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RESUMO

Microplasticos (MPs) séo particulas com tamanho entre 5 - 1 mm, considerados
poluentes emergentes e presentes no mundo todo. Em virtude do seu tamanho eles
apresentam o0 potencial de atingir varios niveis da cadeia alimentar. Peixes e
macroinvertebrados bentdnicos estdo suscetiveis a essa exposi¢cdo e poucos dados
na literatura relevam os efeitos adversos de MPs em organismos de agua doce. O
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial ecotoxicolégico de MPs de polietileno (PE
MPs) em duas espécies aquaticas, o0 peixe Danio rerio ou zebrafish, e o caramujo
bentdnico de dgua doce Biomphalaria glabrata. Em zebrafish a toxicidade foi avaliada
por meio do ensaio de embriotoxicidade, pelo ensaio de depuragdo dessas
microparticulas em juvenis e em adultos, por meio de ensaios de genotoxicidade,
citotoxicidade, histologia e marcadores bioquimicos em exposi¢cdes de 96 horas e 28
dias, com um periodo de recuperacao de 14 dias. Em caramujos adultos de B. glabrata
foi investigado a alteracdo de marcadores bioquimicos em uma exposi¢cao aguda de
96 horas e em um ensaio de recuperacdo de 49 dias. Além disso, verificou-se o
potencial de depuracdo de MPs em juvenis e adultos de B. glabrata, ap0s a exposicao
aguda. A caracterizacdo dos PE MPs por microscopia eletrdnica de varredura e
analise em programa FijiJ, que mostraram particulas esféricas, com média de 59 *
3,84 um de didmetro. Em peixes, ndo foram observadas alteragdes significativas em
embrides pelo ensaio de embriotoxicidade e o ensaio de depuragdo em juvenis
mostrou que no 12° dia de recuperacao eles eliminaram todas as MPs. Ja nos adultos,
na exposicdo aguda, houve uma inibicdo da amobnia téxica em todos 0s grupos
expostos quando comparados ao controle agua, a diminuicéo foi nove vezes menor
no grupo de 100 mg.L?. Isso foi confirmado na exposicédo crénica, tanto para MPs
quanto para o dispersante Tween 80 %. No ensaio de recuperacao, a inibicdo de
amoOnia toxica deixa de ser significativa nos aquarios que continham Tween 80 % apos
8 dias. Nos aquarios com MPs somente apos 14 dias percebe-se que essa diminui¢céo
deixa de ser estatisticamente significativa. As analises histoldégicas mostraram que os
MPs se acumularam no liamen intestinal, mas ndo em outros 6rgaos. Nao foi
observado genotoxicidade nos ensaios do cometa, nos ensaios de micronucleos e de
citotoxicidade, por anomalias nucleares na exposicdo aguda. Houve diminuicéo
significativa na atividade de acetilcolinesterase (AChE) tanto nos ensaios agudo e

cronico em amostras da cabeca e no ensaio de recuperacao a diminuicdo ocorreu nas



amostras da cauda. A atividade de glutationa-S-transferase (GST) teve aumento
significativo nos ensaios agudo, cronico e de recuperacao; e, na atividade de lactato
desidrogenase (LDH) teve diminuigdo estatisticamente significativo na exposi¢cao
cronica. Verifica-se que esses PE MPs esféricos com 59 um de didmetro, causaram
estresse oxidativo em zebrafish, mas néo o suficiente para causar genotoxicidade.
Além disso, a capacidade de depuracdo em juvenis de zebrafish foi significantemente
rapida, em torno de 15 dias, os MPs se acumularam no limen do intestino, e apesar
disso, 14 dias de recuperacédo nao foram o suficiente para que eles se recuperassem
totalmente do estresse oxidativo. Nos caramujos adultos de B. glabrata ndo foram
observados valores estatisticamente significativos na concentracéo total de proteinas,
na concentracao de glicose, na atividade de LDH e AChE. Entretanto, houve uma
diminuicdo significativa na atividade de GST. Na analise de depuracdo, 0s juvenis
levaram 20 dias para eliminar totalmente os MPs e os adultos ndo conseguiram
eliminar todas as particulas no total de 49 dias de recuperacdo em agua mole sintética.
Ademais, as andlises em juvenis e adultos mostraram que os MPs também se
concentraram principalmente no estdmago e no intestino desses caramujos. Nesses
animais, esses MPs também causaram estresse oxidativo, porém, apenas em um
marcador, 0 que revela que os caramujos B. glabrata sdo mais resistentes do que
zebrafish a esses PE MPs. Com relagcédo a depuracgéo, 0s juvenis se mostraram mais
eficientes na eliminacédo de MPs do que caramujos adultos. Em concluséo, os efeitos
toxicologicos de PE MPs dependem da espécie ao qual estdo sendo expostos, da

concentracdo e do tempo de exposicao.
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ABSTRACT

Microplastics (MPs) are classified as particles with size between 5 - 1 mm. They
are considered as emerging pollutants, which have been found at worldwide. Due to
their small size, they have the potential to reach different levels of the food chain. Fish
and benthic macroinvertebrates are susceptible to exposures to MPs, and there is a
lack of data in the literature revealing the adverse effects of such microparticle on
freshwater organisms. The purposes of this work were to carry out bioassays to
investigate the toxicity of polyethylene microplastics using different endpoints in two
aquatic species as Danio rerio (zebrafish), and in the freshwater benthic snalil
Biomphalaria glabrata. In zebrafish, the toxicity was evaluated through fish
embryotoxicity test, following by the clearance test in juveniles and in adults, using the
endpoints of genotoxicity, cytotoxicity, histology, and biochemical marker after
exposures of 96 hours (acute test), and 28 days (chronic test), following a 14-day
recovery — clearance test. In adults of B. glabrata, the biochemical markers were
investigated in a 96-hour acute exposure test, and after 49-day recovery test. In
addition, the capability for clearance of such MPs in juveniles and adults of B. glabrata
were verified. The characterization of polyethylene microplastics was performed by
scanning eléctron microscopy, analyzed with Fiji J software showing spherical
particles, with an average of 59 + 3.84 um (SD) in diameter. In zebrafish, no significant
embryotoxicity were observed, and the clearance test in juveniles showed that after 12
days in clean water the MPs were completely eliminated. In zebrafish adults, the acute
exposures showed significative inhibition of toxic ammonia in all exposed groups when
compared to the controls, and this inhibition was nine times down in the 100 mg.L?
group. This was confirmed in the chronic exposure test, with significant p-values for
microplastic exposures as well as exposures to Tween 80% dispersant. In the recovery
test, the inhibition of toxic ammonia was not significative for Tween after 8 days. For
microplastics, after 14 days, there decrease was no longer statistically significant. The
histological analyzes showed that MPs accumulate in the intestinal lumen, but not in
other organs. The acute exposure test showed no genotoxicity through comet tests
and micronucleus tests, and no cytotoxicity for nuclear abnormalities. The AChE
activity was significantly decreased in the acute and chronic tests in the samples from
head. In the recovery test, this decrease occurred only in the tail samples. The GST



activity was significantly increased in acute, chronic and recovery tests. The LDH
activity was statistically significant in the chronic exposure. In adult snails of B.
glabrata, no statistically significant values were observed for total protein
concentration, glucose concentration, LDH and AChE activity; however, the GST
activities were decreased. In the recovery test, with the juvenile snails, the total
clearance occurred in about 20 days, while for the adults was in around of 49 days.
Furthermore, analyzes in juveniles and adults showed that MPs are concentrated
mainly in the stomach and intestine of these snails. These spherical polyethylene
microplastics, measuring 59 um in diameter in average, caused oxidative stress in
zebrafish, but not enough to cause genotoxicity. In addition, the clearance in zebrafish
juveniles was significantly faster, around 15 days. The MPs were slowly eliminated
from the lumen of the intestine, and the 14 days of recovery period was not enough to
recover from the oxidative stress caused before. In snails, these MPs caused oxidative
stress as well, but it was observed in only one marker, revealing that B. glabrata was
more resistant than zebrafish to these polyethylene microplastics. Regarding the
depuration test, the juvenile snails were more efficient in eliminating MPs than adults.
In conclusion, the toxicological effects of polyethylene microplastics depend on the
species to which they are exposed, the exposure-concentrations, and the exposure-

time.

Keywords: aquatic ecotoxicology; microplastics; zebrafish; Biomphalaria glabrata;

oxidative stress; genotoxicity.
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1. Introducéo

Os materiais plasticos possuem uma alta versatilidade, e por isso, estdo em
todos os setores da industria e no nosso cotidiano (ABIPLAST, 2021), o que acaba
facilitando a sua presenca em diferentes habitats, o que faz com que ele seja um
poluente emergente. Quando descartados de forma irregular eles alcangcam lagos, rios
e oceanos (WANG et al. 2022).

Em virtude da sua densidade, alta ou baixa, eles podem estar na coluna
d’agua, na superficie ou ainda no fundo (LEBRETON et al. 2017), e desta forma eles
estdo disponiveis para organismos de diferentes niveis tréficos, podendo agir como
nova estratégia alimentar, se bioacumulando (MILLER; KROON, 2020), ou mesmo,
sendo usados como substrato para que espécies exdticas e invasoras atinjam outros
ambientes (NOAA MARINE DEBRIS PROGRAM, 2017).

Na natureza eles acabam sofrendo a acao de fatores fisicos e quimicos, como
a luz solar, radiacdo UV e chuva (MANUEL et al. 2022; BADEA; BALAS,
DINISCHIOTU, 2023), e assim, eles se fragmentam atingindo variados tamanhos,
sendo classificados como microplasticos (MPs), nanoplasticos (NPs) de acordo com
0 seu diametro.

Os MPs séo definidos como plésticos menores que 5 mm (< 5 mm) (UNITED
NATIONS ENVIRONMENTAL PROGRAMME, 2016; FRIAS; NASH, 2019; BADEA;
BALAS; DINISCHIOTU, 2023) e estdo distribuidos no solo, em ambientes de agua
doce ou marinha (XU et al. 2020a). Eles podem adsorver poluentes organicos, metais,
horménios, antibioticos, antidepressivos, agrotoxicos (LI; ZHANG; YU et al. 2018;
ZHANG, 2018; WU et al. 2023) e afetar a saude humana por meio de processos de
biomagnificacédo ou via ingestao direta (YAN et al. 2022).

Muitos estudos relatam a ocorréncia de MPs em organismos marinhos,
sobretudo naqueles usados na alimentagdo humana como ostras e mexilhdes
(EXPOSITO et al., 2022; BOSKOVIC; JOKSIMOVIC; BAJT, 2023; MANOLAKI et al.
2023), e aqueles que servem como base de cadeia alimentar, como zooplanctons
(COLE et al. 2013; AMIN et al. 2020; ZAVALA-ALARCON et al. 2023).

Em peixes a bibliografia é grande, todavia, percebe-se que poucos trabalhos
realizam ensaios com diferentes tempos de exposicdo, ou com periodo de

recuperacdo. Em invertebrados a diferenca é clara, poucos estudos relatam os efeitos
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negativos de MPs em macroinvertebrados benténicos (REDONDO-HASSELERHARM
et al. 2020), sobretudo, em estudos de ecotoxicidade em laboratorio, pois a maioria
ainda realiza a coleta de amostras em campo para a identificacdo de MPs
(RODRIGUES; SALLA; ROCHA, 2023). Neste contexto, a realizagdo de ensaios de
ecotoxicidade em peixes e invertebrados de agua doce se fazem necessarios pois
dados sobre ecotoxicidade de plasticos nesses organismos ainda sao limitados
(WAGNER et a. 2014).
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CAPITULO | — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2. Plastico

O plastico € um polimero organico derivado da polimerizacdo de monémeros
que podem ser extraidos tanto do petroleo quanto do gas natural. A producdo do
plastico em larga escala comegou por volta de 1940 (COLE et al. 2011), e desde entdo
ele se tornou um grave problema ambiental, sobretudo no ambiente aquatico.

A origem do plastico que se conhece atualmente ocorreu em 1909 com Leo
Hendrik Baekeland, um quimico belga que produziu uma resina sintética a prova de
calor e com grande capacidade isolante elétrica, o polioxibenzimetilenglicolanidrido,
também conhecido como baquelite, resina termofixa obtida do fenol e do formaldeido,
esse foi considerado o primeiro polimero artificial (PARENTE, 2006; LOUREIRO,
2021). Atualmente, os plasticos sdo derivados da nafta, subproduto do petréleo
(ABIPLAST, 2017).

Os polimeros podem ser de origem natural, como a seda e a celulose, ou
sintética, como os termoplasticos ou plasticos, termofixos, borrachas e fibras. O
plastico é definido como uma classe de polimeros organicos sintéticos que passam
para o estado plastico quando submetidos a elevadas temperaturas e presséao, de
forma isolada ou em conjunto (LETRAS, 2008). Em virtude do comportamento térmico
destes polimeros durante o seu processamento eles podem ser classificados em:
termoplasticos ou plasticos, os que amolecem quando aguecidos e podem passar por
esse processo inuUmeras vezes; e o0s termofixos ou termorrigidos, que nao séo
facilmente moldaveis por aquecimento. Desta forma, os termofixos tendem a ser mais
rigidos que os termoplasticos (DIAS, 2016).

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria do Plastico (ABIPLAST) (2021),
em 2020 foram produzidos no mundo cerca de 367 milhdes de toneladas de resinas
plasticas, o que inclui: termoplasticos, termofixos, poliuretanos, elastomeros,
adesivos, revestimento e outro; e 373 milhdes de toneladas transformados em
plasticos. Desse numero, o Brasil detém 2 % das resinas e 1,9 % da transformacao
plastica. Além disso, estima-se que até 2050 a producdo mundial de residuos plasticos
atinja a marca de 1,1 bilhdo de toneladas, sendo que até o ano de 2017 a producao
foi de cerca de 7 bilhdes de toneladas de residuos (GEYER, 2020).
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No Brasil, os dados mostram que os plasticos mais consumidos em 2020 foram
o polipropileno (PP — 20,1 %) e os polietilenos de alta densidade (PEAD — 12,5 %), de
baixa densidade (PEBD — 8%) e o linear de baixa densidade (PEBDL — 12,3 %), sendo
o PET (polietileno tereflatlato) o mais reciclado p6s-consumo nesse mesmo ano, 53,5
%, e 0 menos reciclado o PEBD/PEBDL com apenas 10,1 % (ABIPLAST, 2021).

Neste contexto, as embalagens plasticas podem ser classificadas de acordo
com o tipo de material plastico, a figura 1 ilustra os tipos (ABIPLAST, 2018; SOUSA;
BARATA, LINHARES, 2020).
1- PET: Polietileno Tereftalato

Muito reciclavel. Ex.: Embalagens de agua,
alimentos e produtos de limpeza.

%
4*

¢

2 - PEAD: Polietilenc de Alta Densidade
Muito reciclavel. Ex.: Embalagens de produtos quimicos
e alimentos, brinquedos, caixas d'dgua, tubos.

A
Qo

3 - PVC: Policloreto de Vinila
Menos reciclavel. Ex.. Galochas, tubos, conexdes, esquadrias,
pisos, bolsas e roupas de couro sintético, adesivos, tintas.

.
3T

4 - PEBD: Polietileno de Baixa Densidade
Reciclavel. Ex.: Filmes, laminados, embalagens de alimentos,
brinquedos, fitas isolantes.

¢

5 - PP: Polipropileno
Reciclavel. Ex.: Pegas automotivas, brinquedos do tipo
lego, cadeiras escolares, carpetes, material hospitalar.

s 0%
Qo

)
®

¢

6 - PS: Poliestireno e EPS - Poliestireno Expandido
Mao reciclavel. Ex.; Material acrilico e isopor.

e
Qo

7 - Outros.
EVA: Etileno Acetato de Vinila. De dificil reciclagem.

PLA: Acido Poliatico. E biodegradével.

Figura 1. Tipos de embalagens plasticas de acordo com o tipo de plastico.
Fonte: (AUTORIA PROPRIA, 2023).

%
Ly

Em 2019 foi divulgado que o Brasil ocupa a quarta posicdo em geracao de
residuos pléasticos, ficando atras dos Estados Unidos da América (EUA), China e india
(WWF, 2019). Com isso, com base na Lei Federal n® 12.305 de 2010, que institui a
politica nacional de residuos solidos (BRASIL, 2010), muitos Estados brasileiros estao
proibindo o uso e distribuicdo de sacolas plasticas gratuitas em supermercados, como

forma de diminuir os impactos gerados por este poluente.
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Isso traz a tona a problematica ambiental do plastico, pois a versatilidade
desses materiais permite que eles estejam em diferentes setores como na construcao
civil, na medicina e na industria alimenticia (ABIPLAST, 2021). Logo, 0 consumo
desenfreado desses produtos ocasiona danos ambientais irreparaveis e
imensuraveis, pois quando no ambiente, expostos a fatores fisicos e quimicos, eles
podem se fragmentar e se transformar em pellets, fibras, filmes, esferas, micro ou
nanoparticulas plasticas (COLE et. al., 2011), o que facilita a sua ingestdo por
organismos aquaticos e terrestres, e consequentemente, a sua presenca em
diferentes niveis tréficos.

Dentre os produtos plasticos, para MPs, Frias e Nash (2019) propuseram um
consenso quanto a sua definicdo “quaisquer particulas sélidas sintéticas ou de matriz
polimérica, com forma regular ou irregular, com tamanho variando entre 1 um a 5 mm,
de qualquer origem de fabricagao e que sejam insoluveis em agua”. Em 2020, a norma
ISO/TR 21960 definiu os MPs como quaisquer particulas plasticas sdlidas insoluveis
em agua com dimensdes entre 1 um e 1000 pm. Isso significa que a literatura
apresenta diferentes formas de classificagcdo dos MPs em virtude do seu tamanho ou
diametro, o que algumas vezes foge das dimensdes adotadas para o padrdo de
milimetro, micrometro e nanémetro.

Com relacéo as dimensdes dos materiais plasticos, os NPs séo particulas com
1 e 100 nm (BADEA; BALAS; DINISCHIOTU, 2023), o pellet virgem refere-se ao
material plastico que foi recém produzido pela industria e é destinado a producéo de
itens plasticos, ele também é conhecido como granulos ou nibs (FISNER, 2012;
BADEA; BALAS; DINISCHIOTU, 2023).

2.1 Plastico e meio ambiente

O plastico é um poluente emergente e onipresente de magnitude mundial
(MONTAGNER et al. 2021; FREIRE et al. 2023), eles estao presentes na agua, no ar
e no solo, nas plantas e nos humanos (AMELIA et al. 2021), e por isso, eles
representam um risco a vida dos organismos (WEBB et al. 2013). No ambiente eles
podem levar até 100 anos para se degradar totalmente (CHAMAS et al. 2020), sendo
que isso pode variar dependendo do ambiente ao qual séo expostos.

Chamas e colaboradores (2020) usaram a taxa de degradacdo de superficie

especifica (SSDRs) para extrapolar meia-vidas de diferentes materiais plasticos e em
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diferentes ambientes, e mostraram que 0 mesmo tipo de plastico, tal como os PEAD,
podem ter diferentes taxas de degradacdo em diferentes ambientes de exposicéo, ou
seja, uma garrafa PEAD tem meia-vida estimada em 58 anos e de 1200 anos quando
na forma de tubo, ja o acido polilatico (PLA) em terra se degrada 20 vezes mais rapido
do que no ambiente marinho.

Os plasticos podem também sofrer com a acdo de microrganismos que
participam do seu processo de degradacdo, mas caracteristicas como uma alta massa
molar média e hidrofobicidade dificultam a acao deles sob o plastico, o que faz com
gue ele possa ter um tempo de vida ainda mais elevado do que o esperado
(FRANCHETTI; MARCONATO, 2006). Eles também sofrem com a ac&o quimica ou
biolégica, tais como radiacdo, luz solar, chuva, acdo de compostos quimicos
biodisponibilizados, ou mesmo a acdo mecanica do homem, de animais, ou de
microrganismos. Isso promove a reducdo do material plastico, se transformando em
micro ou NPs (MANUEL et al. 2022).

O uso de materiais plasticos esta inserido no nosso contexto diario, eles estdo
nas cerdas de escovas de dentes e vassouras, em roupas como fibras de tecido
poliamida (nylon), em embalagens para industria alimenticia (isopor, filme PVC),
médica e na construcao civil (caixas d’agua, conectores e tubos, isolantes térmicos)
etc. (ABIPLAST, 2021).

Outro problema para o qual muitos ndo se atentam € para o uso de MPs durante
o festejo de Carnaval, em forma de purpurina e glitter. O glitter € um poliéster feito de
polietileno terefltalato (PET), insoliveis em agua, revestidas por metal, aluminio, para
obter refletividade. De forma geral sdo classificados como MPs em virtude do seu
tamanho < 5 mm (YURTSEVER, 2019). Eles também s&o usados em produtos de
beleza, maquiagem, Oleos de corpos, esfoliantes corporais e faciais, brilho labial,
esmaltes. Isso acaba refletindo na forte presenca desse tipo de plastico em 4guas de
estacOes de tratamento de esgoto (XU et al. 2020a), sobretudo em paises onde o
saneamento basico ndo atende a real demanda local.

Em 2020 (PORTALCORREIO), a Companhia de Agua e Esgotos da Paraiba
(CAGEPA) alertou para o uso do glitter durante o Carnaval, tendo em vista que em
virtude do seu tamanho, os MPs néo séo filtrados pelas Esta¢gOes de Tratamento de
Esgoto (ETE), com isso, o efluente acaba sendo uma fonte rica de MPs.

Dessa forma, tanto de forma indireta quando direta, os MPs atingem o homem.

