicilico). Em seguida, as amostras foram
incubadas em temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, 25 pl. de nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH) (0,16 mg/mL) foram adicionados aos pogos € a
absorbancia for medida a 405 nm, logo apds o inicio da reacio. Foram realizadas cinco
leituras em intervalos de 1 min. Além disso, a absorbincia de diluicoes seriadas de uma
soluciao de glutationa reduzida padrio em diferentes concentracoes (0,25, 0,5, 1, 2 e 4
nmol/10 pL) fol determinada para determinacio da curva de calibracio. A seguir, foi
tracado um grafico com base nos pontos da curva padrio, que corresponderam ao delta
da absorbancia. A equacio linear (y = 0,0423 x = 0,0037; R2 = 0,9741) fo1 determinada
apos a andlise de regressio linear e utilizada para determinar as concentracoes de glutationa

total das amostras.

b) Tibis totais - as concentracoes de tidis totais foram determinadas com base nos

©

procedimentos descritos por Santos et al. (2015), tendo sido as leituras das amostras
realizadas 405 nm.

Superoxido dismutase (SOD) - a atividade total desta enzima foi avaliada de acordo com o
método descrito por Dieterich et al. (2000). Uma unidade de atividade SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessdria para iibir a taxa de autoxidac¢io do pirogalol em

509, a qual fo1 determinada a 630 nm.
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2.3.3. Anilise de pigmentacio e parimetros biométricos

Pressupondo que a exposicio aos BioMPs de PLA também era capaz de provocar
alteracoes na pigmentacio externa e, consequentemente, provocar diferencas na colorac¢io natural
dos animais, avaliamos o percentual de pigmentacio em areas especificas dos . rerio. Para isso,
10 individuos de cada grupo foram selecionados aleatoriamente e apds a eutandsia foram fixados
em formalina. A andlise do percentual pigmentado foi realizada com base no método utilizado por
Guillot et al. (2016), que levou em consideracao os pigmentos produzidos pelos melanéforos.
Ressalta-se que em tal método, a fixacio em formol remove os pigmentos dos xantéforos e
midoforos, deixando apenas aqueles produzidos e armazenados na pele dos animais pelos
melanéforos. Apods a fixacao, os animais foram fotografados em microscopio estereoscopio (SZT
LED, BEL, China) e o percentual de pigmentacio (por mm’) foi analisado acima da nadadeira
pettoral esquerda, nas seguintes faixas laterais presentes nos ). rerio: dorsal superior (D1), dorsal
mferior (D2), ventral superior (V1) e ventral inferior (V2), conforme esquematizado na Figura 4A-
C. Os registros fotograficos foram dimensionados a (I mm®) no software CorelDRAW Graphics
Suite 2019 e o percentual de pigmentacio presente foi calculado por meio do software Image].

Para avaliacio da biometria dos animais, 15 individuos de cada grupo foram selecionados
aleatoriamente. Apds a afericio da biomassa corpérea, os animais foram fotogratados para
determinacao (por meio do software Image]) da altura e comprimento de cabeca, altura do
pedinculo caudal e do dorso, além do comprimento total, conforme Takdcs et al. (2016) (Figura

4D).

Figura 4. (A-D) Esquemas representativos das dreas externas dos D). rerio utilizadas para
determinagiao dos efeitos dos tratamentos sobre a pigmentacio dos animais. (A) Faixa vertical

indicando a por¢iao corporal analisada; (B) Pigmentos presentes na pele dos animais observadas
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em microscopio estereoscopico; (C) Delimitacio de 1 mm® da area escolhida para analise do
percentual pigmentado; (D) Imagem processada pelo Image]J. Em destaque os pigmentos presentes
em cada 1 mm’; (B-D) D1: faixa dorsal superior, D2: faixa dorsal inferior, V1: faixa ventral superior
e V2: faixa ventral inferior e (E) Medidas biométricas aferidas nos animais (1: altura de cabeca, 2:

comprimento de cabeca, 3: altura do peddinculo caudal, 4: altura do dorso e 5: comprimento total).

2.3.4 Acumulagio dos biomicroplasticos de PLA

O possivel acamulo dos BioMPs de PLA foi estimado pela quantificacio do acido latico
no sobrenadante resultante do processamento do cérebro, figado, branquias e carcaga (corpo dos
animais apos a dissecacio, excluindo os orgios mencionados anteriormente). Tal avaliacio foi
baseada no método fenol-sulftirico (Dubois et al., 1956) e mais recente também realizada por
Oliveira et al. (2020). Tal método promove a degrada¢io do PLA através da hidrélise nio
enzimatica (em meio fortemente acido) em monomeros de dcido litico e posterior formacio de
complexos com fenol, tornando a solucao amarelo-alaranjada (coloracao estivel). Dessa forma,
foram adicionados em um microtubo previamente esterilizado 100 uL. do sobrenadante da amostra,
100 uL. de solucao de p-phenylphenol (pPP) (59%) e 500 uL. de acido sulftirico PA, os quais foram
misturados em vortex mixer, elevando a temperatura das solucoes a 80-90°C. Em seguida, os tubos
foram mantidos em temperature ambiente por 15 min e a absorbancia das amostras foram
registradas a 630 nm em leitor de ELISA (em duplicata).

Paralelamente, uma curva padrio foi gerada utilizando uma diluicio seriada da suspensao
de acido latico (0, 0,02, 0,04, 0,09, 0,18, 0,35, 0,70, 1,41 e 2,8 mg/mL), as quais foram tratadas da
mesma forma que as amostras biolégicas. Cada ensaio fo1 executado em triplicata para confirmar a
precisao da curva padrio. A concentracio de acido latico de fonte enddgena presente nos . rerio
do grupo controle fo1 detectada e subtraida daqueles animais que foram expostos aos BioMPs de
PLA. A andlise de regressio Iinear (y = 0,6099x + 0,0565; r2 = 0,99555) foi aplicada para calcular

as concentracoes de acido lactico nas amostras.

2.4. Andlises estatisticas

Inicialmente, todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-
Wilk e ao teste de Bartlett’s, para avaliacio da homocestaticidade. Feito isso, os dados
paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA (com pos-teste de Tukey) e o teste de
Kruskal-Wallis for utiizado para comparar as médias dos dados nao-paramétricos,
utilizando-se como pos-teste o teste de Dunn’s (ambos a 5% de probabilidade). Os dados
referentes a quantificacio dos BioMPs de PLA foram comparados de forma pareada.
Nesses casos, os dados paramétricos foram submetidos ao teste t de Student e os nao-

paramétricos ao teste de Mann-Whitney, ambos a 5% de probabilidade. Todas as analises
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estatisticas e elaboracio dos grificos foram conduzidas no software GraphPad Prism

(versao 7.0).

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizagio e quantificacio dos biomicroplisticos

Inicialmente, a andlise espectroscopica permitiu a obtencio de um espetro de Raman
correspondente a um ponto da superficie analisada, onde houve a deposicio do filme de PLA
(Figura 5A). No espetro € possivel observar a presenca de varios picos de intensidade caracteristicos
do PLA (Figura 5B) que podem ser atribuidos a diversas interacdes moleculares, tais como, CHs
vibrac¢oes atribuidas ao alongamento assimétrico e simétrico, CH alongamento /C=0 alongamento,
CH; vibracio de deformacio simétrica, CHs vibrag¢io de balanco, C-O-C alongamento, C-CHs
alongamento, C-COO vibracio, C=0O alongamento, C-CO estados vibracionais e / ou C-O-C + C-
CH: vibracio. Além disso, confirmamos a variedade morfologica e de tamanho das particulas de
PLA por meio das andlises morfométricas realizadas via fotoeletromicrografias obtidas na analise
de microscopia eletronica de varredura (Figura 5C-G, respectivamente) e de microscopia optica
(Figura 5H), processadas pelo software Image J.
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Figura 5. (A) Imagem do ponto da superficie analisada pela espectrometria de Raman, onde houve

a deposicao do filme de PLA; (B) Espectro de Raman; (C-G) eletromicrografias representativas
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obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) em diferentes ampliacoes e (H)
fotomicrografias representativas dos BioMPs de PLA analisados via microscopia 6ptica, em

diferentes ampliacoes.

Os histogramas de frequéncia das medidas morfométricas indicam que em média as
particulas de PLA apresentaram drea e diametro de 4,92 + 0,31 um’ e 2,34 + 0,07 um,
respectivamente (Figura 6A-B), ambos apresentando uma distribuicao assimétrica negativa. Em
relacido as variaveis de forma, a média dos valores obtidos para aspect ratio foi de 1,52 + 0,02, cuja
distribui¢iao também for assimétrica. Ja os valores obtidos para as variaveis roundness e solidity, as
médias foram de 0,70 £ 0,01 e 0,89 + 0,004, respectivamente, ambas apresentando uma distribuicio

multimodal, o que ratifica a heterogeneidade das particulas de PLLA utilizadas em nosso estudo

(Figura 6).
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Figura 6. Histogramas de frequéncia relativos aos paraimetros de forma e tamanho dos BioMPs de
PLA utilizados em nosso estudo (n = 290 particulas). (A) Area; (B) Diameter; (C) Rondness (D)
Solidity e (E) Aspect ratio das particulas.

Em rela¢io a quantificagiao de acido latico nos animais, observamos maior concentracio
de 4cido latico nos animais dos grupos BP I ¢ BP II (sem efeito concentracio-resposta). Embora
as concentracoes de dcido latico na carcaca, figado e branquias dos animais tenha sido
estatisticamente equitativa entre os grupos BP I e BP II; no cérebro, a concentracao de acido latico

fo1 superior nos animais do grupo BP II (Figura 7).
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Figura 7. Concentracio de acido latico na carcaga, figado, brinquias e cérebro de adultos de D.
rerio expostos aos BioMPs de PLA (BP I: 2,5 mg/L. e BP II: 5 mg/L). As barras indicam a média
+ 0 desvio padriao dos dados, os quais foram submetidos ao teste de t Student (se paramétricos) ou
ao teste de Mann-Whitney (se ndo-paramétricos), ambos a 5% de probabilidade. Letras mintsculas
distintas posicionadas acima das barras indicam diferencas significativas entre os grupos

experimentais. Os sumadrios estatisticos sio apresentados na parte superior dos graficos.

3.2. Biomarcadores comportamentais

Em relacio aos testes realizados, o teste do campo aberto foi o primeiro, tendo os animais
sido avaliados individualmente. Conforme podemos observar na Figura 8A-B, a auséncia de
diferencas entre os grupos quanto aos parametros “distincia percorrida” e “velocidade média de
natacio” evidencia que os tratamentos nao provocaram efeitos sobre o desempenho locomotor
(hipoatividade ou hiperatividade) dos animais. Além disso, o indice de ansiedade gerado a partir

dos cruzamentos entre as zonas central e periférica do aparato nio diferiu entre os grupos
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experimentais, o que sugere auséncia de efeitos ansiogénicos ou ansioliticos dos BioMPs de PLA

(Figura 8C).
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Figura 8. (A) Distancia percorrida, (B) velocidade média de natacio e (C) indice de ansiedade
avaliados no teste do campo aberto, ao qual adultos de D. rerio foram submetidos (previamente
expostos ou nao aos BioMPs de PLA). As barras indicam a média + desvio padrio dos dados, os
quais foram submetidos a one-way ANOVA, com pods-teste de Tukey (se paramétricos) ou ao teste
de Kruskal-Wallis, com pés-teste de Dunn’s (se nio-paramétricos), ambos a 5% de probabilidade.
Os sumdrios estatisticos sao apresentados na parte superior dos graficos. A auséncia de letras
minusculas posicionadas acima das barras indica similaridade estatistica entre os grupos. C: grupo
controle; BP I ¢ BP II: grupos nos quais os animais foram expostos aos BioMPs de PLA nas

concentracoes de 2,5 mg/L e 5 mg/L,, respectivamente.