Pois, alguns estudos j& identificaram a presenca de plasticos nos pulmdes (AMATO-
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LOURENCO et al. 2021) e mesmo na placenta de humanos (RAGUSA et al. 2021;
ZHU et al. 2023). E em criancas, ainda faltam estudos que quantifiguem o quanto elas
estdo expostas a esses poluentes, NPs e MPs, nas escolas (SRIPADA et al. 2022).

Como consequéncia desse derrame desenfreado de plasticos no ambiente, em
2001 Moore e colaboradores descobriram uma extensa area no Giro do Pacifico Norte
que contém residuos de plastico acumulados. A concentracdo de plasticos
encontrados foi seis vezes maior a de planctons coletados na mesma area. Eles
também estdo presentes na zona pelagica, em praias, e em zona e sedimentos
costeiros. Esse dado alertou a comunidade cientifica para a probleméatica que envolve
o consumo demasiado de plastico e, sobretudo, o seu destino final IMHOF et al. 2013;
MCCORMICK et al. 2014).

Os giros oceanicos séo resultados de correntes formadas pelo vento e que por
conta do movimento de rotacdo da Terra, sdo no sentido horario no hemisfério norte,
e no anti-horario no hemisfério sul, eles ocorrem no Pacifico, no Atlantico e no Oceano
indico (MENDES; SOARES-GOMES, 2007). Assim como ocorre no giro do Pacifico
Norte, no giro subtropical do Atlantico Norte também foi detectado a presenca de
residuos plasticos (LAW et al. 2010), e nas aguas e em organismos do Pacifico Leste
e nas llhas Galapagos (ALFARO-NUNEZ et al. 2021).

A distribuicéo global dos MPs ja atingiu os mares do Continente Antartico. MPs
foram encontrados tanto em aguas superficiais como em sedimentos nas aguas
ocednicas da Baia do Almirantado onde se localizam as Esta¢fes de Pesquisa Machu
Picchu (Peru), Comandante Ferraz (Brasil) e Henryk Arctowski (Polonia). Suspeita-se
gue essas contaminacdes sejam provenientes dessas bases de pesquisa, além do
descarte de navios (WALLER et al. 2017).

No Brasil, um estudo realizado em rios e em uma baia adjacente identificou
44,6 MPs/m3 em regides de pluma, em época de alta precipitacéo, e 4,0 MPs/m3 em
periodos de baixa precipitacdo. Eles confirmaram ainda que, o transporte de MPs do
rio para o ambiente costeiro € influenciado pela variacao temporal (LIMA et al. 2023).

Drabinski e colaboradores (2023), coletaram amostras ao longo de trés rios no
estado do Rio de Janeiro — RJ, e identificaram plasticos em todas as amostras, sendo
predominante amostras do tipo fibra (67,3 %), quanto ao tipo de polimero os de PE,
fibras de poliéster e polietileno de alta densidade (PEAD) corresponderam a 50 % dos
identificados. Além disso, eles mostraram que a concentracdo de MPs esta

relacionada ao nivel de urbanizacao.
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Em uma reviséo sistematica, pesquisadores constataram que apenas 16 % dos
estudos na América Latina correspondem a identificacdo de MPs em agua doce e 59
% se referem ao ambiente marinho (FERNANDES et al. 2022). Isso acaba refletindo
na defasagem de pesquisas no ambiente de dgua doce, sendo que esse ambiente
muitas vezes funciona como reservatério de materiais plasticos (ALMEIDA et al.,
2023), e nos traz ainda, um alerta para que associacdes dos efeitos toxicos de MPs
sejam feitas em todos os elementos desse cenario (BADEA; BALAS, DINISCHIOTU,
2023).

A vista disso, percebe-se que os residuos plasticos conseguem atingir todos os
locais do mundo, seja diretamente como o derrame e uso de produtos, ou
indiretamente, via aterros, incineracdo de residuos, e estacfes de tratamento de
aguas residuais (WARD; KACH, 2009). As emissdes provenientes de fontes terrestres
primeiro alcancam os rios e através do transporte fluvial elas conseguem atingir

oceanos, além das proprias emissdes diretas nos oceanos (McCORMICK et al. 2014).

2.2 Plastico e poluentes

Desde o inicio dos anos 1990 tem se alertado para a interacéo do plastico com
compostos quimicos que podem afetar a salde humana e o meio ambiente, tais como
os Poluentes Organicos Persistentes (POPs). Eles foram assim definidos pela
Convencéo de Estocolmo 2004, por possuirem potencial toxico e serem resistentes a
degradacdo ambiental por meio de processos quimicos, bioldgicos e fotoliticos. S&o
exemplos de compostos definidos como POPSs: Bifenila Policlorados (PCBs), éteres
difenilicos polibromados (PBDESs), pesticidas organoclorados (OCPs), substancias
perfluoroalquiladas, acido sulfénico perfluorooctano (PFAsS/PFOS) e
dibenzodioxinas/furanos  policlorados (PCDD/Fs) (WORM et al. 2017,
CHAKRABORTY et al. 2022).

Varios efeitos adversos decorrentes da exposicao aos POPs sdo observados,
entre 0s quais os causados pelos PCBs, que suprimem o sistema imunologico e séo
carcinogénicos (CARPENTER, 2006), jA os PBDEs assim como as dioxinas agem
como desreguladores enddécrinos, possuem efeito sob a tireoide assim como interfere
na qualidade do sémen e na saude neonatal (SINGH et al. 2022), e os organoclorados,

substancias usadas em pesticidas cancerigenas, sdo associadas a cancer de pulméao,
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préstata, mieloma mudiltiplo e célon (VARGHESE et al. 2020), além de estarem
associados a neurotoxicidade e doencas como o Parkinson (COSTA, 2015).

Estes poluentes podem ser adicionados ao plastico durante o seu processo de
produgéo - como o uso de retardantes de chama como as bifenilas polibromadas
(PBBSs) e éteres difenilicos policromados - ou serem adsorvidos ao plastico quando
em contato com eles no ambiente (PIERONI; LEONEL; FILLMANN, 2017;
CHAKRABORTY et al. 2022).

Hidrocarbonetos aromaticos policiclios (HPAs), hexa-cloro-ciclo-hexano (HCH),
diclorodifeniltricloroetano (DDT), nonilfenol (NP), benzenos clorados e dioxinas
também podem ser adsorvidos no plastico (AVIO et al. 2015). A adsorcédo depende
tanto das caracteristicas do polimero quanto do poluente, sendo que densidade,
hidrofobicidade e peso molecular interferem nessa adsorcao (OKOYE et al. 2022).

Em 2011 Hirai et al. analisaram amostras plasticas de aproximadamente 10 mm
coletadas no Giro do Pacifico, Oceano Pacifico, Mar do Caribe e detectaram POPs
em concentracdes de 1/10.000 ng/g. Sobral et al. (2011) encontraram POPs em todas
as amostras plasticas coletadas na Costa Portuguesa, as concentracdes de PAH
foram de 0,2 a 319,6 ng/g* (pellets pretos e envelhecidos possuem maior capacidade
de adsorcéo), 0,16 a 4,05 ng/g* de bifenila policlorada (PCB), os pellets envelhecidos
também mostraram maior capacidade de adsorcdo desse composto. Vedolin (2014)
identificou a presenca de metais tanto em pellets virgens quando em plasticos
coletados em praias do litoral de Sao Paulo. Porém verificou-se que os fragmentos
plasticos coletados possuiam maior capacidade de adsorver metais do que pelltes
virgens, em virtude do desenvolvimento de sitios de adsorcdo na superficie para
realizacdo de foto-oxidacéo, incrustacdo e deposicdo de sedimentos finos durante a
exposicao ambiental.

Outros poluentes também podem ser adsorvidos pelo material plastico, o
ftalato, por exemplo, que da maleabilidade ao plastico e age como um desregulador
endocrino (WANG; QIAN, 2021) ja foi detectado a concentracédo de 6,09 ng/g em
amostras de MPs coletadas na China (ZHANG et al. 2018). Antibi6ticos como
amoxicilina, ciprofloxacino, sulfadiazina, trimetoprima e tetraclinicas tém sido
recentemente detectados em amostras de MPs. Poliamida (PA) encontrados em agua
doce possuem maior capacidade de adsorver esses antibidticos que outros MPs, a
capacidade de adsorcao foi ainda maior em agua doce do que em agua do mar (LI;
ZHANG; ZHANG, 2018). O desregulador enddcrino biosfenol-A e seus derivados
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também ja foram detectados em amostras de lixo plastico e em tecido de peixes em
amostras coletadas na Espanha, confirmando que o plastico age como vetor de
contaminacgao para esse composto (GIL-SOLSONA et al. 2022).

Outro trabalho (YU et al. 2021), desta vez com o herbicida glifosato e MPs de
poliestireno, mostrou que quando associados eles possuem a capacidade de ativar o
sistema antioxidante da planta Salvinia cucullata aumentando a atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Esse
mesmo pesticida foi recentemente também detectado em amostras de &agua
superficial e subterranea em areas agricolas e de nascente da Bacia Hidrogréafica do
Rio Preto (que abrange os estados do Distrito Federal, Goias e Minas Gerais) (PIRES
et al. 2023), o que significa que a populacdo desses estados, sobretudo aqueles da
zona rural, estdo frequentemente expostos a esses compostos de elevado potencial
cancerigeno. E isso, se juntando ao derrame inapropriado de residuos plasticos pode
ser intensificado com uma possivel acao sinérgica. Em ecotoxicologia, este fenémeno
€ denominado de “efeito cavalo de troia”’, quando os MPs adsorvem poluentes
organicos, e ao serem ingeridos pelos organismos, que os confundem com alimento,

carreiam entdo para dentro deles.

2.3 Plastico e biota aquéatica

Os MPs estao presentes em varios locais, inclusive nos mais remotos, desde a
Antartica (AVES et al. 2022) ao fundo dos oceanos (BERGMANN et al. 2017), e por
isso, estes materiais podem ser frequentemente ingeridos por animais de diferentes
niveis troficos.

Poliquetas (KNUTSEN et al. 2020), bivalves (BOSKOVIC; JOKSIMOVIC, BAJT,
2023), zooplanctons (ZAVALA-ALARCON et al. 2023) e aves marinhas
(FACKELMANN et al. 2023) em diferentes fases de vida podem consumir MPs
disponiveis no ambiente. E isso faz com que essas particulas sejam biomagnificadas
ao longo da cadeia alimentar e chegue até o consumo humano (MILLER; KROON,
2020).

Boskovic, Joksimovic e Bajt (2023), identificaram trés tipos de MPs em
mexilhdes destinados ao consumo humano. Polietileno, polipropileno e tereftalato de
polietileno foram identificados em 53 % dos animais coletados. Exposito et al. (2022)

verificaram niveis de 22,8 e 18,6 de MPs em ostras e mexilhdes, respectivamente.
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Assim como, os MPs também foram identificados em zooplanctons, que servem de
alimento para esses moluscos (COLE et al. 2013; ZAVALA-ALARCON et al. 2023).

Em mamiferos, Nelms et al. (2019) analisaram amostras dos tratos digestivos
de cetaceos e pinipedes, e verificaram uma maior quantidade de plasticos no
estdbmago do que no intestino. Além disso, percebeu-se que 0s animais que morreram
de doenca infecciosa tinham maior quantidade de plastico do que 0s que morreram
por trauma ou outros fatores. Outro trabalho, com aves marinhas, identificou plastico
em todos os 6rgdos analisados: rins, baco, proventriculo e estdmago. E constataram
efeitos subletais, a nivel celular e tecidual (RIVER-AUTY et al., 2023).

Em organismos de agua doce, os plasticos foram observados em peixes em
um rio na Argentina (BLETTER et al. 2019). Na Suica, plasticos contaminados com
POP foram encontrados no intestino de peixes e aves (FAURE et al. 2015). Na China,
MPs foram encontrados no caramujo Bellamya aeruginos (XU et al., 2020b) e no
Michigan (EUA), os pesquisadores perceberam que o quanto maior o peixe maior o
namero de particulas neles, e que isso também esta ligado as caracteristicas
alimentares do peixe (MCNEISH et al. 2018).

Recentemente, Walkinshaw et al. (2022), relataram que além da contaminacgao
gue ocorre no seu habitat natural, peixes destinados ao consumo humano, mantidos
em tanques de criacdo, podem se contaminar através do farelo de soja que lhes é
ofertado. E em organismos produtores, verificou-se que diferentes concentragdes de
glitter interferiram no crescimento das cianobactérias de agua doce Microcystis
aeruginosa e Nodularia spumigena (MACHADO et al. 2023).

Um outro trabalho com peixes identificou a transferéncia tréfica ao expor
alevinos de Poecilia reticulata (guppy), a PE MPs e em seguida oferta-los como
alimento ao Danio rerio (zebrafish) (ARAUJO et al. 2020).

Neste contexto, o problema ambiental acerca do consumo de material plastico
envolve diferentes fatores, tais como a destinacéao final deles, os efeitos adversos que
eles podem ter sob a biota aquatica, a bioacumulacdo deles em organismos que
podem ser consumidos pelo homem como crustaceos, moluscos e peixes, e seu
potencial de transferéncia trofica.

Segundo Callisto et al. (2005), o uso de organismos bioindicadores pode indicar
a magnitude de impactos ambientais em um ecossistema aquatico e sua bacia de
drenagem. Os macroinvertebrados benténicos séo eficientes para a avaliacdo e

monitoramento de impactos de atividades antropicas em ecossistemas aquaticos
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continentais. Muitos deles alimentam-se de matéria organica produzida na coluna
d’agua e sao importantes componentes da dieta de peixes, anfibios e aves aquaticas,
e por isso transferem a energia obtida da matéria organica morta retida no sedimento
para os animais que deles se alimentam.

O aumento da producdo e o uso dos plasticos pela sociedade tém gerado
preocupacdes sobre o seu impacto no ambiente aquatico. Muitos estudos focam na
ingestdo desses detritos por aves marinhas em fungcdo da sua capacidade de
regurgitagdo, ou em outros organismos aquaticos. Todavia, pouco ainda se sabe
sobre os efeitos da ingestdo desses MPs em organismos de agua doce (MOORE et
al. 2001; BADEA; BALAS, DINISCHIOTU, 2023).

3. Ensaios ecotoxicoldgicos

A Ecotoxicologia é a ciéncia dos contaminantes da biosfera, ela tem um objetivo
abrangente de explicar e prever fenbmenos de efeitos ou exposicdes em varios niveis
de organizacéo biolégica (GIULIO; NEWMAN, 2019). Ou seja, ela estuda o efeito das
substancias sobre os organismos vivos e a interacdo delas no ambiente, com
exposicao a curto ou longo prazo (SILVA; POMPEO; PAIVA, 2015).

Uma das areas de concentracdo da ecotoxicologia é a ecotoxicologia aquéatica,
gue se refere aos estudos dos efeitos adversos de contaminantes em corpos hidricos
se utilizando ainda, de organismos aquaticos como indicadores de qualidade
ambiental. Os primeiros ensaios nesse sentido datam de 1800, com insetos aquaticos
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

A publicacao do livro “Primavera Silenciosa”, de Rachel Carson, ainda em 1962,
foi o divisor entre a Ecotoxicologia e a Toxicologia Classica. No livro, a autora relaciona
0 uso indiscriminado de pesticidas nos anos de 1940 a 1950 a efeitos de
malformacgdes de ovos de passaros e outros efeitos de contaminacao no ecossistema.
Desde entdo, varios paises comecaram a regulamentar o uso de produtos quimicos e
biol6gicos (WERNER; HITZFELD, 2012).

A exemplo disso, muitas organiza¢gfes adotam, normatizam e regulamentam
bioensaios para a avaliacdo de toxicidade em organismos indicadores de qualidade
ambiental. Um exemplo disso temos a OECD (Organization for Economic Co-
operation and Development) que é uma organizacdo intergovernamental, a ABNT
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(Associacao Brasileira de Normas Técnicas), CETESB (COMPANHIA AMBIENTAL
DO ESTADO DE SAO PAULO). As duas Ultimas elaboram e servem de respaldo para
a realizacé@o de ensaios ecotoxicoldgicos no Brasil. Elas indicam o uso de organismos
bioindicadores e cita que eles devem ser abundantes e de grande disponibilidade, de
significativa representacao ecoldgica, prévio conhecimento de sua biologia e habitos
alimentares, apurada importancia ambiental e comercial, e de facil cultivo (SILVA;
POMPEQ; PAIVA, 2015).

Apébs busca foram encontradas 22 normas técnicas que regulam os ensaios

ecotoxicoldgicos no Brasil. A tabela 1 mostra as normas técnicas vigentes neste pais.
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Tabela 1. Normas técnicas brasileira de ecotoxicologia.

Agéncia Norma

Descricao

ABNT NBR ISO 17616: 2010

ABNT NBR ISO 17512- 1: 2011

ABNT NBR ISO 15799: 2011

ABNT NBR ISO 16387: 2012

ABNT NBR ISO 11269-2: 2014

ABNT NBR 15537: 2014

ABNT NBR 15638: 2015

ABNT NBR 12648: 2018

ABNT NBR 15469: 2021
ABNT NBR 15470: 2021

ABNT NBR 15411-1: 2021

ABNT NBR 16723: 2021

ABNT NBR 16530: 2021

ABNT NBR 16181: 2021

ABNT NBR 16456: 2022

ABNT NBR 15499: 2022

ABNT NBR 15088: 2022

ABNT NBR 12713: 2022

ABNT NBR 15350: 2023

ABNT NBR 15308: 2023

CETESB L5.228 1988

Qualidade do solo — Guia para a selecdo e a avaliacdo de
bioensaios para caracterizacdo ecotoxicolégica de solos e
materiais de solo.

Qualidade do solo — Ensaio de fuga para avaliar a qualidade de
solos e efeitos de substancias quimicas no comportamento
Qualidade do solo — Guia para caracterizacéo ecotoxicolégica de
solos e materiais de solo

Qualidade do solo — Efeitos de poluentes em Enchytraeidae
(Enchytraeus sp.) — Determinagéo de efeitos sobre reprodugéo e
sobrevivéncia.

Qualidade do solo — Determinacédo dos efeitos de poluentes na
flora terrestre

Ecotoxicologia terrestre — Toxicidade aguda — Método de ensaio
com minhocas (Lumbricidae)

Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Métodos de ensaio
com anfipodos marinhos e estuarinos em sedimentos.
Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade crénica — Método de ensaio
com algas (Chlorophuceae)

Ecotoxicologia — Coleta, preservacao e preparo de amostras.
Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda e crénica — Método
de ensaio com Hyalella sp (Amphipoda) em sedimentos
Ecotoxicologia aquatica —  Efeito inibitério sobre a
bioluminescéncia de Vibrio fischeri

Ecotoxicologia aquatica — Método de ensaio com copépodos
marinhos e estuarinos (Copepoda, Crustacea)

Ecotoxicologia aquética — Toxicidade aguda - Método de ensaio
com Artemia sp (Crustacea, Brachiopoda)

Ecotoxicologia aquéatica — Toxicidade crdnica — Método de ensaio
com microalgas marinhas

Ecotoxicologia aquéatica — Toxicidade crdnica — Método de ensaio
de curta duracdo com embrides de mexilhbes (Mollusca —
Bivalvia)

Ecotoxicologia aquética — Toxicidade cronica de curta duragao —
Método de ensaio com peixes

Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de ensaio
com peixes (Cyprinidae)

Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de ensaio
com Daphnia sp (Crustacea, Cladocera)

Ecotoxicologia aquética — Toxicidade cronica de curta duragao —
Método de ensaio com ourigo-do-mar (Echinodermata:
Echinoidea)

Ecotoxicologia aquética — Toxicidade aguda — Método de ensaio
com misideos (Crustacea)

Teste de toxicidade aguda utilizando Spirillum volutans — Método
de ensaio

Fonte: AUTORIA PROPRIA (2023).

Além das normas técnicas, a legislacao vigente, a resolugdo CONAMA n° 357

(BRASIL, 2005) prevé ensaios de ecotoxicidade para averiguar interacdes entre

substancias e contaminantes, e efeitos téxicos em organismos. O decreto n°® 4074

(BRASIL, 2002) estabelece que para a regulacao de agrotoxicos na fase Il devem ser

realizados testes de toxicidade para animais superiores, como por exemplo roedores,


https://sistemasinter.cetesb.sp.gov.br/normas/11/2013/11/L5228.zip
https://sistemasinter.cetesb.sp.gov.br/normas/11/2013/11/L5228.zip
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e na fase lll, testes de ecotoxicidade em organismos aquaticos e terrestres, como
Daphnia, algas, peixes, aves, abelhas, de acordo com o produto pretendido.

No cenario internacional, os guidelines da OECD para ensaios de produtos
quimicos, refletem meétodos de ensaios acordados internacionalmente, utilizados por
diferentes setores da industria e do governo para caracterizar e identificar os
potenciais perigos de produtos quimicos. Por exemplo, o guideline n °© 236 (OECD,
2013), usado neste trabalho, destina-se a determinar a toxicidade aguda ou letal de
produtos quimicos em estagios embrionarios de peixes, entre eles o da espécie D.
rerio. Logo, essas normas, assim como outras, dao o respaldo legal para a realizacao

de ensaios de ecotoxicidade.

4. Organismos bioindicadores

As normas ou guidelines internacionais preveem a utilizacdo de organismos
bioindicadores, para se estudar a interacdo de contaminantes com o ambiente.
Organismos bioindicadores sdo espécies, grupos de espécies ou comunidades
biolégicas cuja presenca, quantidade e distribuicao indicam a magnitude de impactos
ambientais em um ecossistema aquatico e sua bacia de drenagem. Sua utilizacdo
permite a avaliacdo integrada dos efeitos ecoldgicos causados por multiplas fontes de
poluicdo (CALLISTO et al. 2005).