Em relacio aos comportamentos dos cardumes, nao observamos no teste do tanque novo
diferencas entre os grupos quanto ao indice da altura média do cardume até a superficie e a coesio
dos cardumes, inferida pelos ECs (Figura 9A-B). Resultados semelhantes (i.e.: auséncia de
diferencas entre os grupos) foram observados no teste de interacio social coespecifica (através de
um espelho), quando os parametros “distincia até a superficie” e “coesio dos cardumes” foram
avaliados (Figura 10A-B). Entretanto, os dados referentes a interacio dos animais inferida pela
distincia entre os individuos e o espelho, apontam que o grupo controle posicionou-se mais
proximo do espelho, em comparacio com os grupos expostos aos BioMPs de PLA (sem efeito
concentracio-resposta) (Figura 10C). Por outro lado, nio evidenciamos diferencas entre os grupos

em relacao a frequéncia de interacio com o espelho, registrada apenas quando pelo menos um
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animal do cardume encontrava posicionado na zona de intera¢io mais proxima com o espelho (i.e.:

2 cm) (Figura 10D).
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Figura 9. (A) Indice da distancia dos peixes até a superficie d’ dgua e (B) escores de cluster (obtidos
no teste do tanque novo) de cardumes de adultos de D). rerio compostos por individuos expostos
ou nao aos BioMPs de PLA. As barras indicam a média + desvio padrao dos dados, os quais foram
submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (se paramétricos) ou ao teste de Kruskal-
Wallis, com pos-teste de Dunn’s (se nio-paramétricos), ambos a 5% de probabilidade. Os sumarios
estatisticos sao apresentados na parte superior dos graficos. A auséncia de letras minusculas
posicionadas abaixo (em “A”) ou acima (em “B”) das barras indicam similaridade estatistica entre
os grupos experimentais. C: grupo controle; BP I ¢ BP II: grupos nos quais os animais foram

expostos aos BioMPs de PLA nas concentracoes de 2,5 mg/L e 5 mg/L,, respectivamente.
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Figura 10. (A) Indice da distancia dos peixes até a superficie d” dgua; (B) escore de cluster; (C)
distancia de cada peixe do cardume até o espelho e (D) frequéncia de interacao com o espelho
(avaliados no teste interacio coespecifica) de cardumes de adultos de D. rerio expostos ou nio aos
BioMPs de PLA. As barras indicam a média + desvio padrio dos dados, os quais foram submetidos
a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (se paramétricos) ou ao teste de Kruskal-Wallis, com
pos-teste de Dunn’s (se nao-paramétricos), ambos a 5% de probabilidade. Letras mintsculas
diferentes posicionadas abaixo (em “A”) ou acima (em “B-D”) das barras indicam diferencas
significativas entre os grupos experimentais. Os sumarios estatisticos sio apresentados na parte
superior dos graficos. Ja a auséncia de letras indica similaridade estatistica entre os grupos. C: grupo
controle; BP 1 e BP II: grupos nos quais os animais foram expostos aos BioMPs de PLA nas

concentracoes de 2,5 mg/L e 5 mg/L, respectivamente.

Em relacio ao teste de iteracio social com um individuo nao-predador, observamos que
os tratamentos influenciaram a exibicio comportamental dos animais neste teste. Conforme
observado na Figura 11A, os animais do grupo controle permaneceram mais préximo da lamia d’
dgua, em relacio aos demais grupos. Por outro lado, quando os cardumes foram confrontados com
o P reticulata, apenas os cardumes do grupo BP II aumentaram sua coesio (inferida pelos ECs)
(Figura 11B). J4 em relacao ao indice da distancia de cada peixe do cardume ao nao-predador,
observamos um efeito concentra¢io-resposta, o qual aumentou de forma proporcional ao
mcremento das concentracoes de BioMPs de PLA (Figura 11C), o que sugere que o grupo controle
permaneceu mais proximo ao heteroespecifico. Adicionalmente, o registro da frequéncia de
mteracoes entre os 1. rerio e o P. reticulata sugere maior interacio dos animais do grupo controle,
embora o numero de ataques desferidos contra o peixe intruso nao tenha diferido entre os grupos
(Figura 11D).
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Figura 11. (A) Indice da distancia dos peixes até a superficie d” dgua; (B) escore de cluster; (C)
distancia de cada D. rerio do cardume até o peixe intruso e (D) frequéncia de interaciao dos peixes
testes ao niao-predador no teste de interacio social no qual os cardumes foram confrontados com
um P, reticulata. As barras indicam a média + desvio padrao dos dados, os quais foram submetidos
a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (se paramétricos) ou ao teste de Kruskal-Wallis, com
pos-teste de Dunn’s (se nao-paramétricos), ambos a 5% de probabilidade. Letras mintsculas
diferentes posicionadas abaixo (em “A”) ou acima (em “B-D”) das barras indicam diferencas
significativas entre os grupos experimentais. Os sumarios estatisticos sao apresentados na parte
superior dos graficos. Ja a auséncia de letras indica similaridade estatistica entre os grupos. C: grupo
controle; BP 1 e BP II: grupos nos quais os animais foram expostos aos BioMPs de PLA nas

concentracoes de 2,5 mg/L e 5 mg/L, respectivamente.

Na sequéncia do teste de interacio social com o nao-predador (P. reticulata) foi realizado
o teste de resposta social a um potencial predador terrestre, simulado por um camundongo (M.
musculus). Os resultados referentes a distincia dos peixes até a superficie d’dgua revelam,
curiosamente, que cada grupo respondeu ao estimulo oferecido de uma forma peculiar, sendo os
cardumes compostos pelos animais do grupo controle aqueles que permaneceram mais tempo na
zona mediana, os do grupo BP I mais préximos a superficie do aquario e os cardumes compostos
por D. rerio expostos a maior concentracao de BioMPs de PLA foram aqueles que permaneceram
predominantemente na zona inferior do aqudrio (Figura 12A). Entretanto, os ECs apontam que a
coesio dos cardumes do grupo BP II foi superior, em relacio aos demais grupos (Figura 12B),
conforme também fo1 observado quando os cardumes foram confrontados com o nio-predador
(Figura 11B). Por outro lado, observamos que os cardumes formados pelos animais do grupo
controle exibiram com maior frequéncia o comportamento de fuga explosiva (vide video em
“Material Suplementar”), sendo tal frequéncia 6,75 e 27 vezes maior do que aquela registrada nos

cardumes dos grupos BP I e 11, respectivamente (Figura 12C).
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Figura 12. (A) Indice da distancia dos peixes até a superficie d’ dgua; (B) escore de cluster e (C)
frequéncia de exibicio do comportamento de fuga explosivas de cardumes compostos por adultos
de D. rerio expostos ou nio aos BioMPs de PLA, quando submetidos ao teste de interagao social
com um potencial predador terrestre. As barras indicam a média + desvio padrao dos dados, os
quais foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, com p6s-teste de Dunn’s (se nao-paramétricos),
a 5% de probabilidade. Os sumarios estatisticos sdao apresentados na parte superior dos graficos. As
letras mintsculas diferentes posicionadas abaixo (em “A”) ou acima (em “B-C”) das barras indicam
diferencas significativas entre os grupos. C: grupo controle; BP I ¢ BP II: grupos nos quais os
animais foram expostos aos BioMPs de PLA nas concentragoes de 2,6 mg/l. e 5 mg/L,

respectivamente.

Quanto ao teste de interacao social com um potencial predador aqudtico (representado
por um individuo de O. niloticus), nossos dados também revelam influéncia dos BioMPs de PLA
na exibicio comportamental dos cardumes avaliados. Enquanto os cardumes do grupo controle
permaneceram mais tempo na zona mais basal do aqudrio, os cardumes dos . rerio expostos a
ambas as concentracoes dos bioplasticos foram mais frequentes na zona superficial do aquario
(Figura 13A). Por outro lado, observamos que os cardumes dos grupos expostos aos BioMPs de
PLA se dispersaram na presenca do predador, em oposicio aos do grupo controle, para os quais
um maior EC fo1 obtido (Figura 13B). Além disso, os dados referentes a interacao entre as presas
(D. rerio) e seu potencial predador (O. niloticus) [inferida pela distincia entre eles (Figura 13C) e
pela frequéncia de interacoes (Figura 13D)] demonstram maior interacio dos animais expostos aos
BioMPs de PLA com a tldpia (Figura 13C), sendo os cardumes do grupo BP II os tnicos a

desferirem ataques contra o estimulo predatorio (Figura 13D).
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Figura 13. (A) Indice da distancia dos peixes até a superficie d” agua; (B) escore de cluster; (C)
distancia de cada peixe do cardume até a O. niloticus e (D) frequéncia de interacio dos peixes
testes com o estimulo predatorio (no teste de interacao social com potencial predador). As barras
mdicam a média + desvio padrio dos dados, os quais foram submetidos a one-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey (se paramétricos) ou ao teste de Kruskal-Wallis, com pés-teste de Dunn’s (se
nao-paramétricos), ambos a 5% de probabilidade. Os sumarios estatisticos sio apresentados na
parte superior dos graficos. Letras mintsculas diferentes posicionadas abaixo (em “A”) ou acima
(em “B-D”) das barras indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais. Ja a auséncia
de letras indica similaridade estatistica entre os grupos. C: grupo controle; B I e B II: grupos nos
quais os animais foram expostos aos BioMPs de PLA nas concentracoes de 2,5 mg/L e 5 mg/L,

respectivamente.

3.3. Biomarcadores bioquimicos

Buscando compreender como os BioMPs de PLA afetaram o comportamento dos
animais, incialmente avaliamos a influéncia dos tratamentos sobre as concentragcoes sanguineas de
glicose e de carboidratos totais, proteinas totais e trigliceridios no cérebro dos animais. Entretanto,
nio observamos diferencas significativas entre os grupos para nenhum destes biomarcadores
(Figura 14), o que sugere que os bioplisticos nao induziram déficit nutricional nos animais,
tampouco condi¢oes fisiologicas caracterizadas por quadro hiper/hipoglicémico, déficit no
metabolismo de carboidratos/proteinas ou de dislipidemias. Por outro lado, nossos resultados
demonstram um aumento significativo na atividade da AChE nos grupos expostos aos BloMPs de

PLA (sem eleito concentragio-resposta), em comparacio com o grupo controle (Figura 15).
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Figura 14. (A) Concentracoes sanguineas de glicose (g/dL) e de (B) carboidratos totais (C) proteinas
totais e triglicerideos no cérebro de adultos de D. rerio expostos ou nio aos BioMPs de PLA. As
barras indicam a média + desvio padrio dos dados, os quais foram submetidos a one-way ANOVA,
com pos-teste de Tukey (se paramétricos) ou ao teste de Kruskal-Wallis, com pods-teste de Dunn’s
(se ndo-paramétricos), ambos a 5% de probabilidade. Os sumadrios estatisticos sao apresentados na
parte superior dos graficos. A auséncia de letras sobre as barras indica similaridade estatistica entre
os grupos. C: grupo controle; BP I e BP II: grupos nos quais os animais foram expostos aos BioMPs

de PLA nas concentracoes de 2,5 mg/L e 5 mg/L,, respectivamente.
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Figura 15. Atividade da enzima acetilcolinesterase no cérebro de adultos de D. rerio expostos ou

nio aos BioMPs de PLA. As barras indicam a média + desvio padrio dos dados, os quais foram

submetidos a one-way ANOVA com pés-teste de Tukey, a 5% de probabilidade. O sumario
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estatistico € apresentado na parte superior do grafico. Letras mintsculas diferentes posicionadas
acima das barras evidenciam diferencas significativas entre os grupos. C: grupo controle; BP I ¢ BP
II: grupos nos quais os animais foram expostos aos BioMPs de PLA nas concentracoes de 2,5 mg/L

e 5 mg/L, respectivamente.