Os organismos bioindicadores envolvem todos os taxons, por exemplo, o
nematodo Caenorhabditis elegans €é usado como modelo em estudos de
desenvolvimento, neurotoxicidade, sendo sensivel & varios contaminantes (QUEIROS
et a. 2019). Daphnias sao crustaceos plancténicos com ciclo de vida partenogénico
ciclico e € um modelo ecolégico em estudos de toxicidade bem estabelecido. Este
género esta distribuido no mundo todo, tanto em ambientes de agua doce quanto agua
salobra, muito sensiveis elas desempenham um papel critico nesses tipos de ensaios
(OLIVEIRA-FILHO; NAKANO; TALLARICO, 2017; EBERT, 2022).

Outros organismos considerados base de cadeia alimentar também se
destacam como importantes ferramentas de estudo, algas unicelulares como
Raphidocelis subcapitata, que sdo mundialmente distribuidas em corpos de agua doce

e solos sdo usadas em estudos de ecotoxicidade em virtude de suas fungbes



37

metabdlicas que podem ser alteradas por agentes quimicos introduzidos no ambiente
(JONSSON, 2005).

Dentro da cadeia alimentar, peixes desempenham papel importantissimo em
virtude do consumo humano. O peixe tropical tele6steo Danio rerio (F. Hamilton,
1822), da familia Cyprinidae, é conhecido na comunidade cientifica como zebrafish, e
no Brasil como paulistinha (GRISOLIA, 2021), € mundialmente utilizado como modelo
em ensaios ecotoxicolégicos, como em estudos de desenvolvimento embrionario,
fisiologia, genética e toxicologia (SILVA, 2015). Ele foi introduzido como modelo para
estudo genético em 1980 e produz centenas de embrides translicidos (CHOI et al.
2021), o que permite avaliar o potencial toxico de substancias ao longo do seu
desenvolvimento embriolarval.

Por ser um modelo bem estabelecido, informacfes sobre sua morfologia,
bioquimica, genética e fisiologia ja sdo bem conhecidas, fazem com que D. rerio seja
um dos modelos ideais para estudar efeitos adversos (CANEDO; ROCHA, 2021,
OLIVEIRA et al. 2021). Além dos mais, sua manutencdo laboratorial é
significantemente simples (GRISOLIA, 2021).

Ele tem sido utilizado com recorréncia em ensaios para avaliar estresse
quimico e embriotoxicidade (ANIFOWOSHE, A.T. et al. 2022; PIAU et al. 2022),
genotoxicidade (CANEDO; ROCHA, 2021; ANIFOWOSHE, A.T. et al. 2022) e
alteracdes histolégicas (RAMOS et al. 2022), o que confirma a sua importancia em
estudo de toxicidade e o seu papel como organismo bioindicador.

Ademais, organismos bentdnicos também estdo sendo mundialmente
utilizados como indicadores de qualidade ambiental, pois sdo sensiveis a varios tipos
de degradacao ambiental e respondem diferentemente a um amplo espectro de nivel
e tipos de poluicdo (FERNANDES, 2007).

Os invertebrados do filo Mollusca se destaca por sua importancia médica,
veterinaria e econdmica. A classe Gastropoda constitui cerca trés quartos do nimero
total de espécies do filo e inclui organismos transmissores de doencas como a
esquistossomose e helmintoses. A classe Bivalvia se destaca pelas espécies usadas
na alimentacdo humana (MINISTERIO DA SAUDE, 2008) e por espécies muito
usadas em ensaios de ecotoxicidade, sobretudo as marinhas, como ostras e
mexilhdes (EXPOSITO et al., 2022; BOSKOVIC; JOKSIMOVIC; BAJT, 2023).

No Brasil, o caramujo pulmonado de agua doce Biomphalaria glabrata (Say,

1818) (Gastropoda; Planorbidae), raspador, hermafrodita, e hospedeiro intermediario
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do parasita trematoda Schistosoma mansoni (MINISTERIO DA SAUDE, 2008), se
destaca pela sua versatilidade em busca alimentar, sendo encontrado em varios tipos
de ambiente (FREITAS; SANTOS, 1995). No Brasil, eles podem ser encontrados em
varios estados: Alagoas, Bahia, Distrito Federa, Espirito Santo, Goids, Maranhdo,
Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande
do Norte, Rio Grande do Sul, S0 Paulo e Sergipe. E uma espécie susceptivel pois
pode se infectar com todas as linhagens de S. mansoni (CARVALHO, 2008).

Em estudos eles sdo usados em ensaio de marcadores de estresse quimico
como acetilcolinesterase (CHIANG et al. 1972), concentracdo de glicogénio e acido
arico (ANSALDO et al. 2006; MELLO-SILVA et al. 2010), e também em ensaios de
genotoxicidade, como no ensaio do cometa (GRAZEFFE et al. 2008).

Considerando que B. glabrata possui habitos bentdnicos, pois se movem e
rastejam no fundo de corpos d’agua, eles sdo um importante modelo ecotoxicologico
quando se pretende testar materiais que podem tanto ficar na coluna d’agua ou no
fundo (OLIVEIRA-FILHO et al. 2019), comportamento esse apresentado por materiais
plasticos de diferentes densidades.

5. Marcadores de toxicidade

Com a crescente liberacdo de produtos no ambiente, ensaios de avaliacdo de
toxicidade sao requeridos, entre eles o ensaio de embriotoxicidade ou Fish Embryo
Toxicity Test (FET), que tem como objetivo determinar a letalidade de produtos
guimicos em estagios embrionarios de peixes da espécie D. rerio, observando os
parametros: coagulacdo de ovos fertilizados, auséncia de formacdo dos somitos, o
nao desprendimento do broto da cauda do saco vitelino e auséncia de batimento
cardiaco (OECD, 2019). Adicionalmente, para a avaliacdo da toxicidade aguda ou
sub-letalidade avalia-se também atrasos de pigmentacdo e do desenvolvimento,
alteracdes ou malformacdes de estruturas corporais e alteragbes comportamentais
(PIAU et al. 2022). A metodologia do ensaio segue conforme detalhes da
embriogénese normal estabelecidos por Kimmel et al. (1995), conforme imagem que

se segue (fig. 2).
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Figura 2. Desenvolvimento embriolarval de zebrafish, modificado de Kimmel et al. (1995).

Alguns estudos ja detectaram a presenca de MPs no estdmago, figado e
branquias de peixes (DING et al. 2018). Porém, alguns autores ainda discordam
guanto a capacidade do plastico de se acumular no trato gastrointestinal de peixes,
mesmo enfatizando que ele pode ser transportado para o figado e que ao longo da

vida destes animais ndo se sabe ao certo a real concentracdo a qual eles estarao
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expostos, tendo em vista que a quantidade de plastico disponivel no ambiente
aguatico nao diminui (JOVANOVIC, 2017).

O trato gastrointestinal do zebrafish € diferente do de mamiferos. Este peixe
Nao possui estbmago ou ceco. A auséncia de estbmago indica que a acidificagdo nao
seja necessaria para a digestéo no zebrafish e o intestino € dividido em anterior, médio
e posterior (DAMMSKI et al. 2011). Ja no caramujo B. glabrata o estdbmago € dividido
em papo, moela e piloro, contando ainda com a glandula digestiva, e por fim o
intestino, dividido em anterior, médio e posterior (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Em virtude da capacidade de materiais ingeridos migrarem para outros tecidos
ou orgaos, faz-se necessario estudos que avaliem o potencial de depuracédo de
particulas plasticas em organismos de diferentes taxons, tais como o peixe zebrafish
e no invertebrado B. glabrata.

Frequentemente o DNA pode sofrer danos oxidativos decorrentes de radicais
livres, radiacdo ionizantes, produtos quimicos e agente bioldgicos, isso pode provocar
quebras de fita simples ou dupla, adutos de DNA, dimeros de purina e/ou pirimidina.
Contudo, essas mutacdes podem ser reparadas pelo sistema de reparo, ou entéo a
célula pode entrar em morte celular programada, chamada de apoptose, ou ainda,
essas mutacdes podem se tornar irreversiveis e levar ao desenvolvimento do cancer,
guando uma substancia induz a formacao cancerigena ela € denominada como
carcinogénica (SINGH et al. 1988).

O ensaio do cometa (Single Cell Gel Electrophoresis) € um ensaio simples para
medir quebras/danos na fita de DNA, ou seja, um ensaio de genotoxicidade. Ele serve
para testar produtos quimicos, bioldégicos, no monitoramento ambiental e humano
(SINGH et al. 1988; COLLINS et al. 1995), ele se destaca por sua versatilidade e baixo
custo. O método se baseia na teoria de que no ndcleo da célula as alcas de DNA
estdo presas em uma matriz nuclear e enroladas em torno de nucleos proteicos como
0S nucleossomos, quando essas proteinas sao removidas por lise, 0 DNA permanece
em um estado superenrolado compacto, a menos que haja uma quebra, caso em que
o enrolamento dessa al¢a é relaxado. Na etapa de eletroforese, as alcas ainda presas
a matriz, sdo atraidas em direcdo ao anodo, formando a caracteristica cauda do
cometa, dessa forma, a porcentagem de DNA na cauda reflete a frequéncia das
guebras (SANTOS et al. 2021a).

Outro ensaio de genotoxicidade que mede o potencial mutagénico é o ensaio

do micronucleo (MN), que mede quebras cromossdmicas, quebras de cromatides ou
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malsegregacdo cromossomicas (aneuploidias). Os micronucleos sdo expressos em
células em divisdo que contém quebras de cromossomos sem centrdmeros, ou
Cromossomos inteiros que sao incapazes de migrar aos polos durante a mitose e ficam
para tras na anafase. Na teléfase, um envelope nuclear envolve 0os cromossomos ou
fragmentos deles, como esses fragmentos assumem um tamanho menor ao do nucleo
principal eles assumem o termo de micronucleo. Essa técnica fornece um indice
confidvel de quebra e perda cromossdémica e foi proposta como ensaio regulatorio de
genotoxicidade com adog&o da OECD (MANTOVANNI, et al. 2021).

Os eritrocitos de peixes, diferentemente dos de mamiferos, sdo nucleados, e
isso possibilita além da avaliacdo de MN a avaliacao de outro parametro, as anomalias
no nucleo dessas células. Alguns autores costumam observar essas anomalias
sugerindo que elas sejam consideras pois também indicam processos de
genotoxicidade (WENDT, 2013).

As alterac6es morfolégicas no envelope nuclear podem ser: ndcleo vacuolado
ou bolhoso (blebbed); com lobos, que se assemelham a um rim (lobed); com
constriccdo (notched); broto (bud), que se refere a uma projecao do nucleo ou o inicio
da formacdo de um micronucleo ainda ndao desprendido; e célula binucleada, que
ocorre quando o nucleo se fragmenta em dois, de tamanhos proporcionalmente iguais
ou semelhantes. Essas anomalias nucleares estao relacionadas com a exposi¢cao a
contaminantes quimicos citotoxicos, com potencial mutagénico (PALHARES;
GRISOLIA, 2002).

Baseando-se nisso, estes ensaios, do micronucleo e de anomalias nucleares
podem predizer os efeitos genéticos de um composto sob as células, tecido e sob o
organismo (CANEDO; ROCHA, 2021; CANEDO et al. 2021), e por isso, eles tém sido
amplamente utilizados como marcadores em ensaios de ecotoxicidade aquatica
(CACERES-VELEZ et al. 2016; ALMEIDA et al. 2019; CANEDO et al. 2021).

Ensaios baseados em biomarcadores sdo importantes para a investigar
funcdes fisioldgicas, como neurotoxicidade, crescimento e comportamento. Em 2002,
Behra et al. descobriram que a atividade da acetilcolinesterase (AChE) pode
prejudicar o desenvolvimento muscular e nervoso do peixe D. rerio.

A acetilcolina € um neurotransmissor excitatorio, sintetizada por neurénio
colinérgicos e liberada para a fenda sinaptica para transmitir o sinal. Apos a sinapse
ela é hidrolisada por enzimas do grupo das colinesterases (ChEs), a
acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BtChE) (SANT'ANNA, 2009). A
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enzima acetilcolinesterase ao hidrolisar a acetilcolina gera colina e acido acético, e
isso é feito principalmente nas fendas sinapticas, nas hemacias e nos musculos
estriados. Essa enzima € produzida tanto por invertebrados quanto por vertebrados
(SILVA, 2016), por isso, a quantificacdo da atividade enzimatica da AChE pode auxiliar
a entender como certos poluentes podem interferir neurologicamente no
comportamento e desenvolvimento dos animais.

Esses marcadores bioquimicos sdo muito usados devido sua alta sensibilidade.
Outro exemplo € a glutationa-S-transferase (GST), que estd envolvida em
mecanismos de prevencdo ao estresse oxidativo ou de desintoxicacdo de
xenobidticos (ALMEIDA et al. 2019; PIAU et al. 2022). A enzima GST catalisa a
conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) e um xenobidtico, transformando o
composto mais hidrofilico, o que facilita a sua excre¢éo (SILVA, 2012; SANTOS et al.
2021b).

Assim como AChE, GST, a lactato desidrogenase (LDH) também tem sido
usada como marcador de toxicidade em organismos aquéticos (ALMEIDA et al. 2019;
FREIRE et al. 2023), ela participa do metabolismo celular transformando piruvato em
lactato, via anaerdbia, e estd presente em animais, plantas e em bactérias (CASTRO,
2015).

Em caramujos, alteracdes na medicdo de reservas energéticas podem predizer
efeitos téxico de um contaminante, pois em situacdes de estresse caramujos usam

lipideos e proteinas como fonte alternativa a glicose (SILVA, 2014).

6. Microplasticos de polietileno com fluorocromo

Os microplasticos de polietileno com fluorocromo laranja (605 nm) utilizados
neste estudo, foram adquiridos da empresa comercial Cospheric®, que segundo
fabricante apresentavam tamanho entre 53 — 73 um de diametro.

Para a caracterizacdo das microparticulas, elas foram previamente metalizadas
com ouro (Au) em pé para caracterizagdo em microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) (Jeol JSM-7001F at 15 kV), e além disso, a composi¢cdo elementar das
amostras foi avaliada em detector de energia dispersiva de raios X (EDX ou “EDS-
Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy”). Uma analise posterior foi realizada para
verificar o tamanho das particulas utilizando o programa FijiJ®.
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Em visualizacdo em microscopia de fluorescéncia, figura 3, percebeu-se o
formato esférico dos PE MPs e a coloracéo alaranjada. Utilizando o programa FijiJ®,
e por meio de imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) (fig. 4),
o formato esférico e a superficie lisa dos MPs foram confirmados, e a média do
diametro das particulas foi de 59 um de diametro (+ 3,84 desvio padrdao) em um total
de 501 particulas contabilizadas, conforme figura 5.

Na analise de composicao elementar da amostra, por meio de MEV foram
identificados os seguintes elementos: C (carbono) peso em porcentagem na amostra
de 13,98%, Cu (cobre) 13,61%, e Au (ouro) 72,41%, conforme figura 6. Esses
elementos, (C, Cu e Au) fazem parte dos componentes utilizados para a
caracterizacao do material.

Desta forma, os MPs também foram denominados como microesferas plasticas

de polietileno com fluorocromo.

Figura 3. Fotomicrografia de fluorescéncia de microplastico de polietileno (EP
MPs) com fluorocromo laranja (filtro 530 nm). Os MPs possuem formato de
microesferas.
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Figura 4. Eletromicrografia de varredura (MEV) (Jeol JSM-7001F at 15 kV) de microplasticos de
polietileno.
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Figura 5. Histograma da distribuicdo do diametro de microplasticos de polietileno em diferentes
classes.
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Figura 6. Composicdo elementar observada em detector de energia dispersiva de raios
X (EDX ou “EDS- Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy”).
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7. Hipotese

Como os MPs representam uma problematica mundial em termos de polui¢ao
ambiental, estando presentes no modo ubiquo em todos os compartimentos
ambientais, entdo, a exposicdo a esse poluente interfere no desenvolvimento de
zebrafish causando danos citotoxicos, genotoxicos e alterando a atividade de suas
enzimas.

Os efeitos dos MPs ocasionam alteracdes nas atividades enzimaticas de B.
glabrata interferindo no metabolismo deles.

O processo de depuracéo desses MPs é diferente nas duas espécies.
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8.0Objetivo

Investigar os mecanismos de toxicidade das microparticulas de plastico de
polietileno (PE MPs) em organismos do ecossistema aquatico de dois niveis tréficos,
0 macroinvertebrados Biomphalaria glabrata, e o peixes Danio rerio (zebrafish), por
meio da analise de multiplos biomarcadores. Além de buscar entender os processos

de internalizacéo e de depuracdo desses MPs em ambas as espécies.

8.1 Objetivos especificos

e Investigar o potencial embriotdxico, genotoxico e citotoxico de PE MPs em
zebrafish;

e Avaliar o potencial de depuracdo de PE MPs em juvenis de zebrafish;

e Verificar alteracbes em marcadores bioquimicos nos tecidos de adultos de
zebrafish;

e Investigar alteracdes em biomarcadores de neurotoxicidade e estresse por
meio de marcadores bioquimicos em Biomphalaria glabrata expostos a PE MPs, e;

e Avaliar o potencial de depuracdo de PE MPs de polietileno em juvenis e
adultos de B. glabrata.

Para melhor organizacdo e compreensdo do trabalho a metodologia e os
resultados foram divididos em capitulos: | — Revisdo bibliografica, Il - Ensaios com o
peixe zebrafish (Danio rerio) e Ill — Ensaios com o caramujo Biomphalaria glabrata.
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CAPITULO Il - ENSAIOS COM O PEIXE ZEBRAFISH (Danio rerio)

9. Delineamento experimental com Zebrafish

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituo
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (UnBDoC n° 112/2019, Anexo ).
Neste contexto, os procedimentos seguiram 0s principios éticos de experimentacéo
animal.

Foram realizados ensaios com embrides, juvenis e adultos de zebrafish,
linhagem selvagem. Os animais utilizados foram selecionados do Biotério Zebrafish
da Universidade de Brasilia — UnB, Laboratério de Genética Toxicoldgica (GTOX),
Departamento de Genética e Morfologia (ZebTec - Tecniplast, Varese -Italy), mantidos
sob parametros de agua controlados: temperatura a 27,0 + 1 °C, condutividade a 650
+ 100 puS/cm, pH 7,0 + 0,5 e oxigénio dissolvido > 95% de saturagéo.

Foram realizados trés ensaios com diferentes tempos de duracéo: agudo, com
96 horas de exposicéo, crénico, com duracdo de 28 dias, e, de recuperacao, com 14

dias de recuperacéo.

9.1 Ensaio de embriotoxicidade em zebrafish (FET)

O ensaio de embriotoxicidade, ou Fish Embryo Toxicity Test (FET) seguiu o
guideline da OECD n° 236 (OECD, 2013), com modificacbes. Os embrides foram
obtidos usando o sistema de fecundacao Ispawn (Tecniplasty, Italia) e expostos a
6,25, 12,5, 50 e 100 mg.L* de microesferas plasticas de polietileno. Além disso, dois
grupos controles foram estabelecidos, um para o dispersante Tween 80 % a 0,01 %
(controle solvente) e um grupo controle com agua de manutencdo do Sistema
Zebrafish, por 96 horas. Devido a caracteristica hidrofobica da particula, verificado em
ensaio piloto, o uso de Tween 80 % foi necessario e indicado pelo fabricante e
verificado em literatura (RIST; BAUN; HARTMANN, 2017; BALAKRISHNAN et al.
2019; GERDES et al. 2019).

Os ovos nao fertilizados e aqueles com irregularidades de clivagem ou lesbes
foram desconsiderados. Foram utilizados 60 embriGes por tratamento, em triplicata,
selecionados e distribuidos ao acaso em microplacas de 24 poc¢os, com 2 mL de 4gua
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de manutencdo do Sistema Zebrafish. A figura 7 ilustra a distribuicdo das placas,
triplicatas do controle agua, do Tween 80%, e das concentracbes com PE MPs. As

placas contaram com um controle interno.
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Figura 7. Desenho experimental do ensaio FET (Fish Embryo Toxicity): distribuicdo de diferentes
concentracdes do microplastico de polietileno e dos embrides de zebrafish. O experimento foi realizado
em triplicata e os pogos sombreados correspondem ao controle interno de cada placa.

Durante a exposic¢éo, os animais foram mantidos em incubadora BOD (SOLAB
Cientifica®) com temperatura a 27 °C e fotoperiodo 12 horas claro/escuro controlados
e observados diariamente com o auxilio de estereomicroscopio (Stemi 2000 ZEISS®).
Os seguintes parametros foram avaliados: letalidade (coagulagdo, auséncia da
formacdo dos somitos e batimentos cardiacos, desprendimento da cauda do saco
vitelino) e sub-letalidade (atrasos no desenvolvimento e na pigmentacédo, atrasos na
absorcao do saco vitelino, alteragdes na frequéncia cardiaca, eclosédo e ocorréncia de
malformacgdes). As malformagbes corporais foram avaliadas e documentadas
conforme recomendado pelo protocolo OECD. Posteriormente, as larvas foram
observadas por até 7 dias ap0s a fertilizagéo para verificar se seus habitos alimentares

levariam a ingestéo das particulas.
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9.2 Ensaios com juvenis

Para verificar a depuracdo dos MPs, juvenis com 40 dias (n = 08)
(SINGLEMAN; HOLTZMAN et al. 2014) foram expostos por 72 horas a 50 mg.L* de
PE MPs suspensos em agua de manutencéo do Sistema Zebrafish e Tween 80 % a
0,01 % em aquarios com capacidade para 4 L. Ao final da exposicdo a agua foi
renovada, sem MPs, e os juvenis foram monitorados por 15 dias para verificar a

presenca ou auséncia de microparticulas no trato gastrointestinal.