Para avahar a possivel inducio de estresse oxidativo pelos BioMPs de PLLA avaliamos, no
cérebro dos animais, as concentracoes de TBARS, a producio de nitrito (medida indireta do 6xido
nitrico) e a producio de perdxido de hidrogénio. Ja a influéncia dos tratamentos na atividade
antioxidante dos animais foi aferida pela dosagem de glutationa total, superéxido dismutase e tiéis
totais. Nossos dados indicam aumento significativo de todos os biomarcadores de estresse oxidativo
nos animais dos grupos BP I e II (Figura 16A-B) e, apenas a atividade da superéxido dismutase foi
aumentada nesses mesmos animais (Figura 17B). Logo, esses dados sao sugestivos de desbalanco

REDOX induzido pelos BioMPs de PLA.
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Figura 16. (A) Concentrac¢ao das substincias reativas ao acido tiobarbiturico, (B) producio de nitrito
e (C) peroxido de hidrogénio no cérebro de adultos de D. rerio expostos ou nao aos BioMPs de
PLA. As barras indicam a média + desvio padrio dos dados, os quais foram submetidos a one-way
ANOVA, com pos-teste de Tukey (se paramétricos) ou ao teste de Kruskal-Wallis, com pos-teste
de Dunn’s (se nio-paramétricos), ambos a 5% de probabilidade. Os sumadrios estatisticos sio
apresentados na parte superior dos grificos. Letras minusculas diferentes posicionadas acima das
barras indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais. C: grupo controle; BP I e
BP II: grupos nos quais os animais foram expostos aos BioMPs de PLA nas concentragoes de 2,5

mg/L e 5 mg/L, respectivamente.
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Figura 17. (A) Atividade da glutationa total, (B) siperéxido dismutase e de (C) ti6is totais no cérebro
de adultos de D. rerio expostos ou nao aos BioMPs de PLA. As barras indicam a média + desvio
padrao dos dados, os quais foram submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (se
paramétricos) ou ao teste de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn’s (se nio-paramétricos), ambos
a 5% de probabilidade. Os sumarios estatisticos sao apresentados na parte superior dos graficos.
Letras mintdsculas diferentes posicionadas acima das barras indicam diferencas significativas entre
0s grupos experimentais. J4 a auséncia de letras indica similaridade estatistica entre os grupos. C:
grupo controle; BP I e BP II: grupos nos quais os animais foram expostos aos BiloMPs de PLA nas

concentracoes de 2,5 mg/L e 5 mg/L, respectivamente.

3.4. Biometria e pigmentacio

No presente estudo, também avaliamos se a exposiciao aos BioMPs de PLA foi capaz de
induzir alteragdes em diferentes pariametros biométrico. Entrentao, nio observamos diferencas
entre as biomassas dos animais dos distintos grupos experimentais (Few= 0,6903; p = 0,5060 -
grafico nio mostrado), tampouco nas medi¢oes corporeas (altura de cabeca, comprimento da
cabeca, altura do pedanculo caudal, altura do dorso e comprimento total) (Tabela 1). Por outro
lado, observamos diferencas significativas no percentual de drea pigmentada entres os grupos
experimentais, sendo os animais nao-expostos aqueles que apresentaram maior drea pigmentada
(D1+D2+V1+V2), quando comparados aqueles expostos aos BioMPs de PLA (Figura 18), o que

sugere, portanto, influéncia dos biopolimeros sobre a pigmentacio corpérea dos animais.
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Tabela 1. Parimetros biométricos corpéreos avaliados em adultos de D. rerio expostos ou nio aos

BioMPs de PLA.

Grupos experimentais” Sumiério
Parametros biométricos POS exp estatistico**
C BP1 BPII
H=0,6774;
Altura da cabeca 0,426 + 0,03 0,428 +0,02 0,421 + 0,02
p=0,7127
H =0,7205;
Comprimento da cabeca 0,654 +0,04 0,660 +0,02 0,662+ 0,06
p =0,6975
F(z,fﬂ): 0,0287,
Altura do pedunculo caudal 0,312+ 0,08 0,310 £ 0,02 0,313 £ 0,02
p=0,0010
H = 0,3462;
Altura do dorso 0,660+ 0,06 0,669 +0,56 0,659 + 0,04
p=0,8411
F(z,.m: 0,1095,
Comprimento total 3,410+ 0,20 3,423+ 0,08 3,396 + 0,23
p = 0,0038

*Os dados numéricos representam a média = desvio padrio dos dados.
**s dados paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA e os nio-paramétricos ao teste de Kruskal Wallis, ambos
a 5% de probabilidade. C: grupo controle; BP I ¢ BP II: grupos nos quais os animais foram expostos aos BioMPs de

PLA nas concentracoes de 2,5 mg/L e 5 mg/L, respectivamente.
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Figura 18. Percentual de drea pigmentada em diferentes faixas de pigmentacio corporea de adultos
de D. rerio expostos ou nao aos BioMPs de PLA. D1: Faixa dorsal 1; D2: Faixa dorsal 2; V1: Faixa
ventral 1 e V2: Faixa ventral 2. As barras indicam a média + desvio padriao dos dados, os quais
foram submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (se paramétricos) ou ao teste de
Kruskal-Wallis, com poés-teste de Dunn’s (se nio-paramétricos), ambos a 5% de probabilidade. Os

sumadrios estatisticos siao apresentados na parte superior dos graficos. Letras minusculas diferentes
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posicionadas acima das barras indicam diferengas significativas entre os grupos experimentais. Jd a
auséncia de letras indica similaridade estatistica entre os grupos. C: grupo controle; BP I ¢ BP 1I:
grupos nos quais os animais foram expostos aos BioMPs de PLA nas concentracoes de 2,5 mg/L e

5 mg/L, respectivamente.

3.5. Qualidade fisico-quimica das 4guas de exposi¢io

Por fim, avaliamos se as alteracoes observadas nos animais tinham influéncia de possiveis
mudancas na qualidade fisico-quimica das dguas de exposi¢io. Conforme pode ser observado na
Tabela 2, nio observamos diferencas entre os grupos para nenhum os parametros avaliados.
Portanto, podemos descartar a hipotese de que os efeitos observados nos D. rerio tenham relagio

direta com alteracoes nestes parametros induzidas pelos poluentes.

Tabela 2 Parametros fisico-quimicos monitorados ao longo do periodo experimental.