9.3 Ensaios com adultos

Foram realizados trés ensaios com diferentes tempos de duracéo: agudo, com
96 horas de exposic¢édo, cronico, com duracdo de 28 dias, e, de recuperagédo, com 14
dias de recuperacéo.

Adultos de zebrafish, de ambos os sexos, com 6 a 12 meses de vida foram
expostos as seguintes concentracées: 12,5 mg.L?, 50 mg.L* e 100 mg.L?, seguindo
guideline OECD n° 203 (2019), com modifica¢des. Além disso, um grupo controle foi
estabelecido com agua reconstituida (ABNT, 2022a) e outro com o dispersante Tween
80 % a 0,01 %. Os peixes foram alimentados uma vez ao dia com pouca racéo
comercial (Tetramin®), para incentivar a ingestdo das microesferas plasticas de
polietileno. A exposicdo foi realizada em regime estatico, fotoperiodo de 10 horas
claro/14 horas escuro, aeragao constante. O experimento foi conduzido em triplicata
(figura 8) e ao término da exposicao os peixes foram anestesiados com tricaina (5 %)

e eutanasiados por sec¢do medular.
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Figura 8. Exposicdo a diferentes concentragdes do microplastico de
polietileno no ensaio em adultos de zebrafish. O experimento foi realizado em
triplicata (n = 07 / aquario).

9.3.1 Ensaio agudo

Adultos de zebrafish (n = 07), média de 0, 378 g e 4 cm, foram aclimatados por
48 h e posteriormente expostos por 96 h as microesferas de polietiieno com
fluorocromo, em aquarios com capacidade para 4 L em agua reconstituida, baseado
no protocolo OEDC n°. 203 (OECD, 2019).

Neste experimento os marcadores analisados foram: histologia, micronucleo e
anomalias nucleares, ensaio do cometa e marcadores bioquimicos, para isso, 0s

peixes foram selecionados ao acaso para cada biomarcador.

9.3.2 Ensaio crbnico

No ensaio crbénico, ou exposicéo de longa duragéo, os animais foram expostos
por 28 dias aos MPs, n =07. Os peixes foram anteriormente aclimatados por 72 horas,
e tinham em média 0,585 g, e 3,54 cm. Nesta exposicao foram usados como
marcadores o0 ensaio do cometa e de marcadores bioquimicos. Essa exposicao

ocorreu em duplicata.

9.3.3 Ensaio de recuperacao

ApGs exposicdo de 28 dias aos MPs o0s peixes restantes da exposi¢éo cronica
foram submetidos ao ensaio de recuperagao, que consistiu em uma exposicao de
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recuperacédo de 14 dias em agua reconstituida. Os peixes tinham em média de 0,492
g e 3,62 cm, e apenas o ensaio do cometa e marcadores bioquimicos foram avaliados.

As concentragbes dos ensaios cronicos foram as mesmas do ensaio agudo:
controle 4gua reconstituida, controle Tween 80 %, 12 mg.L?, 50 mg.L* e 100 mg.L?,
e a cada quatro dias os parametros da agua eram monitorados e toda a agua do
experimento era renovada, a fim de controlar esses parametros, sobretudo OD
(oxigénio dissolvido), pH e amobnia téxica total.

Para essas exposicdes seguiu-se as recomendagdes do protocolo OECD n°.
204 (2014) com adaptacdes, mas sob as mesmas condicdes de fotoperiodo,

alimentacdo, aeracado e condi¢cdes da dgua que no ensaio agudo.

10. Marcadores para adultos

10.1 Parametros fisico-quimicos da agua zebrafish

No experimento agudo, os parametros foram medidos ao término da exposicéo,
mas no crénico a cada troca de agua, realizada a cada 96 horas, os parametros eram
mensurados tanto na agua nova quanto na agua de exposi¢cao. O mesmo foi feito no
ensaio de recuperacdo. Os parametros monitorados foram: temperatura e o oxigénio
dissolvido (OD) (com sonda portatil multiparametro YSI®), turbidez, com turbidimetro
QUIMIS®, pH e amébnia toxica, essa Ultima dada em funcdo do pH (kit de amdnia
toxica). No experimento agudo a turbidez ndo foi mensurada, e no cronico os
parametros que ficavam na faixa de zero na agua de troca, como a amonia e turbidez,

nao foram monitorados.

10.2 Anélise histologica

Conforme literatura consultada (GONCALVES et al. 2018), o plastico de forma
geral degrada na presenca de solventes como o xilol e o fixador Davidson, este Ultimo
qgquando exposto por mais de uma semana, desta forma, a metodologia para
microplastico foge da tradicional.

Apbs exposicao de 96 horas os peixes (n = 07) foram dissecados retirando a

pele com auxilio de pinga e lupa, e armazenados inteiros em tubos para centrifuga
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(tipo Falcon®) com fixador Davidson (12,5 % glicerina P.A, 12,5 % formaldeido P.A,
37,5 % etanol P.A e 37,5 % agua destilada (acrescido de 9 partes da solucédo Davidson
anterior para 1 parte de &cido acético glacial P.A)) por 24 horas, sendo em seguida
passados para o alcool isopropilico 70 %. Um processo de descalcificacdo foi
realizado com EDTA 4 % por 7 dias com renovacao total da solucdo apos 4 dias
(CASTANIA et al. 2015). Posteriormente, as amostras foram lavadas com agua
ultrapura e em seguida desidratadas em gradiente crescente de concentragdo de
alcool isopropilico (70% por 30 minutos, 95% trés vezes por 15 minutos, 100% trés
vezes por uma hora), a inclusdo na parafina liquida foi a 56 - 58 °C overnight. Apos
emblocamento, as amostras foram geladas em freezer e cortadas com 5 ym de
espessura. Para retirar a parafina restante as laminas foram colocadas em estufa a
65 — 70 °C e em seguida lavadas no alcool isopropilico 100 % até remocao da parafina.
Como as microparticulas plasticas de polietileno sdo fluorescentes nao foi necessaria

a coloracédo das laminas.

10.3 Frequéncia de micronucleos e anomalias nucleares

Apos exposicdo de 96 horas e seccao medular, coletou-se uma amostra de
sangue periférico com o auxilio de uma pipeta heparinizada e homogeneizou-se com
200 pL de soro fetal bovino (SFB) em microtubo, sendo que 50 uL dessa mistura foram
utilizados para a realizacdo do esfregaco sanguineo, feito em duplicata para cada
individuo. Em seguida, as laminas foram fixadas por 7 minutos com metanol P.A, e
posteriormente, coradas com Giemsa a 5% por 15 - 20 minutos.

Para o ensaio do micronucleo (MN) o protocolo utilizado foi o de Hooftman;
Raat (1982) e Rivero et al. (2008). A cito-genotoxicidade foi avaliada através das
anomalias nucleares (AN), para isso foram contadas células binucleadas, células com
ndcleos: buds (broto), blebbed (vacuoladas), lobed (com lobos) e notched (com
constric¢ao), que foram classificadas de acordo com Souza e Fontanetti (2006).

Em microscopia de luz, magnificacado de 1000X, foram avaliados em teste cego
3000 eritrécitos, 1500 por lamina, onde se contabilizou os micronucleos nas 2000 (dois
mil) primeiras células e as anomalias nucleares no total de 3000 (trés mil). Considerou-
se anomalia nuclear os eritrocitos que continham nucleos com acentuada
irregularidade, e para analise de eritrocitos micronucleados foram adotados os

critérios seguintes (FENECH, 2000): 1. O microndcleo deve ser um terco menor que
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0 nucleo principal; 2. O micronucleo ndo deve tocar no nucleo principal; 3. Nao deve
ser refringente, ou seja, deve ter mesma coloracdo e intensidade do micronucleo

principal.

10.4 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi realizado nas trés exposi¢cdes com zebrafish: ensaio
agudo, crbnico e de recuperacdo. Para a preparagdo das laminas, ponta fosca e
lapidadas, ndo é necessario riscar, foram mergulhadas em agarose 1,5 % (ponto de
fusdo normal) em solucéo salina PBS, colocadas para secar a temperatura ambiente
e posteriormente armazenadas a 4 °C.

Apbs o periodo de exposicao, 20 uL da amostra de sangue + SFB foram
homogeneizados a 100 pL de agarose baixo ponto de fusédo a 0,5 % (GibcoBRL®),
diluida anteriormente em solucdo salina PBS a 37 °C. Esse material foi entédo
distribuido nas laminas, as quais foram cobertas com laminulas (24 x 60 mm) e
mantidas em geladeira (4 °C) por cerca de 20 minutos para fixacdo. Além disso, cerca
de 7 laminas com amostras aleatorias de sangue + SBF foram separadas para o grupo
controle positivo, onde se expos o0 material a uma solucdo de H202 (Agua oxigenada)
a 0,1 %, diluida em PBS, e depois lavadas com PBS gelado para parar a reacéo.

Apo6s solidificacdo, as laminulas foram removidas e as laminas foram
mergulhadas em solucéo de lise uso contendo 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
Tris (pH ajustado para 10,0 com NaOH), 1 % de N-lauril sarcosina, 1 mL de Triton X-
100 e 10% DMSO. A solucéo de lise uso foi preparada a partir de uma solucdo-
estoque contendo NaCl 2,5 M; EDTA 100 mM e Tris 10 mM. As laminas
permaneceram nessa solu¢cdo por no minimo uma hora, a 4 °C e protegidas da luz.
Em seguida, as laminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese e
submersas em tampao alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13,0) recém
preparado e mantido a 4 °C. Apos 15 minutos de submersao neste tampéao, procedeu-
se com a eletroforese a 250 V, 350 mA e a 4 °C durante 15 minutos. Ao término da
corrida, as laminas foram neutralizadas em solucéo 0,4 M Tris-HCI; pH 7,5, e a cada
5 minutos as laminas eram retiradas do tampdo, permanecendo a temperatura
ambiente e depois retornando para o tampao por mais 5 minutos, e assim
sucessivamente por trés vezes. Para finalizar, elas foram fixadas em etanol P.A por 7

minutos. Apds secagem em temperatura ambiente, protegidas da luz, as laminas
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foram guardadas a 4 °C até o momento da analise. Todas as etapas foram realizadas
em auséncia de luz direta (penumbra) para evitar danos adicionais no DNA, e de forma
aleatoria cada cuba de lise e corrida continham pelo ao menos uma lamina de controle
positivo.

Nos ensaios crénico e de recuperacao, a eletroforese ocorreu a 300 mA, a 4
°C, com 20 minutos de descanso e 20 minutos de corrida.

Foram avaliadas 100 células por individuo, 50 em cada lamina, teste duplo-
cego, e a coloracao realizada com brometo de etidio a 20 mg.mL. A avaliagado visual
foi feita através de um microscopio de fluorescéncia Axioskop-Il da Carl Zeiss®, filtro
de 510 - 560 nm, barreira de filtro de 590 nm e aumento total de 400X, utilizando-se
as 5 classes de cometa propostas por Collins (1995), conforme ilustra figura 9, e 0
indice de danos no DNA foi calculado de acordo com Jaloszynski e colaboradores
(1997).

Figura 9. Categoria de danos em nucleoides de sangue periférico de zebrafish no ensaio cometa
(Single Cell Gel Eletrophoresis - SCGE). Aumento 400X. Fonte: (AUTORIA PROPRIA, 2023).

A quantificacéo do indice de dano no DNA foi mensurada em danos moderados
(DM) e elevados (DE), para o escore total de 100. Para a quantificagdo do dano

moderado (DM) foi utilizada a formula:

DM (ua)= 100 x N1 + N2
400

E para a quantificacdo do dano elevado (DE) foi utilizada a seguinte formula:



56

DE (ua)= 100 x N3 + N4
400

10.5 Marcadores bioquimicos

Assim como o ensaio do cometa, os marcadores bioquimicos foram avaliados
nas trés exposi¢cdes: aguda, cronica e de recuperagao.

A acetilcolinesterase (AChE) foi mensurada nas amostras da cabeca e na
cauda (musculatura esquelética). A cabeca foi considerada da boca até o opérculo, e
a cauda, do poro anal até a ponta da nadadeira caudal. Para medicdo da glutationa-
S-transferase (GST) utilizou-se amostras de branquias e do corpo, para este ultimo foi
considerado desde o opérculo até o poro anal. E para as analises de lactato
desidrogenase (LDH) foram selecionadas apenas amostras da cauda.

As amostras da cabeca, branquias, corpo e cauda de sete animais, foram
seccionadas e armazenadas em tubo de microcentrifuga (Eppendorf®) com 1 mL de
tampdo fosfato 0.1 M pH 7,2, trituradas com auxilio tesoura e armazenadas a - 20 °C,
sendo posteriormente sonicadas com trés pulsos de 20 segundos a 99 Hz em
desruptor de célula ultra-sénico (UNIQUE®), com intervalos de mesmo tempo, sob
béquer com gelo para evitar o aquecimento e perda do material. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 10000 RPM, a 4 °C, por 20 minutos, o sobrenadante
pos-mitocondrial (PMS) foi separado e nhovamente congelado a - 20 °C até posterior
analise em Multiskan FC Thermo Scientific®.

A quantificacdo da concentracdo total de proteinas foi determinada segundo
protocolo de Bradford (1976). Toda a analise foi determinada em quadruplicata a 595
nm, utilizando a y-globulina como padrédo, para a determinagcéo das enzimas foram

utilizadas as concentracdes de 0,3 - 0,7 mg/L de proteinas.

10.5.1 Atividade de acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi mensurada em amostras
da cabeca e cauda. A atividade enzimatica foi determinada através do aumento da cor
amarela proveniente da producdo de 5-mercapto-2-nitrobenzoato pela reacdo do

substrato tiocolina com 5,5’-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) ou DTNB.
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A atividade da AChE foi expressa em nanomol de substrato hidrolisado por
minuto por mg de proteina, apds 10 minutos de reacdo a absorbancia foi mensurada
em 405 nm, com intervalos de 40 segundo num total de 5 minutos, conforme protocolo
de Ellman et al. (1961), adaptado para microplacas (GUILHERMINO et al. 1996). Para
isso, foram utilizados 50 pl de PMS e 250 pl de solucédo de reacgéao (acetilcolina (ACh)
e propioniltiocolina (75 mM) e DTNB (10 mM)) em tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,2)
contra o branco, 50 ul de tampéao fosfato (0,1 M, pH 7,2) e 250 ul de solucao de reacao.

10.5.2 Atividade de Glutationa-S-Transferase (GST)

A avaliacao do estresse oxidativo por meio da enzima glutationa-S-transferase
(GST) seguiu-se as metodologias descritas por Monteiro et al. (2006). A atividade da
GST foi medida de acordo com 1-cloro-2, 4 dinitrobenzeno (CDNB) como substrato
(HABIG et al. 1974). A formacdo de adutos glutationa S-2 ,4-dinitrofenil foi
acompanhada pelo aumento da absorbancia a 340 nm contra o branco. O coeficiente
de extingdo molar utilizado para CDNB foi de 9,6 mM-.cm™. A atividade foi expressa
como a quantidade de enzima que catalisa a formacdo de um nanomols de produto
formado por minuto por miligrama de proteina, em amostras da branquia e corpo.

A atividade foi determinada usando 100 ul de PMS, 200 ul de solucéo de reacgéo
(glutationa (10 mM), diluida em tampé&o fosfato (0,1 M, pH 6,5, e CDNB (10 mM)) em
tampao fosfato (0,1 M, pH 7,2) contra o branco, 100 ul de tampéo fosfato (0,1 M, pH
7,2) e 200 ul de solucao de reacéo, lido de imediato com intervalos de 40 segundos,

em um total de 5 minutos, ou 8 leituras.

10.5.3 Atividade de Lactato desidrogenase (LDH)

As determinacdes de LDH foram mensuradas em amostras da cauda e
seguiram a metodologia descrita por Vassault et al. (1983), com modificacdes
introduzidas por Diamantino et al. (2001). A atividade enzimatica foi determinada em
guadruplicata e expressa em nanomols de substrato hidrolisado por minuto, por mg
de proteina. Para isso, usou-se 40 yl de PMS mais 250 pl de solugéo de reacéo (NADH
(0,24 mM), piruvato (10 mM)) e tampéao Tris-NaCl (0,1 M, pH 7,2), contra o branco, 40

Ml de tampéo fostato (0,1 M, pH 7,2) e 250 ul de solucdo de reacdo, mensurados em
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340 nm, com intervalos de 40 segundos, perfazendo um total de 05 minutos de leitura,

ou, 08 leituras.

11. Anélise estatistica

Para a avaliacdo das diferengas estatisticas os dados foram avaliados
utilizando o pacote SigmaPlot versao 12.5. Para tanto, os dados foram avaliados
quanto a distribuicdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a
homogeneidade da variancia pelo teste de Levene. Quando os dados apresentaram
nenhuma significancia (p > 0,05) quanto a normalidade ou homogeneidade foi utilizado
o teste ANOVA One-Way. Quando os dados ndo passaram no teste de normalidade
e/ou no teste de homogeneidade de variancia, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado.
O teste de Dunn ou Dunnett foi utilizado para detectar diferengas significativas entre
as concentracdes testadas e o grupo controle (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

Adicionalmente, foi utilizado o teste ANOVA Two-Way seguido do teste Holm-
Sidak, para averiguar diferencgas entre 0s grupos experimentais ao longo do tempo de

exposicgao.

12. Resultados (ensaios com zebrafish)

12.1 Ensaio de embriotoxicidade em zebrafish (FET)

Os PE MPs nao causaram alteracbes significativas na embriogénese de
zebrafish, como atraso na eclosdo, inducdo de malformacbes e aumento da
mortalidade (figura 10, ANOVA p > 0.05). Além disso, os MPs com 59 ym de diametro
nao ultrapassaram a membrana coribnica dos embrifes, conforme se pode visualizar
nas figuras 11 e 12, elas permanecem do lado de fora do corion, dessa forma o corion
age como barreira protetora para os embrides. As figuras 13 e 14 mostram larvas do
controle agua e do controle Tween 80 %, e as figuras 15 e 16, o intestino das larvas

com MPs, elucidando que a contaminacao realmente se inicia apos a eclosao.
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Figura 10. Panorama geral do ensaio de embriotoxicidade em zebrafish (FET).
Os embriGes foram expostos a microparticulas de polietileno ao longo de 96 h
de exposicdo. Nao foram observadas alteragbes significativas quando
comparados ao controle agua (ANOVA, p > 0.05).
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Figura 11. Fotomicrbgrafia de embrido de Figura 12. Fotomicrografia de erﬁriéo de

zebrafish com 36 horas da fertilizacéo. zebrafish com 72 horas da fertilizacéo.
Concentragdo de 50 mg.Lt. Aumento 50X. Concentragdo de 12,5 mg.L1. Aumento 32X.

Figura 13. Fotomicrografia de larva de Figura 14. Fotomicrografia de larva de
zebrafish com 96 horas da fertilizacdo. zebrafish com 96 horas da fertilizacdo.
Concentracdo 0,00 mg.L' - grupo controle. Concentragdo 0,01 % de Tween 80 %.
Aumento 20X. Aumento 20X.

Figura 15. Fotomicrografia de larva de Figura 16. Fotomicrografia de larva de zebrafish
zebrafish com 96 horas da fertilizacéo. com 96 horas da fertilizag@o. Concentragdo de
Concentragdo de 50 mg.Lt. Aumento 20X. A 100 mg.L't. Aumento 20X. A seta indica um
seta indica um microplastico de polietileno no microplastico de polietileno no intestino da larva.

intestino da larva.
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12.2 Ensaio com juvenis

Somente apds 15 dias em agua limpa, livres de MPs, o aglomerado de MPs
desapareceu do limen intestinal dos juvenis, expostos a 50 mg.L™. Isso mostra que a

depuracéo gastrointestinal ocorre de forma lenta, figuras 17 a 20.

Figura 17. Fotomicrografia de fluorescéncia de Figura 18. Fotomicrografia de fluorescéncia de
larva de zebrafish. Microplasticos de polietileno juvenil de zebrafish apdés 24 horas de
no intestino. Magnificacdo 15X. recuperacdo. Concentracédo de 50 mg.L2.

Figura 19. Fotomicrografia de fluorescéncia de Figura 20. Fotomicrografia de fluorescéncia de
juvenil de zebrafish apds 07 dias de recuperacao. juvenil de zebrafish ap6s 12 dias de recuperagéo.
Concentragdo de 50 mg.L1. Concentragdo de 50 mg.L1.
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12.3 Ensaio com adultos

12.3.1 Avaliacéo dos parametros fisico-quimicos da agua de zebrafish

Ao longo das trés exposicdes o pH se manteve na faixa de 7 + 1, a temperatura
no ensaio agudo se manteve em 26 °C + 1, no cronico a 24 °C + 1 e na recuperacao
22 °C + 1. Na exposicao cronica a turbidez teve um aumento gradativo conforme o
aumento de particulas presentes na agua, minima de 1,44 UNT (controle 4gua) e
maxima de 9,47 UNT (100 mg/L), as médias foram obtidas do total de semanas de
exposicao, e na recuperacdo a média foi de 1,30 UNT. No experimento agudo a
turbidez n&o foi medida.

O oxigénio dissolvido (OD) - fundamental para a vida aquética - no experimento
agudo foi diminuindo gradativamente e ao término o menor valor detectado foi de 4
mg/L o que corresponde a 48 % de oxigenacdo. Na exposi¢cao cronica a minima de
OD foi de 5,75 mg/L (68,1 %). Na recuperacao, o OD se manteve com a concentracéo
na faixa de 8 - 9 mg/L, e saturacdo acima de 100 %.

A amonia total n&o ionizada (NHs, ou amoénia real) € mensurada em funcéo do
pH e da temperatura, valores acima de 0,04 ppm nao séo considerados seguros para
peixes (ALCON, [202-?]). No ensaio agudo, os valores apresentados na tabela 2 se
referem aos dados brutos (amoénia total em ppm) obtidos de uma Unica medi¢céo
realizada apds as 96 horas de exposi¢cdo. Ao analisar os dados, percebe-se uma
diminuicao na liberacdo da amonia apds a exposi¢cao, a concentracdo de amonia nos
aquarios com 100 mg.L* de MPs foi de 0,004 ppm, 9 vezes menor que o controle
agua (0,036 ppm).

Para o ensaio crénico, foram realizadas varias medicdes de amonia toxica ao
longo dos 28 dias. E 0 que se observa na tabela 3, € que todos os valores da média
de amdnia toxica ficam abaixo do valor de referéncia que foi o controle agua. Desta
forma, percebe-se que essa inibicdo da liberacdo de amodnia ocorre de forma
significativa (p < 0,05) a partir do 22 ° dia de exposi¢ao. Isso confirma o resultado ja
observado na exposicao aguda.

Na recuperacdo, a liberacdo de amodnia toxica ao longo dos 14 dias foi
representada na tabela 4. Quando se comparou a média do controle versus a média
dos grupos expostos apés 4 dias de recuperacdo, todos os grupos tiveram uma

diminuicdo estatisticamente significativa (p < 0,05). Com 8 dias de recuperacéo,
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apenas 0S grupos expostos a microplasticos tiveram um aumento significativo na
concentracdo de amonia; e com 14 dias, a concentracdo de amodnia nédo foi

estatisticamente significativa em nenhum dos grupos (p > 0,05).

Tabela 2. Aménia real na agua de exposicédo de zebrafish no ensaio

agudo.
Grupo Ensaio agudo (dados
brutos)
Controle 0,036 ppm
Tween 80 % 0,028 ppm
12,5 mg.L? 0,028 ppm
50 mg.L? 0,018 ppm
100 mg.L? 0,004 ppm

Os valores do ensaio agudo se referem aos valores brutos de amdnia
téxica.



Tabela 3. Aménia real na 4gua de exposi¢céo de zebrafish no ensaio crénico.
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_ ,dArrC;onla trol 4 dias 8 dias 12dias 14 dias 18 dias 22 dias 24 dias 28 dias

* (média do controle) % (0,0490) % (0,0205) % (0,0620) % (0,0365) ¥ (0,0615) % (0,111) % (0,090) % (0,127)
Controle vs Tween 80 % 0,0280 0,0105 0,0255 0,0220 0,0165 0,0460 0,0460 0,0161
(X média e valor de p) (p=0,421) (p=0,917) (p = 0,020) (p =0,289) (p = 0,008) (p <0,001) (p = 0,002) (p = 0,035)
Controle vs 12,5 mg.L™*? 0,0280 0,0105 0,0230 0,0110 0,0420 0,0270 0,0270 0,0900
(x média e valor de p) (p =0,337) (p = 0,845) (p =0,019) (p=0,128) (p =0,289) (p <0,001) (p <0,001) (p =0,027)
Controle vs 50 mg.L? 0,0490 0,0185 0,0315 0,0105 0,0615 0,0360 0,0360 0,0720
(X média e valor de p) (p =1,000) (p =0,883) (p = 0,030) (p =0,224) (p =1,000) (p <0,001) (p =0,001) (p <0,001)
Controle vs 100 mg.L? 0,0490 0,0110 0,0140 0,0105 0,0335 0,0145 0,0145 0,0995
(X média e valor de p) (p =1,000) (p =0,736) (p = 0,004) (p=0,173) (p =0,128) (p <0,001) (p <0,001) (p = 0,048)

Os valores apresentados na tabela se referem a média (x) do controle em relacdo & média (x) dos grupos expostos. Foram considerados significativos valores de p < 0,05, os

quais estdo destacados em negrito.

Tabela 4. Aménia real na agua de exposi¢cdo de zebrafish no ensaio de recuperacéo.

Amonia

S 4 dias 8 dias 14 dias

% (média do controle) % (0,0720) % (0,127) % (0,0180)
Controle vs Tween 80 % 0,127 0,127 0,0180
(X média e valor de p) (p <0,001) (p =1,000) (p =1,000)
Controle vs 12,5 mg.L* 0,127 0,0750 0,0225
(X média e valor de p) (p <0,001) (p <0,001) (p =0,769)
Controle vs 50 mg.L? 0,127 0,156 0,00180
(X média e valor de p) (p <0,001) (p = 0,002) (p=0,122)
Controle vs 100 mg.L? 0,127 0,0900 0,0235
(X média e valor de p) (p <0,001) (p <0,001) (p=0,817)

Os valores apresentados na tabela se referem a media (x) do controle em relagéo a
média (x ) dos grupos expostos. Foram considerados significativos valores de p <
0,05, os quais estdo destacados em negrito.
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12.3.2 Andlises histologicas

As analises histolégicas mostram aglomerados de MPs de polietiieno com
fluorocromo laranja no lumen intestinal do peixe D. rerio. Conforme pode-se ver nas
figuras 23 e 24, esses MPs nao estavam presentes nas branquias nem em outros
orgaos deste peixe. A figura 21 refere-se ao controle agua, as figuras 22, 25 e 26

mostram o acumulo dessas particulas no intestino de zebrafish.
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Figura 21. Fotomicrografia de fluorescéncia do
intestino de adulto de zebrafish. Concentracéo
0,00 mg.L! - grupo controle. N&o foram
detectados microplasticos de polietileno.

Figura 22. Fotomicrografia de fluorescéncia do
intestino de adulto de zebrafish. Concentracéo de
50 mg.L™1. Foram detectados microplasticos de
polietileno na luz intestinal.

Figura 23. Fotomicrografia de fluorescéncia das
branquias de adulto de zebrafish. Concentracéo
de 50 mg.Ll N&o foram detectados
microplasticos de polietileno.

Figura 25. Fotomicrografia de fluorescéncia do
intestino de adulto de zebrafish. Concentracéo
de 50 mg.L™%. Foram detectados microplasticos
de polietileno na luz intestinal.

Figura 24. Fotomicrografia de fluorescéncia do
figado de adulto de zebrafish. Concentracdo de
50 mg.L*. Nao foram detectados microplasticos
de polietileno.

Figura 26. Fotomicrografia de fluorescéncia do
intestino de adulto de zebrafish. Concentracao
de 50 mg.L™1. Foram detectados microplasticos
de polietileno na luz intestinal.
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12.3.3 Frequéncia de Micronucleos e de Anomalias Nucleares

A frequéncia de microndcleos e de anomalias nucleares nos eritrocitos foram
avaliadas apenas no ensaio agudo e ndo foram observadas diferencas estatisticas (p
> 0,05), figura 27.
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Figura 27. Frequéncia absoluta de microndcleo e anomalias nucleares em
eritrocitos  periféricos de zebrafish, ensaio agudo. Os dados estdo
representados pela porcentagem meédia + erro padrdo. O grupo controle foi
comparado aos tratados com microplasticos de polietileno (12,5 mg.L?, 50
mg.L*e 100 mg.L?) e ao dispersante grupo Tween 80 %, p > 0,05.

12.3.4 Ensaio do Cometa

No ensaio agudo, apenas o grupo controle positivo, expostos a H202 a 0,1%,
teve danos moderados e elevados significativos (p < 0,05) quando comparados ao
controle dgua. Os demais grupos expostos nao tiveram o valor p significativo, figura
28. O mesmo resultado para os danos elevados foi observado na exposicéo crénica
(28 dias), apenas a H202 teve dano elevado significativo (*** p < 0,001) quando
comparados ao controle (fig. 29). No ensaio de 14 dias de recuperagéo, 0 exposto a
H202, teve danos moderados e elevados significativos (*** p < 0,001) quando
comparados ao controle (fig. 30). Todavia, 0 aumento da significancia estatistica se
deve, possivelmente, ao maior tempo de corrida, que foi de 20 minutos nestes dois

ultimos ensaios.
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Figura 28. indice de danos moderados e elevados do
DNA em eritrécitos de zebrafish, ensaio agudo. Os
dados estdo representados pela média de indice de
danos * erro padrdo. O grupo controle foi comparado
aos tratados com microplasticos de polietileno (12,5
mg.L?, 50 mg.Lte 100 mg.Lt) e ao grupo Tween 80
%, * p < 0,05.
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Figura 30. indice de danos moderados e elevados do
DNA em eritrocitos de zebrafish, ensaio de
recuperacao. Os dados estdo representados pela
média de indice de danos * erro padrdo. O grupo
controle foi comparado aos tratados com
microplasticos de polietileno (12,5 mg.L1, 50 mg.L?
e 100 mg.L?) e ao grupo Tween 80 %, *** p < 0,001.
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Figura 29. indice de danos moderados e elevados do
DNA em eritrécitos de zebrafish, ensaio crénico. Os dados
estdo representados pela média de indice de danos * erro
padréao. O grupo controle foi comparado aos tratados com
microplasticos de polietileno (12,5 mg.L, 50 mg.L-te 100
mg.Lt) grupo Tween 80 %, *** p < 0,001.
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12.3.5 Marcadores bioquimicos

12.3.5.1 Atividade de acetilcolinesterase

No ensaio agudo, a atividade da AChE em amostras da cabeca tiveram
diminuicao significativa (*** p < 0,001) nas concentracdes de 50 mg.L* (135,8 nmol/mg
de proteina) e 100 mg.L! (131,5 nmol/mg de proteina) quando comparadas ao
controle 4gua (251,4 nmol/mg de proteina). Na cauda nao foi detectada diferenca
estatistica significativa, p > 0,05, conforme ilustra a figura 31. A diminuicdo também
foi observada no ensaio crénico, sendo observados valores de p significativos (*** p <
0,001) quando se comparou o controle agua (354,6 nmol/mg de proteina) aos grupos
Tween 80 % (251,5 nmol/mg de proteina), 12,5 mg.L* (245,6 nmol/mg de proteina) e
100 mg.L? (200,7 nmol/mg de proteina), e significativo (**) quando comparado a
concentracdo de 50 mg.L* (p = 0,002), média de 272,5 nmol/mg de proteina. Na
cauda, a atividade também nao demonstrou valor significativo, p = 0,058 (fig. 32).

Em contrapartida, no grupo de recuperacgéao, atividade de AChE na cabeca nao
demonstrou valor significativo, p > 0,05. Mas na cauda os valores de p foram
significativos. A diminuicdo foi significativa (*** p < 0,001) quando comparados ao
controle (649,2 nmol/mg de proteina) os grupos 12,5, 50 e 100 mg.L, com médias de
451,3, 330,3 e 287 nmol/mg de proteina respectivamente. O valor de p foi significativo
(** p < 0,01) quando o controle foi comparado ao dispersante Tween 80 % (média de

491,7 nmol/mg de proteina), conforme figura 33.
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Figura 31. Acetilcolinesterase (AChE) em amostras da
cabeca e da cauda em adultos de zebrafish, ensaio
agudo. Os dados estdo representados pela média da
atividade de AChE + erro padrdo. O grupo controle foi
comparado aos tratados com microplasticos de
polietileno (12,5 mg.L1, 50 mg.L* e 100 mg.L?) e ao
grupo Tween 80 %, *** p < 0,001.
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Figura 33. Acetilcolinesterase (AChE) em amostras da
cabeca e da cauda em adultos de zebrafish, ensaio de
recuperacao. Os dados estao representados pela média
da atividade de AChE + erro padréo. O grupo controle foi
comparado aos tratados com microplasticos de
polietileno (12,5 mg.L, 50 mg.L* e 100 mg.L1) e grupo
Tween 80 %, *** p < 0,001 e ** p < 0,01.
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Figura 32. Acetilcolinesterase (AChE) em amostras da
cabeca e da cauda em adultos de zebrafish, ensaio
cronico. Os dados estdo representados pela média da
atividade de AChE % erro padrdo. O grupo controle foi
comparado aos tratados com microplasticos de
polietileno (12,5 mg.L, 50 mg.L* e 100 mg.L?) e ao
grupo Tween 80 %, *** p < 0,001 e ** p <0,01.
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12.3.5.2 Atividade de glutationa-S-transferase

Na exposi¢ao aguda, a mensuragédo da atividade de glutationa-S-transferase
nas branquias de zebrafish teve aumento significativo (*** p < 0,001) quando se
comparou 0S grupos expostos, Tween 80 %, 12,5, 50 e 100 mg.L! ao controle ou
agua reconstituida, média de 46,9 nmol/mg de proteina no controle, e 55,9, 89,2, 95,4
e 93,2 nmol/mg de proteina, nos demais grupos respectivamente. Em contrapartida,
nas amostras do corpo houve uma diminui¢do significativa, p < 0,05 na atividade
enzimatica quando se comparou o controle (75,43 nmol/mg de proteina) as
concentracées de 50 mg.L* (54,78 nmol/mg de proteina) e 100 mg.L* (56,60 nmol/mg
de proteina) (fig. 34).

No ensaio cronico, a atividade da GST nas branquias permaneceu significativa
(*** p < 0,001) quando se comparou o controle &gua a concentragdo de 12,5 mg.L™?,
e quando se comparou as concentracdes de 50 mg.L* e 100 mg.L* o aumento foi
significativo, ** p < 0,05. Em contrapartida ao resultado das branquias e ao resultado
do corpo no experimento agudo, as amostras do corpo, no ensaio crénico, nao tiveram
diferencas significativas (fig. 35).

Na recuperacdao, as branquias tiveram aumento significativo (* p < 0,05) quando
se comparou o grupo agua as concentracdes de 12,5, 50 e 100 mg.Lt. Porém, no
corpo nao foram observadas diferengas estatisticamente significantes, p < 0,05 (fig.
36).



Teste Agudo
140

HE GSTbranguias
120 4 [ GSTeompe

EET)

100 +

80 + T

Atividade GST (nmol/minimg de proteina)

T

Controle Tween 12,5 mg/L 50 mgiL 100 mg/'L

Grupos expostos

Figura 34. Glutationa-S-transferase (GST) em amostras
da brénquia e corpo em adultos de zebrafish, ensaio
agudo. Os dados estdo representados pela média da
atividade de GST = erro padrdo. O grupo controle foi
comparado aos tratados com microplasticos de
polietileno (12,5 mg.L%, 50 mg.L* e 100 mg.L?) e ao
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Figura 36. Glutationa-S-transferase (GST) em
amostras da branquia e corpo em adultos de zebrafish,
ensaio de recuperacdo. Os dados estdo representados
pela média da atividade de GST * erro padrao. O grupo
controle foi comparado aos tratados com
microplasticos de polietileno (12,5 mg.L1, 50 mg.L* e
100 mg.L1) e ao grupo Tween 80 %, * p < 0,05.
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Figura 35. Glutationa-S-transferase (GST) em
amostras da branquia e corpo em adultos de zebrafish,
ensaio crénico. Os dados estdo representados pela
média da atividade de GST + erro padrao. O grupo
controle foi comparado aos tratados com
microplasticos de polietileno (12,5 mg.L?, 50 mg.Lt e
100 mg.L?1) e ao grupo Tween 80 %, *** p < 0,001 e **
p <0,01.
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12.3.5.3 Atividade de lactato desidrogenase

Na exposicdo de 96 horas (aguda) ndo foram observadas diferencas
estatisticas nas amostras da cauda de zebrafish na atividade da enzima lactato
desidrogenase (LDH), figura 37. No experimento crénico, uma diminuicao significativa
* p < 0,05 (fig. 38) foi observada quando se comparou o controle agua (média de
1345,6 nmol/mg de proteina) aos expostos a MPs nas concentracdes de 12,5 mg.L?
(1074,3 nmol/mg de proteina), 50 mg.L* (1037,8 nmol/mg de proteina) e 100 mg.L*
(1090,5 nmol/mg de proteina). Assim como o observado no agudo, na recuperagao
nao foram detectados valores estatisticamente significativos na atividade de LDH, p >
0,05 (fig. 39).
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Figura 37. Lactato desidrogenase (LDH) em amostras da
cauda em adultos de zebrafish, ensaio agudo. Os dados estdo
representados pela média da atividade de LDH * erro padréo.
O grupo controle foi comparado aos tratados com
microplasticos de polietileno (12,5 mg.Lt, 50 mg.L* e 100
mg.L1) e ao grupo Tween 80 %, p > 0,05.
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Figura 39. Lactato desidrogenase (LDH) em amostras da
cauda em adultos de zebrafish, ensaio de recuperacgéo. Os
dados estao representados pela média da atividade de
LDH + erro padrao. O grupo controle foi comparado aos
tratados com _microplasticos de polietileno (12,5 mg.L?,
50 mg.L*e 100 mg.L?) e ao grupo Tween 80 %, p > 0,05.
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Figura 38. Lactato desidrogenase (LDH) em amostras
da cauda em adultos de zebrafish, ensaio crénico. Os
dados estdo representados pela média da atividade de
LDH # erro padréo. O grupo controle foi comparado aos
tratados com micropléasticos de polietileno (12,5 mg.L?,
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0,05.



75

13. Discussao sobre 0s ensaios com zebrafish

Plasticos séo poluentes onipresentes em todo o mundo (PITT et al. 2018). As
microesferas plasticas sdo comuns em produtos de limpeza facial e corporal
(FENDALL; SEWELL, 2009; KATARE et al. 2022; WANG, et al. 2022), sendo que OS
PE MPs estao presentes em cerca de 90 % de produtos esfoliantes facial e corporal,
e devido ao seu tamanho, <5 mm, ndo sao retidas pelas estacdes de tratamento de
agua, e por isso estdo presentes em grande quantidade nos efluentes (FENDALL,;
SEWELL, 2009). Além disso, plasticos de polietileno (de alta e baixa densidade) séo
um dos mais produzidos no Brasil (ABIPLAST, 2021), logo, em virtude desses dados,
MPs de polietileno foram selecionados para este estudo.

A abundancia e distribuicdo de MPs em agua doce séo afetadas sobretudo pela
presenca humana, pela proximidade a centros urbanos, condi¢bes hidroldgicas e
meteoroldgicas (XU et al. 2020a). Muitos estudos ecotoxicoldgicos revelam os efeitos
de MPs em organismos marinhos (COLE et al. 2013; NELMS et al., 2019; EXPOSITO
et al., 2022; BOSKOVIC; JOKSIMOVIC; BAJT, 2023; RIVER-AUTY et al., 2023;
ZAVALA-ALARCON et al. 2023), mas poucos trabalhos demonstram os efeitos em
organismos de agua doce, sobretudo em crustaceos e peixes (CASILLAS et al. 2023).
Por isso, esses estudos se fazem necessarios.

O ensaio de embriotoxicidade (FET) esta bem descrito no guideline n° 236 da
OECD (2013), e tem elucidado os possiveis efeitos adversos de substancias que
estdo disponiveis no ambiente (PIAU et al. 2022). Nosso trabalho demonstrou que
microesferas de polietileno de 59 ym néo ultrapassam a barreira do coérion, mas que
podem ficar aderidas a ele (figuras 11 e 12). O cdrion tem uma espessura de cerca de
3,5 um e aberturade 0,5-0,7 um, ele age como uma barreira protetora para o embriao
de zebrafish, por isso, compostos maiores que 3kDa ndo conseguem ultrapassar, mas
compostos como a agua, ions e outros produtos menores conseguem permear essa
barreira (JONES; MARTIN; HARDY, 1978).

Conforme se observou, o contato direto do zebrafish com os MPs ocorreu apés
a ecloséo, por volta de 72 horas ap6s a fecundacao (hpf), e a partir de entéo, a
ingestao oral tomou importancia (BAUER, MALLY, LIEDTKE, 2021). A ingestédo de
microplastico foi observada nas figuras 15 e 16, que mostram as larvas expostas, nas
concentracdes de 50 e 100 mg.L, com essas particulas no intestino. Além disso,
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outras alteracdes, por mais que tenham sido detectadas ndo foram estatisticamente
significativas, p > 0,05.

Resultado semelhante foi encontrado por Qiang e Cheng (2019), eles néo
encontraram efeito no desenvolvimento embrionario de zebrafish exposto a MP de
poliestireno verde de 1 um de diametro, porém eles verificaram alteracdes na
competéncia natatoria, como distancia e velocidade. Assim como nesse trabalho,
outro estudo de 2022 (MANUEL et al.), também nado viu alteracdes no
desenvolvimento embriolarval de D. rerio expostos a NPs de 22 nm. Todavia, Malafaia
et al. (2020) expbs embrides de zebrafish a PE MPs de marcados cm Vermelho de
Nilo de 38,6 um e observou a eclosdo precoce e alteracbes morfométricas
significativas. Pitt et al. (2018), também perceberam que NPs de 34,8 nm
atravessaram o cérion. Desta forma, percebe-se que esses resultados estdo mais
associados a dinamica das particulas, ao formato e tamanho delas, a concentracdo
ou mesmo as condi¢cdes de experimentacdo. Pois alguns trabalhos ja relataram que
MPs de forma irregular ou fragmentada possuem um perfil de interacdo diferente das
microesferas plasticas (WEBER et al. 2021; WANG et al. 2022).