Grupos experimentais* Sumario
A estatistico**
Parametros
C BP I BP Il
F(2,45)= 0,2212;
pH 7,066 + 0,1351 7,045 + 0,077 6,968 + 0,0195
p=0,8024
H=0,4235;
Temperatura (°C)  25,61+0,0946  25,49+0,1316 25,53 + 0,0956
p=0,8092
o H=2,949;
Salinidade (%)  0,1938 £ 0,0381 0,1563 + 0,0364 0,1688 + 0,0463
p=0,2289
Oxigénio H=1,249;
) ) 9,974+0,1021  9,877+0,0817 9,917 £ 0,0979
dissolvido (mg/L) p=0,5355

*Os dados numéricos representam a média = desvio padrio dos dados.
**Os dados paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA e os nio-paramétricos ao teste de Kruskal
Wallis, ambos a 5% de probabilidade. C: grupo controle; B I e B II: grupos nos quais os animais foram expostos aos

BioMPs de PLA nas concentracoes de 2,5 mg/L e 5 mg/L, respectivamente.

4. DISCUSSAO

A 1identificagio, caracterizagio e compreensio do potencial (eco)toxicologico dos mais
diversos poluentes e¢/ou contaminantes sio dependentes intimamente de estudos como 0 nosso
(Grossman et al., 2010; Campos et al., 2019; Mesak et al., 2019). O controle das variiveis em
ambiente laboratorial nos proporciona expor e acompanhar os organismos, permitindo-nos avaliar
os 1mpactos diretos e indiretos dos mais varidveis xenobioticos. Através do presente estudo,
confirmamos nossa hipotese iicial, demonstrando que os BioMPs de PLA induzem efeitos
danosos a saide dos animais avaliados. Dentre os resultados descritos no presente estudo, as

alteracoes comportamentais (Figuras 10, 11, 12 e 13), o efeito neurotdxico (inferido pelo aumento
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da AChE - Figura 15) e a nducio de estresse oxidativo observada no cérebro dos animais expostos
aos BioMPs de PLA (Figura 16) constituem os principais. Além disso, observamos, por meio da
quantificacao de acido latico, que os BioMPs de PLA foram absorvidos do melio aquitico e
translocados para diferentes 6rgaos dos animais, incluindo o cérebro (Figura 7).

A partir das avaliacbes comportamentais individuais realizadas, inicialmente, evidenciamos
a mabilidade dos BioMPs de PLLA em induzirem efeitos ansioliticos ou ansiogénicos (Figura 8C),
tampouco comprometimento do sistema locomotor dos animais (Figura 8A - B), aferidos no teste
do campo aberto. Tais resultados sio particularmente importantes, pois nos permite descartar a
hipétese de que a resposta comportamental dos cardumes aos diferentes estimulos subsequentes
tenha sido influenciada por déficits locomotores ou a comportamentos anxiety-like ou ansiolitic-
like dos individuos que os compuseram. Entretanto, resultados diferentes foram relatados
recentemente no estudo de Oliveira et al. (2020), no qual os autores 1dentificaram comportamento
anxiety-like e mudancas locomotoras em larvas de . rerio expostas aos BioMPs de PLA (por 5
dias) nas concentracoes de 3 e 9 mg/l.. Nesse caso, € possivel que a diferenca entre nossos
resultados e aqueles reportados por Oliveira et al. (2020) seja explicada pela maior sensibilidade
das larvas de D. rerio aos poluentes, jiA que uma exposicio 6 vezes mais curta (em relacio a
exposicao dos individuos adultos - 30 dias) foi suficiente para induzir alteracoes comportamentais.

Outro diferencial do nosso estudo, refere-se a avaliacio do impacto dos poluentes sobre o
comportamento dos cardumes de D. rerio, o que - contrariamente - tem sido mais comum em
estudos descritivos relacionados a biologia espécie (Litvak, 1993; Dlugos & Rabin, 2003; Gerlai,
2014). Conforme discutido por Buske & Gerlai (2011), a formacio de cardumes beneficia os
mdividuos de diversas formas, incluindo a otimizacio do forrageio, facilitacao de acesso a parceiros
para reproducio, além de conferir maior protecio aos individuos contra possivels ameacas
predatérias. Nesse sentido, nossos dados evidenciam, pioneiramente, a influéncia dos BioMPs de
MPs sobre o comportamento dos cardumes avaliados, tendo sido fortemente associada as
alteracoes nos diferentes parimetros bioquimicos aferidos no cérebro dos animais. Inicialmente,
observamos que os BioMPs de PLA induziram aumento significativo dos processos de estresse
oxidativo (inferidos pelas concentracoes de TBARS, nitrito e peroxido de hidrogénio - Figura 16,
bem como pelo aumento da atividade antioxidante da SOD - Figura 17), o qual parece ter sido um
mecanismo preponderante para a exibicio diferenciada dos comportamentos avaliados.

Sobre isso, ¢ importante ressaltar que a escassez de estudos envolvendo a exposicio de
peixes aos BioMPs de PLA, assim como a outros biopolimeros, dificulta enormemente a
compara¢io dos nossos dados com aqueles previamente publicados. A toxicidade dos
biopolimeros de PLA, particularmente, tem sido ivestigada por meio de delineamentos
experimentais muito distintos do adotado em nosso estudo, com foco especialmente em
microorganismos e plantas. Esse € o caso, por exemplo, do trabalho de Zimmermann et al. (2019),

no qual os autores evidenciaram alta toxicidade basal do PLA em Alivibrio fischeri (bactéria
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bioluminescente), avaliada por meio do ensaio Microtox®. Em Allium cepa, foi observado que o
PLA causou diminuicio no indice mitético, além de ter induzido a formaciao de diversos tipos de
anormalidades cromossomicas (Souza et al., 2013), indicando possivel efeito genotoxico desses
biopolimeros. Além disso, Zhang et al. (2019) mostraram que particulas de PLLA emitidas por
mpressoras 3D, quando 1naladas, induzem morte celular, estresse oxidativo e respostas
mflamatoérias em camundongos, o que pode levar a diversos disttirbios organicos.