Assim como no resultado do FET, o ensaio com juvenis mostrou que apdos o
desenvolvimento do habito alimentar as MPs séo facilmente ingeridas por zebrafish,
as figuras 17 a 19 mostram o trato gastrointestinal cheio de MPs laranja. Porém, a
total depuracdo delas ndo ocorre de forma imediata, pois N0 NOSSO experimento a
eliminacao total em juvenis levou cerca de duas semanas, figura 20.

Em um artigo de reviséo, Xu et al. (2020a), consideraram que a depuracéo de
MPs é significativamente rapida, até 14 dias em artemias e questdo de horas para
outras espécies como mexilhdes. Pitt et al. (2018), também verificaram que a
eliminacdo de NPs em zebrafish ocorre, mas de forma lenta, pois em 168 hpf elas
ainda estavam presente no Gl de larvas de Danio. Outros estudos mostram que as
microesferas plasticas causam injurias no intestino, mas sao eliminadas de forma mais
rapida do que particulas irregulares (BARNES et al. 2009; VENDEL et al. 2017). Nesse
sentido, percebe-se que a depuracao ocorre, de forma rapida ou lenta, mas ocorre, 0
gue corrobora nossos achados, pois percebe-se, que a eliminagdo de xenocompostos
€ uma estratégia de sobrevivéncia de muitos organismos aquaticos.

Pitt et al. (2018) indicam que apdés 120 hpf o trato gastrointestinal (Gl) de
zebrafish esta funcional, e por isso, as particulas podem ali se acumular, conforme

ilustra a figura 18. Assim como nesse estudo, outros ja observaram a presenca de
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MPs no intestino de adultos de zebrafish (LU et al. 2016) e de tilapias (DING et al.,
2018). Entretanto, esses mesmos trabalhos observaram essas particulas em outros
orgdos como nas branquias e no figado, o que nado foi observado nas amostras
histologicas deste trabalho, figuras 21, 23 e 24. Talvez isso se deva ao tamanho do
peixe, pois a tilapia atinge tamanhos maiores que os de D. rerio, ao tempo de
exposicao e a quantidade de microplastico ao qual o animal foi exposto.

A presenca de MPs pode ocasionar um processo inflamatorio no intestino de
peixes (LU et al., 2016; QIANG; CHENG, 2019; MEDRIANO; BAE, 2022) e com isso
alterar a microbiota causando disbiose intestinal (JIN et al. 2017; JIN et al. 2018). Essa
alteracdo na microbiota intestinal e o processo inflamatério ja foi observado inclusive
em outras espécies como em aves-marinhas (FACKELMANN et al. 2023) e em
humanos, onde a concentracdo de MPs foi maior no conteudo fecal de pacientes com
doenca inflamatoria intestinal (YAN et al. 2022).

Os plasticos podem causar estresse oxidativo e citotoxicidade devido ao
processo inflamatdrio, além disso interferem, por vezes, na expressao génica por meio
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (BHUYAN, 2022) e assim causarem danos
no DNA (CAl et al. 2017; SOKMEN et al. 2019). Lemoine et al. (2018) verificaram que
MPs de polietileno de 10 — 45 pm induziram mudancas transcricionais durante o
desenvolvimento embriolarval de zebrafish e Limonta e colaboradores (2019) também
perceberam o mesmo em adultos de Danio.

Araujo et al. (2022) demonstraram que MPs de polietileno de 36 um, exposicao
de 15 dias, foram capazes de induzir quebra significativa no DNA de zebrafish no
ensaio do cometa, porém ndo encontraram 0 mesmo no ensaio do micronucleo e de
anomalias nucleares. Apesar desse dado de cometa, nosso estudo ndo detectou
alteracdes significativas no DNA por meio de ambos 0s ensaios, tanto na exposi¢cao
de 96 horas quanto na de 28 dias (figuras 28 e 29), também né&o foram observadas
alteracdes significativas em anomalias nucleares e no ensaio do micronucleo (fig. 27).

Outro trabalho mostrou genotoxicidade em Ceriodaphnia dubia expostas a MPs
(NUGNES et al. 2022). Entretanto, mais uma vez acredita-se que esses resultados
estejam associados ao tempo de exposicdo, ao tamanho e as concentracdes das
MPs.

Outro marcador que deve ser considerado em ensaios com organismos
aguaticos sao os parametros que avaliam a qualidade da agua dos experimentos, pois

alguns deles sédo fundamentais para o bem-estar e qualidade de vida do peixe, como
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0 oxigénio dissolvido (OD), pH, turbidez e aménia toxica. A Resolugdo CONAMA 357
(BRASIL, 2005) que classifica as aguas doces para o0 consumo humano e preservagao
das comunidades aquaticas, observa que aguas de classe 3 - as destinadas ao
consumo humano, apds tratamento convencional ou avancado, e destinada a pesca
amadora - ndo devem ter OD menor que 4 mg.L%, turbidez até 100 UNT, e pH de 6 —
9.

Segundo a CETESB ([202-?a]), o OD é um fator limitante para a manutencao
da vida aquatica e de processos de autodepuracdo em sistemas aquaticos, sendo que
algumas espécies ndo suportam valores menores que 3 mg.L? podendo causar
hipdxia, por isso, em nossos ensaios com zebrafish foi mantida aeracdo constante,
acima de 95 % de saturagdo, durante todo o periodo de experimentagéo.

A turbidez mede a quantidade de particulas suspensas na agua (CHACON,
1988; FREIRE, 2012), uma turbidez muita alta pode diminuir a natacao dos peixes, a
procura por alimento, a resposta as alteracdes no ambiente e a reproducdo. Ja a
diminuicdo do pH da agua eleva a frequéncia respiratoria dos peixes, e 0 aumento do
pH pode levar a lesdes no epitélio branquial e das nadadeiras. O extremo de ambos,
pH alto ou baixo, pode levar a morte imediata dos peixes (CETESB, [202-?b]);
NASCIMENTO; BOIJINK; PADUA, 2007). Nesse contexto, tanto a turbidez como o pH
foram controlados durante as exposicdes, e ambos, estiveram dentro do
recomendado.

A amobnia é um poluente aquatico associado a efeitos prejudiciais para
organismos aquaticos. A exposicdo de organismos aquaticos a elevados niveis de
amonia pode levar ao aumento de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo como
superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), alteracdo na expressao génica,
liberacdo de citocinas relacionadas a dano no DNA e apoptose (ZHANG et al. 2020).

Neste trabalho, a cada 96 horas, a agua de exposi¢ao era totalmente renovada
para evitar que os niveis de aménia toxica interferissem nos resultados. No ensaio
agudo, ao término da exposicao, a concentracdo de amonia liberada pelos peixes no
grupo controle foi de 0,036 ppm, proximo ao maximo preconizado pela resolucao
CONAMA n° 357 (BRASIL, 2005), e nos grupos expostos houve uma diminui¢ao
gradativa deste metabolito conforme a concentracdo de MPs aumentava. A minima
foi de 0,004 ppm nos aquarios com 100 mg.L* de MPs, esse valor é nove vezes

inferior ao valor obtido no grupo controle agua reconstituida, conforme tabela 2.
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No ensaio cronico (tabela 3), a concentracdo de amdnia n0S grupos expostos
também foi menor em todos os grupos quando comparados ao controle agua. A partir
do 12 ° de exposicao, a diminuicdo foi estatisticamente significativa (p < 0,005), com
intervalos nessa significancia ao longo de 18 dias de exposicéo.

Apesar desse intervalo, observou-se ainda que, a partir do 22 ° dia de
exposicao em diante todos os tratamentos foram estatisticamente significativos. Esses
resultados da exposigéo cronica confirmaram o resultado obtido na exposi¢cao aguda.
A liberacao de amoénia téxica foi inibida ao longo das exposicdes, ou seja, houve uma
alteracdo metabdlica em zebrafish.

No ensaio de recuperacao (tabela 4), 14 dias em agua reconstituida livre do
contaminante, foi observado que nas primeiras 96 horas, a inibichio da amonia
permaneceu em todos 0s grupos comparados ao controle. Apos 8 dias de
recuperacdo, a concentracdo de amébnia nos peixes que estavam expostos ao
dispersante Tween 80% se iguala a concentracdo do controle agua. Nos aquarios com
peixes que estavam expostos aos MPs a concentragdo de amoénia se mantem inibida
(p < 0,05), e somente a partir do 14 ° dia a concentracao de ambnia nos aquarios que
continham MPs deixou de ser estatisticamente significativa. Porém, como a
recuperacdo durou apenas 14 dias, ndo podemos afirmar que essa recuperacao foi
mantida.

Desta forma, percebe-se que zebrafish tem a liberacdo de amdnia téxica inibida
ao longo da exposi¢cdo a MPs de polietileno e ao Tween 80 % a partir do 12 ° de
exposicao. Depois de 14 dias de recuperacdo os peixes conseguem eliminar todo o
efeito do Tween 80 %, mas 0 mesmo ndo ocorre com 0s MPs. Com isso, acredita-se
gue duas semanas nao sao suficientes para que adultos de zebrafish consigam
eliminar totalmente os efeitos causados por MPs.

Alguns trabalhos j& indicaram que MPs podem causar uma disbiose intestinal,
alteracdes metabdlicas e estresse oxidativo em zebrafish (MEDRIANO; BAE, 2022),
como alteragcbes metabdlicas no figado, distarbios lipidicos e no metabolismo
energeético (LU et al., 2016). Além disso, um estudo sugere que a reducao da amonia
pode estar associada a biossintese de aminoacidos para satisfazer a demanda
proteica para prover processos de desintoxicagdo (VENTURINI, 2010). Esses dados
corroboraram nosso estudo, pois a amdnia corresponde a 80 % do produto excretado
por peixes, sendo sintetizada principalmente no figado e transportada pelo sangue até

as branquias, onde sdo eliminadas por difusdo simples (ISMINO-ORBE; ARAUJO-
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LIMA; GOMES, 2003). Associado a essas informacdes, observa-se que a atividade
enzimatica de glutationa-S-transferase nas branquias, porcdo do peixe em que
também ocorre a liberacdo da amoénia, foram significativas quando comparadas ao
controle. Essa enzima esté relacionada a eliminacao de xenobiéticos, * p < 0,05.

A atividade da enzima AChE é usada para indicar neurotoxicidade (PIAU et al.
2022), que € predominante nos musculos e no sistema nervoso central (SILVA, 2016).
Neste estudo, MPs provocaram a diminuicdo da atividade de AChE em amostras da
cabeca de zebrafish, tanto na exposi¢cdo aguda como cronica (figuras 31 e 32), essa
diminuicao foi significativa (*** p < 0,001) na maior concentracdo de MPs (100 mg.L™?)
em ambos os tempos de exposicéo, e significativa na concentracdo de 12,5 mg.L™?,
na exposicdo cronica. Além disso, apds a exposicao, no grupo de recuperacao, a
diminuicdo da AChE deixou de ser significativa em amostras da cabeca e passou a
ser detectada em amostras da cauda, onde a diminuicao foi significativa (*** p <0,001)
em todos 0s grupos expostos comparados ao controle agua. Desta forma, podemos
intervir que os MPs também s&o capazes de provocar neurotoxicidade.

Resultado semelhante foi encontrado por Ding et al. (2018), onde MPs também
diminuiram a atividade da AChE em até 37,7%, sugerindo neurotoxicidade, e 0 mesmo
foi sugerido em artigo de revisdo por Pristt et al. (2020). Ademais, sabe-se que a
inibicdo na atividade da AChE pode prejudicar o desenvolvimento muscular e nervoso
de zebrafish (BEHRA et al. 2002).

A enzima glutationa-S-transferase (GST) estd envolvida em processos de
prevencao ao estresse oxidativo ou de desintoxicacdo de xenobidticos (ALMEIDA et
al. 2019; PIAU et al. 2022), que promove a transformacdo de composto tornando-os
mais hidrofilicos facilitando assim a sua excrecdo (SILVA, 2012; SANTOS et al.
2021b). De fato, o aumento na atividade de GST nas branquias foi significativo tanto
na exposicdo de 96 horas, quanto na de 28 dias e no de recuperacdo. Na exposicao
aguda, a atividade de GST aumentou significativamente (p < 0,001) em todos os
grupos expostos a MPs, na exposicéo cronica esse aumento permaneceu, figuras 34
e 35. Poréem, 14 dias de recuperacédo, em agua limpa, ndo foram o suficientes para
normalizar a situacéo de estresse no animal (fig. 36).

Lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima do metabolismo energético, que
pode ser encontrada no musculo de vertebrados, além disso, € um importante
parametro em peixes que produzem explosdes repentinas de natacédo (RIBEIRO et al.

2015). Em nossos resultados, apenas na exposicao cronica pode-se observar uma
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diminuicdo de atividade estatisticamente significativa (p < 0,05) (fig. 38), o que pode
sugerir um inicio de dano celular ou tecidual.

Alteracdes enzimaticas como as encontradas, ja foram percebidas em outros
estudos com zebrafish e plasticos, Manuel et al. (2022), perceberam alteracdes de
marcadores enzimaticos provocados por nanoplastico em AChE, GST e CAT. MPs de
poliestirenos reduziram significativamente as atividades de SOD e CAT (LU et al.
2016; ARAUJO et al. 2022). Desta forma, percebe-se a importancia de estudos de
toxicidade em organismos aquaticos, pois eles tentam simular situagbes que
acontecem na natureza, por isso, podem ajudar a inferir quais sédo os mecanismos de

acao destes poluentes e seus possiveis efeitos-adversos.

14. Concluséao

MPs de polietileno com fluorocromo laranja, esféricos, com 59 um de didmetro
nao provocaram embriotoxicidade, pois o cérion agiu como barreira protetora e a
contaminacdo sO ocorreu apds a eclosdo. Esses se acumularam no lumen do
intestino, mas ndo em outros 6rgaos, e nos juvenis, a depura¢ao ocorreu em torno de
15 dias. Em adultos, eles provocaram neurotoxicidade e estresse oxidativo, alterando
a atividade de AChE, GST e LDH. Além disso, eles também inibiram a liberacéo de
amonia téxica, levando a uma alteracdo no metabolismo de zebrafish. Todavia, essas
alteracdes ndo foram suficientes para provocar genotoxicidade e citotoxicidade, e
apos 14 dias de recuperacdo em agua livre do contaminante, os peixes néao

conseguiram se recuperar totalmente do estresse.
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CAPITULO IIl = ENSAIOS COM O CARAMUJO BIOMPHALARIA GLABRATA

15. Cultivo e manutencao de Biomphalaria glabrata

Uma amostra de adultos de Biomphalaria glabrata (n = 20) foi obtidos no
Laboratorio Ecotoxicologia da EMBRAPA Cerrados (Planaltina - DF). Os animais
foram mantidos em aquarios de acrilico, ou de vidro sempre fechados, com tampa ou
com tecido do tipo tule para evitar a fuga e a deposicdo de ovos por insetos. Eles
foram mantidos em 4gua mole sintética (200 mL da solucdo 1 [CaS0a4.2H20] para 100
mL da solugdo 2 [NaHCOs + MgS04.7H20 + KCI] diluidos em 10 mL), conforme
padronizado pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2022b) para
ensaios de toxicidade com organismos aquaticos.

A fim de aumentar o numero de organismos, ao longo do tempo percebeu-se a
necessidade de introducdo de uma alimentacdo suplementar para que 0S caramujos
aumentassem a demanda de desova. Pois apenas a alface (Lactuca sativa L.) ad
libitum n&o foi o suficiente para aumentar a quantidade de massa ovigera. Com isso,
se baseando em Freitas e Santos (1995) foram oferecidos outros tipos alimentares:
racdo para peixe do tipo folha, racdo para camundongo embebida com agua destilada,
leite em po, além da alface fresca ad libitum.

A limpeza dos aquarios foi feita a cada trés semanas com agua declorada,
guando a agua ficava turva ou com mal cheiro. Para isso, evitou-se alimentar os
caramujos com o talo da alface ou com pedacos grandes, para que a alface nao
apodrecesse no aquario e sempre fosse oferecida alface fresca. O excesso de limpeza
pode interferir na microbiota dos aquarios, ademais, também se observou que de fato
um grande numero de bionfalarias em um mesmo aquario pode interferir na
sobrevivéncia deles, por isso, a densidade populacional deve ser controlada,
conforme cita Ministério da Saude (2008). Neste contexto, apesar de néao ter sido
quantificado foi perceptivel que essa rotina aumentou a demanda de desova pelos
caramujos.

Para a coleta da massa ogivera utilizou-se pedacos de isopor (fig. 40), de
preferencial o com a superficie mais rugosa e menos lisa. Com relacdo a essas
desovas, um cuidado semanal foi necessario, elas foram coletadas semanalmente e

passadas para um aqudério novo com agua mole denominado bercério. Apds a
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eclosdo, os juvenis foram alimentados com alface e com leite em p6 até que

estivessem em tamanho apropriado para a exposicado (> 1 cm).

Figura 40. Desova de
Biomphalaria glabrata.

Além disso, um manejo entre caramujos de diferentes aquarios foi feito e com
o tempo a introducdo de novos caramujos também foi realizada, n = 05, para evitar
um alto indice de endogamia. Ao longo do cultivo os caramujos apresentaram buracos
na concha em virtude da deficiéncia de calcio (Ca), todavia, isso foi corrigido com a
adicdo de conchas, casca de ovo seca e triturada, e a mudanca da marca do sulfato

de célcio utilizado no preparo da agua mole.

16. Delineamento experimental com Biomphalaria glabrata

16.1 Ensaio de depuracdo em juvenis de B. glabrata

O ensaio de depuracdo em juvenis foi realizado em juvenis de 5 mm de
tamanho, mantidos em aquarios com agua mole sintética (ABNT, 2022b), fotoperiodo
16 horas claro/ 14h escuro, em temperatura de + 25 °C. Cinco caramujos (n = 05)
foram expostos a 100 mg.L' de MPs em agua mole sintética, em frascos com
capacidade de 160 mL e vedados com tecido do tipo tule. Eles foram monitorados ao
longo das semanas até total eliminacdo dos MPs. N&o foram feitas outras analises

com juvenis.
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16.2 Ensaio com adultos de B. glabrata

Com caramujos adultos, duas exposi¢cdes foram realizadas: ensaio agudo, 96
horas de exposicéo, e outra de recuperacao dependente.

Para os ensaios caramujos adultos, selvagens da espécie B. glabrata foram
selecionados conforme tamanho, adultos com mais de 1 cm de didmetro e no minimo
2 meses de vida, mantidos em aquéarios com &gua mole sintética (ABNT, 2022b),
fotoperiodo 16 horas claro/ 14h escuro, em temperatura de + 25 °C. Para isso, uma
amostra de sete (n = 07) foi estabelecida para cada tempo de exposi¢cdo, em frascos
de vidro com 120 mL de agua mole sintética, conforme estabelecido pela ABNT
(2022b) e respeitando a densidade populacional por mL, de acordo com protocolo de
manutencdo de B. glabrata (MINISTERIO DA SAUDE, 2008), conforme apresentado
na figura 41. Além disso, ao longo dos experimentos a cada 48 horas 0os caramujos

foram alimentados apenas com alface fresca.
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Figura 41. Desenho experimental do ensaio com Biomphalaria glabrata
expostos a diferentes concentragdes do microplastico de polietileno. Vinte
e um (21) animais foram distribuidos em sete (07) frascos de vidro com
120 mL de agua mole sintética, Tween 80 % ou nas concentracdes de
micropléasticos de polietileno. Fonte: (AUTORIA PROPRIA, 2023).
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16.2.1 Ensaio agudo

No ensaio agudo, 96 horas de exposi¢cao, as seguintes concentragoes foram
utilizadas: 12,5 mg.L* , 50 mg.L* e 100 mg.L%, um grupo controle &gua mole e outro
com controle Tween 80 %, o mesmo estabelecido para zebrafish. Para essa exposicéo
um total de 21 animais por grupo de exposicao foram inicialmente selecionados. Ao
término da exposicdo, 7 animais (n = 07), foram selecionados ao acaso para as
andlises de marcadores bioquimicos: proteina total, glicose, lactato desidrogenase
(LDH), acetilcolinesterase (AChE) e glutationa-S-transferase (GST). Os demais

animais permaneceram para o ensaio de recuperacao.

16.2.2 Ensaio de recuperacao

ApoOs 96 horas de exposicao aguda os animais foram transferidos para frascos
com agua mole sintética limpa, livres de MPs, vedados com tecido do tipo tule. A cada
96 horas a agua de manutencao era trocada e os caramujos foram higienizados com
agua declorada. A alimentacado ocorreu a cada 72 horas, com alface fresca.

O ensaio de recuperacéo ocorreu em funcao do tempo que os animais levaram
para eliminar as microparticulas, recuperacdo dependente. Depois disso, as analises
bioguimicas foram novamente realizadas e a porcentagem de depuracdo, ou

eliminacédo dos PE MPs também foi a avaliada.

16.3 Preparo das amostras

Algumas referéncias bibliograficas (MELLO-SILVA et al. 2010; SILVA, 2014;
WEBER et al. 2021) que elas utilizavam hemolinfa como amostra bioldgica ou utilizam
um pool de trés a cinco animais. Todavia, o volume de hemolinfa obtido para cada
caramujo chega ao maximo de 100 pL, quando se consegue obter muita hemolinfa.
Isso delimita o uso dos animais, pois cada biomarcador exige uma quantidade minima
de amostra bioldgica, isso quando ndo é necessario repetir as analises. Tudo isso
exige um numero maior de animais para o experimento em virtude do nimero de
marcadores, pois para cada marcador € utilizado uma amostra de cinco ou sete
caramujos. Em contrapartida, da forma que foi realizado neste trabalho, utilizou-se

uma amostra de apenas sete caramujos para cinco marcadores. E para isso foi
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realizado uma adaptacéo da metodologia utilizada para zebrafish com o Sobrenadante
Pos-Mitocondrial (SPM). Metodologia semelhante para a obtencdo do SPM foi
realizada por outros autores (KORIEM; SHAMSURI; UBAIDILLAH, 2016; SONG et al.,
2019).