Por outro lado, nossos dados siao similares aqueles reportados em estudos envolvendo
diferentes tipos de MPs convencionais. O aumento dos processos de estresse oxidativo (com
consequente desequilibrio REDOX) ja fo1 associado, por exemplo, a diferentes alteracoes em
peixes expostos aos MPs convencionais [Oliveira et al. (2013) (Pomatoschistus microps), Barboza
et al. (2018) (em Dicentrarchus labrax), Limonta et al. (2019) (em D. rerio), Espinosa et al. (2019)
(também em Dicentrarchus labrax), Qiao et al. (2019) (em D. rerio) e Xia et al. (2020) (em Cyprinus
carpio). Embora os mecanismos de acao dos MPs que explicam esses achados possam ser distintos
(dependendo do modelo animal avaliado, tipo de MP, periodo de exposicio, etc.), estes estudos
tém sugerido que o aumento do estresse oxidativo esteja relacionado a mternalizagio celular das
particulas e a subsequente alteracio na integridade das membranas mitocondriais ou, ainda, a
supressio das defesas antioxidantes causada pelos MPs (Alomar et al., 2017, Gabriel et al., 2018).
Em nosso estudo, o fato da atividade antioxidante da glutationa total e ti61s totais (Figura 17) nao
ter sido proporcional ao aumento do estresse oxidativo ja constituiria um indicio de efeito negativo
dos BioMPs de PLA.

Em relacio a atividade da AChE (a qual € responsavel pela hidrolise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas - Aratdjo, Santos & Gonsalves, 2016), nossos dados
sugerem efeito estimulatorio causado pelos BioMPs de PLA (Figura F15). Contrariamente a
estudos que relataram a imibicio da AChE em peixes expostos aos MPs (Oliveira et al., 2013, Sa,
Luis & Guilhermino, 2015, Ferreira et al., 2016); comungamos da hipotese proposta por Gabriel
et al. (2020) e Estrela et al. (2021), na qual o aumento da AChE nos animais expostos aos MPs
estaria relacionado a possivel ruptura de vesiculas pré-sinipticas contendo acetilcolina, imnduzida
pela peroxidac¢ao lipidica. Nesse caso, a liberacio do neurotransmissor nas fendas sindpticas
colinérgicas e superestimulacio dos receptores pos-sindpticos seriam eventos consequentes da
ruptura dessas vesiculas.

Particularmente, em nosso estudo, esses dados foram associados ao desequilibrio RODOX
observado nos animais dos grupos BP I e II, bem como as suas respostas aos testes
comportamentais aos quais foram submetidos. A menor interacio dos peixes expostos aos
poluentes com suas imagens refletidas no espelho (Figura 10) e com o heteroespecifico introduzido
no aquario [P. reticula (nao-reprador)] (Figura 11) sugere que os mecanismos que regulam o
comportamento social desses animais foram afetados direta ou indiretamente pelos BioMPs de

PLA. Nesse caso, é possivel que o processamento das imagens refletidas no espelho, pelos animais,
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o qual envolve, sabidamente, neuroénios no prosencéfalo (Neri, 2012; Stednitz et al. 2018) e do
telecencéfalo ventral (Shinozuka & Watanabe, 2004), possa ter sido afetado pelo aumento do
estresse oxidativo, tendo a AChE um papel importante na mediacao das informag¢des neuronais.
Além disso, a baixa interacio dos animais expostos aos bioplasticos com o P. Reticulata (Figura
11C) pode ser interpretada como o reconhecimento do nio-predador como uma potencial ameaca,
diferentemente do que ocorreu nos animais do grupo controle. Nestes tiltimos, a maior interacio
com o peixe Intruso pode representar um comportamento exploratorio (pré-territorialista) tipico
de cardumes de D. rerio, quando confrontados com individuos heteroespecificos nio-predadores
(Engeszer et al., 2007).

Alternativamente, nao podemos descartar a hipotese de que a alteracao na atividade
colinérgica (inferida pelo aumento da atividade da AChE) tenha influenciado o comportamento
social dos animais expostos aos poluentes. Nesse caso, tal aumento pode ter sido decorrente de um
efeito hormético em resposta a uma condicio de estresse desencadeada pelas imagens refletidas no
espelho e pelo P. reticulata (nio observada nos animais do grupo controle), conforme também
observado por Gambardella et al. (2017), ao estudarem crusticeos planctonicos expostos a MPs de
poliestireno. No entanto, € preciso reconhecer que estudos futuros sao imprescindiveis para melhor
compreensio de como os BioMPs de PLA e os MPs convencionais afetam o comportamento social
de peixes. Isso é ainda mais necessario, ao consideramos que nosso know-how atual é insuficiente
para o completo entendimento sobre a forma e a funcio dos circuitos subjacentes a maioria dos
comportamentos socials nos ). rerro. Somado a 1sso, devemos considerar a dificuldade de
estudarmos os comportamentos sociais, por sua propria natureza, pois o estimulo desencadeador
¢ outro animal, cujo comportamento pode ser muito variado (Engeszer et al., 2007).

Nossos dados também sio sugestivos de que a resposta defensiva antipredatoria exibida
pelos cardumes dos animais expostos aos BioMPs de PLLA, também tenha sido influenciada pelo
aumento dos processos de estresse oxidativo e pela alteracao colinérgica relatada anteriormente.
Entretanto, as estratégias de defesa dos cardumes parecem ter sido estimulo-especificas,
representando a plasticidade cerebral dos animais para lidarem com as situacoes de potencial
perigo, em um contexto de poluicio. Tal plasticidade fica evidente, especialmente quando
analisamos as distintas respostas apresentadas pelos animais quando confrontados com um
potencial predador terrestre e aquético. Enquanto a reducio da coesio dos cardumes fori a estratégia
defensiva antipredatéria exibida pelos animais do grupo controle quando confrontados com o
predador terrestre; a coesio fol observada nos animais expostos a maior concentracao dos BioMPs
de PLA (sem efeito concentracio-dependente, Figura 13). Por outro lado, quando confrontados
com um predador aquatico (O. niloticus) os animais expostos ao poluente permaneceram mais
proximos a superficie d’dgua, apresentaram menor agregacio; porém, menor distincia entre os

cardumes e o potencial predador (Figura 13B), diferentemente dos animais do grupo controle.
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Obviamente, é incipiente propormos uma explicacio com fundamentos neuroldgicos mais
aprofundados para esses resultados, ja que sao necessarios mais estudos envolvendo avaliacoes das
estruturas e circuitos/substratos neurais afetados pelos poluentes. Além disso, a “eficiéncia” das
diferentes estratégias defensivas apresentadas pelos distintos grupos também ¢é um interessante
ponto de partida para pesquisas futuras. No entanto, jd fo1 demonstrado que o reconhecimento do
risco de predacao pelos D. rerio envolve circuitos neurais do eixo hipotalamo-pituitiria-interrrenal,
o qual medeia o sistema de estresse nesses animais (Alsop & Vijayan, 2008; Alderman & Bernier,
2009; Alsop & Vijayan, 2009). Nesse caso, pode-se esperar que alguma modificacio, induzida pelos
BioMPs de PLA, tenha ocorrido, culminando na percepcao diferenciada dos animais aos estimulos
oferecidos e, consequentemente, na deflagracio de respostas antipredatérias distintas entre os
grupos experimentais. E possivel, por exemplo, que o aumento das reacoes de estresse oxidativo e
da AChE tenham induzido alteracdoes em vias bioquimicas de importiancia neuromodulatéria do
estresse nos 1. rerio, as quais perpassam pela sintese e liberagiio de diferentes hormonicos (e.g.:
hormonio liberador de corticotropina, horménio adrenocorticotropico e cortisol) interligados
numa cascata de eventos neuroendécrinos que medelam o comportamental dos animais. Assim, o
mmpacto dos tratamentos nos niveis desses horménios pode, por si s0, ter sido preponderante para
a deflagracio de diferentes respostas antipredatorias, devendo essa hipétese ser testada
futuramente.

Por fim, nos chama a atenc¢ao a despigmentac¢ao epidermal observada nos D. rerio expostos
aos BioMPs de PLA, quando comparados aos nao-expostos (Figura 18), o que constitui um achado
ploneiro na literatura. Logo, € incipiente também propormos as bases fisiologicas que explicam os
dados obtidos. Contudo, os estudos de McMenamin et al. (2014) e Guillot et al. (2016), ao
demonstrarem a rela¢ao de dependéncia entre o processo de melanogénese em D. rerio e os
horménios tireoidianos, suscitam a hipétese de que despigmentacao observada nos animais que
estudamos seja mais uma consequéncia danosa dos BioMPs de PLA sobre o sistema endécrino
dos individuos, conforme também sugerido recentemente por Zhao et al. (2020). A interferéncia
negativa do aumento do estresse oxidativo, por exemplo, nas funcoes tireoidianas ja foi
demonstrada em diferentes estudos, incluindo D. rerio (Ahmad et al., 2016) e outros sistemas
modelos (Karbownik et al., 2003; Mancini et al., 2016; Teixeira et al., 2019; Chainy & Sahoo, 2020),
o que reforca nossa hipotese.

Alternativamente, é concebivel que o microatrito constante entre a pele dos animais e os
bioplasticos dispersos na coluna d’dgua tenha causado microlesoes suficientes para induzir a morte
dos melanéforos e, consequentemente, causado um empalidecimento nos animais. Além disso, ¢
plausivel atribuir a causa desse efeito a propriedade reflectante dos bioplasticos estudados, que ao
refletirem a radiacio luminosa no ambiente subaqudtico podem interferir negativamente no
processo melanogénico, seja ocasionando a morte dos melanéforos ou afetando os processos de

diferenciacio celular (especialmente pelo aumento da incidéncia de radiagao UV). Estudos prévios
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que demonstram que a distribui¢io de melanéforos melanizados ¢é afetada por diferentes fatores
(tais como intensidade luminosa, permitindo que os animais parecam mais claros ou mais escuros
para camuflagem, termorregulacio e radiacio UV (Thibaudeau & Altig, 2012; Franco-Belussi et
al., 2020), reforcam essa presuncio. Entretanto, é imperativo que investigacoes futuras mais

detalhadas sejam conduzidas para explorar melhor essa ideia.

5. CONCLUSOES

Em conclusio, nosso estudo confirma a hipétese de que os BioMPs de PLA podem se
acumular em adultos de D). Rerio, ocasionar alteracoes bioquimicas preditivas de desequilibrio
REDOX, elicitar respostas comportamentais sociais e antipredatérias diferenciadas (em relagiao ao
grupo controle), bem como despigmentacio epidermal avaliada nos animais. Os efeitos dos
poluentes sobre as respostas defensivas antipredatorias dos cardumes, em particular, mostraram-se
ser dependentes do estimulo predatorio ofertado, cujas estratégias defensivas observadas foram
distintas entre os grupos experimentais, cuja base neural deve ser melhor mvestigada em outros
estudos. Logo, nosso estudo nao apenas identifica pioneiramente alguns impactos dos BioMPs de
PLA sobre uma espécie dulcicola, como também sugere que as consequéncias do acimulo dos
biomateriais podem desencadear alteracoes/mudancas/adaptacoes fisiologicas distintas entre os
grupos experimentais estudados.

No entanto, nao sendo exaustivo, o presente estudo abre perspectivas para a conducio de
novas investigacoes para a melhor compreensio dos mecanismos de aciao dos BioMPs de PLA
sobre a neurofisiologia dos animais estudados e seus impactos em nivel de individuo e de
populacdes. Questiona-se, por exemplo, se resultados similares seriam observados em exposicoes
mais curtas aos poluentes e/ou em concentracoes ainda menores. Os efeitos dos bioplasticos
estudados seriam sexo - e idade - dependentes ou similares em outras espécies de peixes dulcicolas?
Além disso, as alteracoes observadas seriam reversivels em um contexto de cessamento da polui¢io
aquatica? Se sim, qual seria o tempo necessario para ocorrer a depuracio dos animais? Portanto,
somadas aos dados obtidos em nosso estudo, as respostas a essas questdes serao muito Utels para
que possamos avaliar a magnitude e o real impacto da poluicio aquatica por BioMPs de PLA (i.e.:
sua seguranca ecotoxicologica), assim como avaliar o quio essas particulas sertam nocivas a biota

aquadtica e, portanto, potenciais substitutas dos MPs convencionais.
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