Apos as 96 horas de exposicao aos MPs, n = 07 foram lavados com agua
declorada e eutanasiados, colocando-os no congelador. Apos verificada a morte, os
caramujos foram descongelados, a concha foi removida, e o corpo mole lavado com
agua declorada e devidamente pesado. Foi importante deixar que descongelasse por

total para evitar a perda de partes do corpo mole, figura 42.

Figura 42. Fotografia da
manipulagéo e retirada da concha
de Biomphalaria glabrata.

As amostras do corpo mole foram entdo armazenadas em tubo de
microcentrifuga (Eppendorf®) com 1 mL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2, trituradas
com o auxilio tesoura e armazenadas a - 20 °C, sendo posteriormente sonicadas com
trés pulsos de 20 segundos a 99 Hz em desruptor de célula Ultra-sénico (UNIQUE®),
com intervalos de mesmo tempo, sob béquer com gelo para evitar a perda do material.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10000 RPM, a 4 °C, por 20 minutos,
e 0 sobrenadante pos-mitocondrial distribuido em placa de 96 pogos, em
guadruplicata, e congelado a - 20 °C até posterior analise em Multiskan FC Thermo
Scientific®.

O mesmo procedimento foi realizado nas amostras do ensaio de recuperacao
e para cada biomarcador a determinacédo com a hemolinfa foi comparada ao do SPM

em um ensaio piloto.
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17. Marcadores

17.1 Parametros fisico-quimicos da agua de B. glabrata

A variavel pH foi determinada por meio de medidor de pH de bancada, modelo
Orion Star A211 (Thermo Fisher Scientific®, EUA). Condutividade elétrica foi
determinada por meio de condutivimetro portatil, modelo SenslON 156 (Hach®, EUA).
A dureza total foi realizada por meio de titulacdo através do método titulométrico
EDTA-Na (APHA, 2018).

Os cations amoénio, calcio (Ca) e magnésio (Mg) foram determinados por
cromatografia idnica por meio de Cromatografo de fons 761 Compact IC, Metrohm
(Herisau®, Suica). Para isso foi utilizada uma coluna de troca idnica Metrosep C4 e
como eluente uma solucéo tamp&o de 4,0 mM de &cido tartarico e 0,75 mM de Acido
Dipicolinico (acido 2,6-piridinodicarboxilico) (ISO, 1998).

17.2 Concentracédo de proteina total

A concentracdo de proteinas totais foi obtida utilizando o kit de proteinas totais
veterinario BioTécnica®, através da reacdo de Biureto (GORNALL; BARDAWILL,;
DAVID, 1949). A concentracao de proteinas totais ocorreu por meio da reacdo de 5
pL de amostras com 250 pL de reagente R1 (sulfato de cobre > 5 mmolL, tartarato de
sédio e potassio > 20 mmol/L, iodeto de potassio > 10 mmol/L, hidréxido de sodio >
0,1 mol/L), com o padrao (250 pyL do reagente R1 e 5 pL do reagente STD [tamp&o
fosfato > 20 mmol/L; albumina bovina em concentracdo equivalente a 5,0 g/dL]) frente
ao branco, 250 pL de R1. A metodologia foi adaptada para microplacas em
quadruplicata. Apds 10 minutos de reacdo em temperatura ambiente foi realizada a
leitura em espectrofotbmetro, absorbancia de 595 nm. O resultado foi obtido pela
média da absorbancia das amostras dividido pela absorbancia do padrao, multiplicado

pela concentracdo do reagente STD e pelo peso do corpo mole de cada animal.
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17.3 Concentracao de glicose

A concentracdo de glicose (TRINDER,1969) foi determinada por meio da
metodologia descrita em kit de diagnostico laboratorial BioTécnica®. 05 pL do
sobrenadante pds-mitocondrial (SPM) foram homogeneizados a 250 pL do reagente
colorimétrico R1 (tampéo fosfato > 40 mmol/L; 4-aminoantipirina > 0,2 mmol/L; fenol
> 1,0 mmol/L. peroxidase > 500 U/L; glicose oxidase > 5000 U/L), medido junto a
absorbéancia do padrao (5 pL do reagente STD [100 mg/dL de glicose]
homogeneizados com 250 L do reagente R1, frente ao branco (250 pL do reagente
R1).

As amostras foram incubadas por 10 minutos a 37 °C em banho-maria, em
placa de 96 pocos, realizada em quadruplicata e em seguida a absorbancia foi lida a
450 nm em espectrofotdmetro.

O resultado foi dado por meio da média da absorbancia das amostras dividida
pela média do padrdo multiplicado por 200 (fator de divisdo diluicao), em funcao do
peso do corpo mole de cada animal.

17.4 Atividade de lactato desidrogenase

O protocolo para a determinacédo da atividade de LDH foi obtido a partir do
documento técnico do kit de diagndéstico laboratorial veterinario BioTécnica®. Para
isso, foi preparado o reagente de trabalho na proporcao de 4 partes do reagente R1
(tampéo TRIS > 50 mmol/L; piruvato de sodio > 0,5 mmol/L) para 1 parte do reagente
2 (tampdao carbonato > 2 mmol/L; NADH > 0,5 mmol/L), esse reagente foi aquecido
por 3 minutos a 37 °C em banho-maria. Em placa de 96 pocos 10 uL de amostra do
SPM foram homogeneizados a 250 pL do reagente de trabalho, e apés um 1 minuto
de reacgdo foram feitas 4 leituras com intervalos de 1 minuto cada, totalizando 3
minutos, a 340 nm.

Os resultados foram obtidos através da meédia da variacdo da absorbancia por

minutos, multiplicado por um fator, em funcéo do peso do corpo mole de cada animal.
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17.5 Atividade de acetilcolinesterase

Para a determinacao da atividade da AChE, primeiramente, foi quantificado a
concentracdo de proteinas totais pelo método de Bradford (1976), toda a andlise foi
determinada em quadruplicata a 595 nm, utilizando a y-globulina como padréo e a
concentracdo de proteinas utilizada para a realizacdo da determinacao da atividade
de acetilcolinesterase foi de 0,3 — 0,5 mg/mL.

A atividade enzimética foi determinada através do aumento da cor amarela
proveniente da producdo de 5-mercapto-2-nitrobenzoato pela reacdo do substrato
tiocolina com 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoéico) ou DTNB.

A atividade da acetilcolinesterase foi expressa em nanomol de substrato
hidrolisado por minuto por mg de proteina. Para isso, foram utilizados 50 pl de PMS e
250 pl de solugao de reagao (acetilcolina (ACh) e propioniltiocolina (75 mM) e DTNB
(10 mM)) em tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,2) contra o branco, 50 ul de tampé&o fosfato
(0,1 M, pH 7,2) e 250 pl de solugéo de reacdo. A absorbancia foi mensurada em 405
nm, lido de imediato, com intervalos de 40 segundo num total de 5 minutos, conforme
protocolo de Ellman et al. (1961), adaptado para microplacas (GUILHERMINO et al.
1996).

17.6 Atividade de glutationa-S-transferase

A avaliacdo do estresse oxidativo por meio da atividade da GST seguiu as
metodologias descritas por Monteiro et al. (2006). A atividade da GST foi medida de
acordo com 1-cloro-2, 4 dinitrobenzeno (CDNB) como substrato (HABIG et al. 1974).
A formacéo de adutos glutationa S-2 ,4-dinitrofenil foi acompanhada pelo aumento da
absorbancia a 340 nm contra o branco. O coeficiente de extingdo molar utilizado para
CDNB foi de 9,6 mM1.cm™. A atividade foi expressa como a quantidade de enzima
que catalisa a formagéao de um nanomols de produto formado por minuto por miligrama
de proteina, cuja a concentracao de proteina total foi determinada pelo método de
Bradford (1976), na concentragéo de 0,3 a 0,5 mg/mL em quadruplicata a 595 nm,
utilizando a y-globulina como padréo.

A atividade foi determinada usando 100 ul de PMS, 200 ul de solucéo de reagéo
(glutationa (10 mM), diluida em tampéo fosfato (0,1 M, pH 6,5, e CDNB (10 mM)) em
tampao fosfato (0,1 M, pH 7,2) contra o branco, 100 ul de tampao fosfato (0,1 M, pH
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7,2) e 200 ul de solugao de reacgao, lido de imediato com intervalos de 40 segundos,

em um total de 5 minutos, ou 8 leituras.

18. Resultado do ensaio de depuracao com juvenis de B. glabrata

Apds 96 horas de exposicdo aos MPs de polietileno a 100 mg. L os juvenis
foram acompanhados ao longo de semanas até a total depuracdo dos microplasticos
de polietileno, em &gua mole sintética livre de MPs. Observa-se nas figuras 43 a 45
gue a maioria dos MPs se depositaram na porcao intestinal dos juvenis. Ja no
vigésimo (20 °) dia de recuperacdo foi observada a total eliminacdo dos MPs,
conforme figura 48. Logo, essa total eliminacdo ocorreu depois do 12 ° dia de

depuragéo.
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Figura 43. Fotomicrografia de fluorescéncia de Figura 44. Fotomicrografia de fluorescéncia de
Biomphalaria glabrata juvenil apés 96 horas de Biomphalaria glabrata juvenil ap6s 96 horas de
exposicdo._Concentragédo de 100 mg.L1. Aumento 400X. exposicdo. Concentragdo de 100 mg.Ll. Aumento
Com deteccao de microplasticos de polietileno. 400X. Com detecgdo de microplasticos de polietileno.

Figura 45. Fotomicrografia de fluorescéncia de Figura 46. Fotomicrografia de fluorescéncia de
Biomphalaria glabrata juvenil apds 96 horas de exposigéo. Biomphalaria glabrata juvenil apés 72 horas de
Concentragdo de 100 mg.Ll. Aumento 400X. Com depuragdo em agua mole sintética. Concentragdo de 100
deteccado de microplasticos de polietileno. mg.Lt. Aumento 400X.

Figura 47. Fotomicrografia de fluorescéncia de Figura 48. Fotomicrografia de fluorescéncia de
Biomphalaria glabrata juvenil apés 11 dias de depuragdo. Biomphalaria glabrata juvenil apés 20 dias de depuragao.
Concentracédo de 100 mg.L. Aumento 400X. Com detecgdo Concentracdo de 100 mg.Ll. Aumento 400X. Com
de micropléasticos de polietileno. deteccdo de micropléasticos de polietileno.



92

19. Resultados dos ensaios com adultos de B. glabrata

19.1 Resultados do ensaio de depuragdo com adultos de B. glabrata

Apos 49 dias de monitoramento da eliminacédo das MPs, por depuracéo natural,
ainda foram observados MPs em alguns caramujos adultos, e que alguns caramujos
nao iriam conseguir eliminar 100 % os MPs. Por isso, foi decidido finalizar o
experimento e realizar as andlises bioquimicas.

Quando se observou os caramujos apos as 96 horas da exposicédo aguda foi
evidenciado que as microparticulas se concentraram sobretudo no estbmago e na
porcao intestinal, figuras 49 a 51. E ao longo de 49 dias de depuracdo, foram
registradas a eliminacdo dos MPs pelos caramujos B. glabrata, conforme figuras: com
07 dias de depuracéo (fig. 52), 14 dias de depuracéo (fig. 53), 25 dias de eliminacao
(fig. 54). As figuras 55 a 56 mostram o registro de um caramujo que teve a concha
guebrada justamente na regido onde concentrou mais MPs, possivelmente em virtude
da exposicdo. Mesmo com a concha quebrada ele ndo conseguiu eliminar totalmente
as MPs, e com 49 dias de recuperacao ele foi eutanasiado, sua concha foi removida
e o corpo mole foi higienizado com agua declorada. Em andlise do corpo mole, quando
se incidiu a luz-UV sob a amostra observou-se que as MPs ndo haviam sido
adsorvidas no corpo mole, elas estavam entre a massa mole e a concha, pois apés
esse processo de limpeza elas ndo foram observadas no animal, figuras 57 e 58. Na
figura 58, do lado direito em baixo (seta), foram adicionados MPs para evidenciar que
se houvessem MPs no corpo mole ele refletiria com a luz-UV, assim como a amostra
colocada ao lado.

Além disso, todos os caramujos da exposicdo estavam com a concha mole,
todavia, ndo se p6de afirmar que a moleza da concha foi em virtude da exposi¢céo a
MPs.

Ao término do ensaio de recuperacdo também foram quantificadas a presenca
de MPs nos caramujos, que foram de: 7,69% (1:13), na concentracédo de 12,5 mg.L™,
7,14% (1:14) na concentracdo de 50 mg.L, e na concentracédo de 100 mg.L, foi de

31,25% (1:16). Os animais mortos nao foram considerados.



Figura 49. Fotomicrografia de fluorescéncia de
Biomphalaria glabrata adulto apds 96 horas de
exposi¢cdo. Concentragdo de 50 mg.Lt. Aumento 400X.
Com deteccdo de microplasticos de polietileno.
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Figura 50. Fotomicrografia de fluorescéncia do corpo
mole de Biomphalaria glabrata adulto ap6s 96 horas de
exposicdo._Concentragdo de 100 mg.Lt. Aumento 63X.
Nota-se a presenca de MPs no estdmago e na porgao
intestinal dos caramujos.

Figura 51. Fotomicrografia de fluorescéncia de
Biomphalaria glabrata adulto apds 48 horas de
exposicdo. Concentracdo de 50 mg.Lt. Aumento 400X.
Com deteccao de microplasticos de polietileno.

Figura 53. Fotomicrografia de fluorescéncia de
Biomphalaria glabrata adulto apés 14 dias de depuracéo.
Concentragdo de 50 mg.L?. Aumento 400X. Com
deteccgdo de microplasticos de polietileno.

Figura 52. Fotomicrografia de fluorescéncia de
Biomphalaria glabrata adulto apés 07 dias de
depuragdo. Concentracdo de 100 mg.L. Aumento
400X. Com deteccéo de microplasticos de polietileno.

Figura 54.
Biomphalaria glabrata adulto apos 25 dias de depuracéo.
Concentracdo de 100 mg.Ll. Aumento 400X. Com
detec¢éo de microplésticos de polietileno.

Fotomicrografia de fluorescéncia de



Figura 55. Fotomicrografia de fluorescéncia de
Biomphalaria glabrata adulto apds 49 dias de
depuracéo. Concentracdo de 100 mg.L-1. Aumento
400X. A seta indica a concha quebrada. Com
detecc¢do de microplasticos de polietileno.
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Figura 56. Fotomicrografia de fluorescéncia de
Biomphalaria glabrata adulto apdés 49 dias de
depuragdo. Concentracdo de 100 mg.L-1. Aumento
400X. A seta indica a concha quebrada. Com
detec¢do de microplasticos de polietileno.

Figura 57. Fotomicrografia do corpo mole de
Biomphalaria glabrata adulto apés 49 dias de
depuracéo. Concentragcdo de 100 mg.Lt. Aumento
63X. ApOs a retirada da concha ndo foram mais
observados microplasticos de polietileno.

Figura 58. Fotomicrografia sob luz-UV do corpo mole
de Biomphalaria glabrata adulto apés 49 dias de
depuracdo. Concentracdo de 100 mg.Ll. Aumento
63X. Uma pequena porcdo de microplastico de
polietileno (seta) foi adicionada para indicar que a
amostra estava livre de microplasticos.

Os caramujos que eliminaram totalmente os MPs foram separados dos que

ainda continham os MPs, dentro dos respectivos grupos de exposicao, e dentre eles,

os caramujos foram selecionados ao acaso para a realizagdo dos marcadores

bioquimicos.
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19.2 Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos da agua de B. glabrata

A tabela 5, que se segue, compara os resultados obtidos no primeiro dia de
exposicao (@, linhas realcadas) e no ultimo dia, ap6s 96 horas ®). Conforme se vé, os
valores de pH variaram + 1 tanto no inicio @ quanto no término da exposicdo ®). A
condutividade, a dureza, o calcio e o magnésio aumentaram em relacdo ao controle
apos 96 horas de exposicdo a MPs de polietileno. Com relagdo & amonia aproximada,
o resultado da cromatografia € dado em aménio e na conversao obtivemos a aménia
aproximada. Esse Ultimo parametro ndo apresentou diferencas evidentes, sendo que

resultado semelhante foi obtido no inicio da exposicéo.

Tabela 5. Pardmetros fisico-quimicos da dgua ap6s 96 horas de exposicdo de microplasticos em
Biomphalaria glabrata.

o Dureza total o L. Aménia
Amostra pH g%?rc:g:\ag/iﬁ (mg/L (Cn?;c/:_o) M?rg]glel_s)lo aproximada

CaCos) (mg/L)
Controle @ 7,91 37,9 48,57 8,002 6,069 4,982
Tween 80% ® 7,86 33,6 46,09 8,443 5,151 1,891
12,5mg.L1® 7,60 40,1 49,30 7,832 6,368 2,204
50 mg.L1® 7,93 34,9 56,28 8,675 7,460 2,953
100 mg.L1® 7,53 33,1 45,21 7,980 5,268 3,554
Controle ® 6,90 30,7 38,31 6,964 4,321 5,715
Tween 80 % ® 7,42 29,0 54,87 7,572 7,907 2,132
12,5 mg.L1® 652 29,2 54,96 8,053 7,584 3,783
50 mg.L1® 6,77 34,4 58,22 8,839 7,814 3,658
100 mg.L1®) 7,89 40,1 55,46 9,006 7,023 3,896

Os valores se referem aos dados brutos. Em @ sdo representados dos dados o inicio da exposicéo, e
em ®, os dados apds 96 horas de exposigao.
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19.3 Concentracao de proteina total

N&o foram observadas diferencas significativas quando se comparou 0s grupos
expostos ao controle 4gua mole na exposicédo aguda de 96 horas (p = 0,665), assim

como no ensaio de recuperacéao, p = 0,415, conforme figura 59.

0,8

I Teste agudo
[ Teste de recuperagéio

0,6

0,4 l

0,2

Concentracao de proteina total (g/g)

0,0 . . . ‘ .
Controle Tween 12,5 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
Figura 59. Concentragdo de proteina total em sobrenadante pés-mitocondrial em
amostras de caramujos selvagens da espécie Biomphalaria glabrata. Os dados
estdo representados pela média da concentracéo de proteina total + erro padrao.
O grupo controle foi comparado aos tratados com microplasticos de polietileno
(12,5 mg.L%, 50 mg.L* e 100 mg.L) e ao grupo Tween 80 %, p > 0,05.
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19.4 Concentracao de glicose

N&o foram observadas diferencas estatisticas na concentracao de glicose em
amostras do corpo mole de B. glabrata na exposi¢cédo aguda a MPs de polietileno e na

exposicao de recuperacao, p = 0,712 e p = 0,403, respectivamente (fig. 60).

35
HE Teste agudo
30 [ Teste de recuperagéo
25 1
)
g 20 -
8 T 1
8 15 T T
= ]
10 A
5 -
0 T T T T T
Controle Tween 12,5 50 100

Grupos expostos

Figura 60. Concentracdo de glicose em sobrenadante pdés-mitocondrial em
amostras de caramujos selvagens da espécie Biomphalaria glabrata. Os dados
estdo representados pela média da concentragdo de glicose + erro padrdo. O
grupo controle foi comparado aos tratados com microplasticos de polietileno (12,5
mg.L?, 50 mg.L* e 100 mg.L?) e ao grupo Tween 80 %, p > 0,05.
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19.5 Atividade de lactato desidrogenase

N&o foram observadas diferencas estatisticas na atividade de LDH em
amostras B. glabrata, tanto na exposi¢éo aguda, p = 0,712, quanto na de recuperacéao,

p = 0,403, respectivamente (fig. 61).
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Figura 61. Concentracéo de lactato desidrogenase (LDH) em sobrenadante pés-
mitocondrial em amostras de caramujos selvagens da espécie Biomphalaria
glabrata. Os dados estéo representados pela média da concentragdo de LDH +
erro padréo. O grupo controle foi comparado aos tratados com microplasticos de
polietileno (12,5 mg.L, 50 mg.L* e 100 mg.L?) e ao grupo Tween 80 %, p > 0,05.
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19.6 Atividade de acetilcolinesterase

Assim como nos demais marcadores nao foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas na atividade enzimatica de AChE, no ensaio agudo (p

= 0,087) e no ensaio de recuperacéo, p = 0,950 (fig. 62).

180

160 H Teste agudo
[ Teste recuperagao

140 -
120 -
100 -
80 il T L T
60 -
40 -

20 A

Atividade AChE (nmol/min/mg de proteina)

0 T T T T T
Controle Tween 80 12,5 mg/L 50 mg/L 100 mg/L

Grupos expostos

Figura 62. Acetilcolinesterase (AChE) em sobrenadante pds-mitocondrial em amostras de
caramujos selvagens da espécie Biomphalaria glabrata. Os dados estdo representados pela
média da atividade de AChE = erro padrdo. O grupo controle foi comparado aos tratados com
microplasticos de polietileno (12,5 mg.L1, 50 mg.L* e 100 mg.L?) e ao grupo Tween 80 %, p >
0,05.
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19.7 Atividade de glutationa-S-transferase

Na exposi¢cédo aguda, de 96 horas a MPs de polietileno, foi observada uma
diminuicdo estatisticamente significativa na atividade de GST quando se comparou a
concentracdo de 100 mg.L* ao controle 4gua mole, p < 0,05. Na recuperagéo nao

foram observadas diferencas significativas, p > 0,05, conforme figura 63.
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Figura 63. Glutationa-S-transferase (GST) em sobrenadante p6s-mitocondrial
em amostras de caramujos selvagens da espécie Biomphalaria glabrata. Os
dados estédo representados pela média da atividade de GST + erro padréo. O
grupo controle foi comparado aos tratados com microplasticos de polietileno
(12,5 mg.L%, 50 mg.L* e 100 mg.L) e ao grupo Tween 80 %, * p < 0,05.
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20. Discussao sobre os ensaios com Biomphalaria glabrata

Entender a dindmica da agua é um fator inerente a sobrevida de animais
aguaticos. O movimento e a mistura de materiais dissolvidos resultam em
mecanismos de transporte fisico que interferem no ambiente. O pH (potencial
hidrogenidnico) possui efeitos sob 0 metabolismo e processos fisioldgicos dos peixes
(LIMA et al. 2011). Os valores de pH na agua de exposicdo de MPs a caramujos
Biomphalaria glabrata ndo teve alteracdes perceptiveis, assim como os valores de
amonia aproximada.

Segundo Lima et al. (2011), a condutividade elétrica estad relacionada a
guantidade de ions na agua, pois quanto maior a quantidade deles maior a
condutividade. Ela também esta relacionada a concentracdo de sais disponiveis na
agua, uma vez que ela esta diretamente ligada a quantidade se sélidos dissolvidos
totais. Dessa forma, os aumentos nos valores da condutividade elétrica sdo
justificados primeiramente pela presenca das particulas de MPs nas aguas das
exposicoes, e pelo aumento nos valores de dureza total, calcio e magnésio, percebido
apos as 96 horas de exposicéo (tabela 3, linhas n&o realcadas ©)).

A dureza da agua esta relacionada com a presenca de metais alcalinos-
terrosos na agua, principalmente com calcio e magnésio. A dureza da agua resulta da
dissolucdo de mineiras de solos e rochas ou da poluicdo de diferentes fontes
antropogénicas (MUNIZ et al. 2020). As aguas doces podem ser classificadas quanto
ao seu grau de dureza < 50 mg.L* CaCOs (4gua mole), de 50 a 150 mg.L* CaCOs
(moderadamente dura), de 150 a 300 mg.L* CaCOs (dgua dura) e > 300 mg.L* CaCOs
(dgua muito dura) (APHA, 2018).

Apbs exposicdo aguda, de 96 horas, a dureza dos frascos com MPs aumentou,
ultrapassando a valoragéo de agua mole, de 50 a 150 mg.L* CaCOs (moderadamente
dura). Esses valores refletem os niveis de célcio e magnésio que também foram
maiores do que no controle agua mole. Conforme percebe-se na tabela 5, esses
resultados refletem que a eliminagdo desses sais pelos caramujos aumentou apos 0
inicio da exposicao, tanto que o aumento foi pequeno, mas foi gradativo e de forma
homogénea em ambos os parametros, calcio e magnésio.

O aumento na liberacéo de célcio pelos caramujos expostos a MPs sugere que

esses animais passaram a eliminar o calcio como forma de se desintoxicar do
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poluente. De forma que, a taxa de eliminacao foi maior que a absorcéo, e por isso, 0s
caramujos ficaram com a concha fraca e quebradica, o que justifica o caramujo
apresentado nas figuras 55 a 56 ter tido a sua concha quebrada. Todavia, para
confirmar que eles estavam com deficiéncia de calcio nas conchas, um estudo de
bioacumulacao e de andlise estatistica seriam necessarios.

O sistema imune e de desintoxicacao de invertebrados respondem rapidamente
a situacdes de estresse (SMINA et al. 2016). Sabe-se que andlises da concentracdo
de proteinas totais, de glicose e outros marcadores bioquimicos podem auxiliar no
entendimento de respostas metabdlicas desse molusco (SILVA, 2014). A glicose é o
monossacarideo mais comum na hemolinfa de gastropodes e em situacdes de
estresse seus niveis podem ser afetados (LIEBSCH; BECKER, 1990), pois eles
podem acabar disponibilizando essa fonte de energia para a producdo de outras
substancias.

Nos ensaios com marcadores de estresse oxidativo ndo foram observados
efeitos nas concentracbes de proteina total, glicose, lactato desidrogenase e
acetilcolinesterase, mas uma diminuicédo significativa na atividade de glutationa-S-
transferase em relacdo ao controle agua (*) p < 0,05, foi observada na maior
concentracdo. Nesse contexto, percebe-se que MPs de polietileno causam estresse
oxidativo em Biomphalaria glabrata, mas em elevadas concentra¢des. Glutationa-S-
transferase estd associada a exposicao a xenobidticos e a danos celulares e teciduais.
E possivel que em uma exposicdo mais prolongada, de 14 ou 28 dias, como foi feito
em zebrafish, pudéssemos encontrar efeitos de toxicidade mais significativos.

Weber et al. (2021) também ndo encontraram efeitos significativos na
concentracdo de proteinas, glicose, concentracdo de lipideos, na atividade dos
hemacitos e no teor de malondialdeido quando expds o caramujo Lymnaea stagnalis
a MPs de poliestireno. Colpaert e colaboradores (2022), testaram MPs de polietileno
de baixa densidade (LDPE) de diferentes tamanhos, e perceberam que elas
provocaram estresse oxidativo diminuindo a concentragcdo de malondialdeido em
caracois terrestres da espécie Cantareus aspersus. Porém, esse estresse nao foi o
suficiente para induzir citotoxicidade e genotoxicidade, por meio dos ensaios de
viabilidade celular e do microndcleo, assim como foi observado nos resultados com
zebrafish.

Um estudo no caramujo africano-gigante (Achatina fulica), expostos a

microfibras plasticas verificou que esse material reduziu a atividade de glutationa
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peroxidase, outra enzima da familia da glutationa, a capacidade antioxidante, e
V (SONG et al. 2019).

Wang et al. (2022) expuseram B. glabrata a microesferas plasticas de produtos
de limpeza facial em diferentes concentracdes e verificaram a bioacumulacéo desses
MPs nos tecidos, sugerindo uma agregacao dos MPs no intestino deles, além disso
foi observado também a eliminacdo de microplastico nas fezes dos caramujos. No
ambiente, esses resultados mostram que esses MPs continuam biodisponiveis para
outros organismos.

A sugestdo de Wang et al. (2022) que os MPs podem se agregar no intestino
foi confirmada nesse estudo, conforme se vé nos juvenis nas figuras 43 — 45, e nas
figuras de adultos figuras 49 a 51, e a eliminacdo delas nas fezes também foi
observada neste trabalho. Além disso, um caramujo adulto exposto a 100 mg.L?
(figuras 53 - 58), teve a regido da concha quebrada justamente no local que acumulava
as MPs. A quebra ocorreu no periodo de recuperacdo, em agua mole sintética e esse
foi o Unico individuo que teve a concha quebrada, possivelmente devido ao acumulo
de MPs. A priori um efeito casual, pois para se fazer uma associacdo causa-efeito
uma analise de bioacumulacao no corpo mole poderia ser realizada.

Nossos resultados corroboram outros estudos onde coletaram, em um lago na
China, caramujos da espécie Bellamya aeruginos, e verificaram que mais de 90 % das
amostras coletadas continham de 1 a 4 tipos de MPs (XU et al. (2020b). Ou seja,
quando expostos em um ambiente onde a contaminag&o é constante 0s animais nao
conseguem eliminar esse poluente por completo.

Weber et al. (2021) expuseram gastropodes de agua doce da espécie Lymnae
stagnalis a esferas de poliestireno de tamanho inferior as utilizadas neste estudo, e
verificaram que a deposicao nos tecidos depende do tamanho da particula, do tipo de
exposicdo e do periodo de depuracao, excrecdo em 7 dias. Aqui, verificamos que ao
longo de 49 dias de recuperacdo nem todos os caramujos adultos conseguiram
eliminar os MPs de polietileno, sobretudo na maior concentracao (25,57 % ou 5/16).
Nossas particulas tinham em meédia 59 um de diametro, e mesmo na menor
concentracdo (12,5 mg.L?) 7,69% dos B. glabrata adultos expostos ainda retinham
MPs, e mesmo no estudo com juvenis, eles demoraram no minimo 12 dias para
eliminar totalmente as MPs. Essa divergéncia no tempo de depuracao entre juvenis e
adultos deve-se, possivelmente, a morfologia dos juvenis, que talvez nao seja

totalmente desenvolvida, ou ao tamanho amostral dos juvenis, n = 05.
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O muco produzido por gastropodes bentbnicos, usado na locomoc¢ao também
serve para a retencdo de particulas suspensas na agua como bactérias e algas.
Recentemente foi descoberto que esse muco também retém MPs suspenso na agua
e que caramujos do género Littonia se alimentam do muco contaminado (GUTOW et
al.,, 2019). Isso enfatiza que esses organismos possuem um habito alimentar
diversificado e sistema digestorio completo (CANTINHA, 2012). Além disso, se a
quantidade de muco produzida por adultos for maior do que a produzida por juvenis
isso também pode estar associado aos achados no ensaio de depuracdo em juvenis
e adultos.

Apesar disso, alguns dados ainda nos chamam a atencéo. O fato de ndo termos
encontrado os mesmos resultados em marcadores que testamos em ambas as
espécies (AChE, GST e LDH), reflete que caramujo B. glabrata € mais resistente a
esse poluente do que o zebrafish. Oliveira-Filho et al. (2004) em outros estudos,
demonstraram que eles de fato, sdo mais resistentes a certos poluentes do que outras
espécies aquaticas.

Caramujos estdo frequentemente expostos a contaminantes ambientais
(OLIVEIRA-FILHO; NAKANO; TALLARICO, 2017) como o plastico, por serem
bentdnicos e por também estarem na superficie ou na coluna d’agua. Logo, eles
naturalmente conseguem alcancar MPs disponiveis, assim como nesse estudo, ingeri-

los e passa-los a outras espécies por efeito de biomagnificacao.
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21. Concluséo

Dessa forma, conclui-se que os MPs de polietileno com fluorocromo laranja
causaram estresse oxidativo em caramujos adultos, pois alteraram a atividade
enzimatica de glutationa-S-transferase. Juvenis de caramujo B. glabrata, com duas
semanas de eclosdo, tém uma capacidade maior de eliminar xenobibticos quando
comparados a caramujos adultos, tendo em vista que com 20 dias de recuperacao
eles ja tinham eliminado todas os MPs do seu organismo, e o0s adultos né&o
conseguiram eliminar todos eles em 49 dias de recuperagao. Apesar disso, acredita-
se gque a presenca desse poluente interferiu no metabolismo desses animais alterando
as taxas de eliminacdo de compostos como calcio e magnésio. Desta forma, sugere-
se ainda que a taxa de eliminacéo de calcio foi maior do que a absorcéo dele, e por
isso, suas conchas ficaram fragilizadas e quebradicas. Entretanto, para que esse
resultado seja confirmado um estudo de bioacumulagéo e devida andlise estatistica

seriam necessarios.

22. Considerac0es finais

Em comparacao ao peixe da espécie Danio rerio (zebrafish), constatou-se que
esta espécie de caramujo selvagem, Biomphalaria glabrata, € mais resistente aos
MPs, pois eles causaram menos alteragées nos marcadores de toxicidade. Mas ao
contrario disso, 0s peixes parecem ser mais rapidos na eliminacdo dos MPs do que

0S caramujos, mesmo 0s caramujos sendo considerados organismos filtradores.
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Abstract: Microplastics in freshwater environments pose a serious threat to living beings. Polyethy-
lene microplastics (PE-MP) are the type most used around the world as microbeads in personal
care products, and they have been found in aquatic organisms. The behavior and toxicity of fluo-
rescent PE-MP spheres with an average diameter of 58.9 um were studied in adult, juvenile and
embryo zebrafish (Danio rerio). The adults were studied for genotoxicity, cytotoxicity, histology
and biochemical markers. Juveniles underwent a follow-up in the gastrointestinal (GI) tract with
histologic observations, and embryos were studied for embryotoxicity with the FET-test. In adults,
micronucleus test and comet assays found neither genotoxicity after acute exposure for 96 h at
concentrations of 0.0, 12.5, 50 and 100 mg.L_l, nor cytotoxicity through the nuclear abnormalities test.
Acetylcholinesterase (AChE), Glutathione-S-Transferase (GST) and Lactate Dehydrogenase (LDH)
activities were measured in adults exposed for 96 h. The AChE and GST activities were significantly
changed, while no changes occurred for LDH. In conclusion, these PE-MP spheres did not cause
serious toxic effects in zebrafish because there was no internalization. The observed biochemical
changes in AChE and GST may be associated with GI microbiological dysbiosis, previously reported.
The PE-MP spheres in the intestine of juveniles remained present for 12-15 days on average after
the post-exposure clearance study, showing a slow depuration. The histological analysis, in adults,
found no internalization of these microbeads, with complete depuration. The PE-MP spheres did not
cross the chorion barrier, showing no embryotoxic effects after exposures at 0.0, 6.25, 12.5, 50.0 or
100.0 mg.L~! for 96 h.

Keywords: microplastics; ecotoxicology; zebrafish; polyethylene; biomarkers

1. Introduction

Plastics in the environment are degraded, producing fragments, microplastics and
nanoplastics, which have been found at different trophic levels. They are considered
major emerging pollutants around the world, and their toxicities are not completely un-
derstood [1]. In the process of fragmentation, a variety of shapes and sizes have been
found, such as pellets, fibers, films and spheres [2,3]. Microplastics (MPs) have been found
in almost all marine organisms, and due to the huge concern regarding their end point
and effect on marine biota, many studies have been published [4]. On the other hand, the
ecotoxicity of microplastics in freshwater environments should also be further investigated,
because this water is used as a drinking water resource [5]. MPs in freshwater have not yet
been investigated as much as in oceans. In both cases, MPs enter the food chains, reaching
top-chain organisms. The differences in size and shape of MPs influence their uptake and
accumulation in tissues in many animal species, as already found in zebrafish. Due to their
poor degradation and persistence, MPs remain available in aquatic environments for a long
time [6].
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Plastic pellets are manufactured as microbeads for use in cosmetic and personal
care products. Over 90% of microbeads used in cosmetics consist of spherical particles
of polyethylene with size varying from 0.4 nm to 1.24 mm [7]. Most microbeads have
been found in waters near large cities, especially in developing countries with limited
waste treatment systems [8]. European countries and many other countries around the
world have banned plastic microbeads in personal care products, and in Brazil, some
states have followed a federal law on solid residues, which they use to prohibit the use
of non-biodegradable plastic bags in local stores [9]. Although these measures have been
adopted, significant levels of polyethylene microbeads still remain in the environment due
to their low degradation [10]. In Brazil, among plastic polymers, low- and high-density
polyethylenes are the type most produced by chemical industries [11].

In Brazil, studies have revealed the presence of polyethylene in coastal sediments [12]
and on the seacoast of several states [13,14]. Another study states that polyethylene plastics
are also widely found in the digestive tract of different aquatic or terrestrial species, such
as fish, amphibians and microcrustaceans. As for the size of these particles, there is great
diversity, and they are also present in freshwater, seawater and estuary environments [15].
Plastic thus achieves entry into different levels of the food chain, becoming one of the most
worrying pollutants today [16].

The zebrafish in vivo model was used in this study due to its high similarity with
mammals, including human beings. Zebrafish have been used for ecotoxicological studies
with numerous emerging pollutants, such as endocrine disruptors, pharmaceutics, pes-
ticides and nanomaterials. In addition, zebrafish share high homology with the human
genome, having approximately 70% orthologue human genes [17,18]. The purpose of this
study was not only to investigate the toxicity and genotoxicity of polyethylene MP beads
in zebrafish, but also to examine their interaction and behavior when ingested.

2. Materials and Methods
2.1. Polyethylene Microplastics (PE-MP)

Fluorescent orange PE-MPs with diameter of 53-73 pm on average were acquired
from Cospheric (Goleta, CA, USA). The PE-MPs were documented using scanning electron
microscopy (SEM—]Jeol JSM-7001F at 15 kV, Tokyo, Japan). The samples were previously
coated with gold powder for their analysis and imaging performed using an electron
microscope. The composition of the PE-MPs was analyzed using energy-dispersive X-
ray spectroscopy (EDS). Using the software Fiji], 500 PE-MPs were scored, exhibiting
58.9 £ 4.52 um average diameter (Figure 1A,B). Orange fluorescence was demonstrated
under a Axioskop 2—Zeiss (Jena, Germany) epifluorescence microscope with magnification
of 100x using a 510-530 nm filter (Figure 1C). In the pilot test, this MP agglomerated in
water, after which Tween 80% was used in all tests as a dispersant.

Figure 1. (A,B) images from SEM showing the morphology of the PE-MPs (magnification (A)—500x,
(B)—370x%). (C) shows the fluorescence of the PE-MPs in shape of beads (magnification 100 x).
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2.2. Zebrafish (Danio rerio) as Test Organism

Zebrafish adults from a University of Brasilia facility (ZebTec—Tecniplast, Varese, Italy)
were raised under controlled water parameters: temperature at 27.0 = 1 °C, conductivity
at 650 & 100 uS/cm, pH at 7.0 & 0.5 and dissolved oxygen > 95% saturation. Zebrafish
embryos were obtained using the Ispawn breeding system (Tecniplasty, Italy).

2.3. Fish Embryo Toxicity Test (FET)

The FET test followed the OECD guideline Protocol 236 [19]. The embryos were
exposed to 6.25,12.5, 50.0 and 100.0 mg.L’1 of PE-MPs and Tween 80% at 0.01% for 96 h;
there was also a control group. The embryos were collected using the Ispawn system
after natural mating. Unfertilized eggs and those with cleavage irregularities or injuries
were discarded. The test was performed using 60 embryos per treatment in 3 replicates,
randomly selected and distributed in 24-well microplates in the climate chamber. Embryos
and larvae were observed daily under a reverse microscope. The following parameters
were evaluated: coagulation, otolith delay in development, eye and tail pigmentation,
somite formation, heartbeat frequency alterations, edemas, detachment of the tail from
the yolk sac, yolk sac absorption and hatching. Body malformations were evaluated and
documented as recommended by the OECD protocol. In addition, larvae were observed for
up to 7 days after fertilization to check whether their feeding habits would lead to ingestion
of the particles.

2.4. Juveniles Test

To verify how long it took for particles to depurate, 40-day-old juveniles (n = 8) [20]
were exposed for 72 h to 50 mg.L~! of PMs. At the end of the exposure time, the water was
renewed without microplastics (recovery), and the juveniles were monitored over the next
days under a fluorescence microscope to check for the presence or absence of microparticles
in the gastrointestinal tract.

2.5. Adult Toxicity Test: Histology, Micronucleus, Comet Assay and Biochemical Biomarkers

Eight-month-old zebrafish were exposed in groups of seven fish to MPs at concen-
trations of 12.5, 50 and 100 mg.L~!, as well as Tween 80% (0.01%) and water (control)
for 96 h for micronucleus, nuclear abnormalities, comet assay, histology and biochemical
biomarkers. Fish were randomly chosen for each studied endpoint and then anesthetized
using tricaine (5%), followed by spinal disruption. The tests were based on a modified
version of OECD guideline Protocol n. 203 [21] and were carried out in triplicate. Tween
80% at 0.01% was used due to the hydrophobicity of polyethylene MPs [22,23]. In this
study, zebrafish adults were exposed to MPs at concentrations of 12.5, 50 and 100 mg.L~*
for 96 h.

2.5.1. Histology

The fish were stored in Davidson fixative for 24 h and kept in 15 mL tubes with
isopropyl alcohol 70%. Decalcification was performed with EDTA 4% for 7 days with total
renewal of the solution after 4 days, following the literature [24]. Next, the samples were
washed with ultrapure water and dehydrated in an increasing concentration gradient of
isopropyl alcohol (70% for 30 min, 95% three times for 15 min, 100% three times for one
hour). The fish were embedded in paraffin blocks. The blocks were chilled at 4 °C and cut
with 5 pm thickness. To remove the rest of the paraffin, the slides were placed in an oven at
65-70 °C and then washed in isopropyl alcohol 100% until the paraffin was removed, as
proposed in the literature [25].

2.5.2. Genotoxicity and Cytotoxicity

For micronucleus, nuclear abnormalities and comet assay, peripheral blood sam-
ples were homogenized in 200 pL of fetal bovine calf. From this sample, 50 pL were
used for smear in the micronucleus (MN) and nuclear abnormalities (NA) study follow-
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ing the literature [26,27]: 2000 erythrocytes were scored for MN and 3000 for NA at
1000 x magnification, and they were evaluated under a blind code. Erythrocytes were also
scored to classify nuclear abnormalities such as BB—blebbed, LB—lobed, NT—notched,
BN—binucleated and NB—nuclear bud. For comet assay, exposures occurred at 12.5, 50,
100 mg.L~!, Tween 80% (0.01%) and water control for 96 h. In the alkaline test, 20 uL of
the blood sample was homogenized in 100 pL of LM agarose at 0.5% at 37 °C, then these
samples were distributed on microscope slides, matte and polished tip, and covered with a
coverslip of 60 mm. The slides were kept in lyse solution for 1 h at 4 °C, and electrophoresis
occurred at 0.85 V/cm and 4 °C for 15 min. The cell (nucleoid) analysis for comet classifica-
tions followed the protocol developed by Sing et al. (1988) [28], with modifications. For
positive control, HyO, at 0.1% was used. One hundred nucleoids per fish were analyzed
(blind analysis) and classified based on tail length. The damage index was measured as
moderate damage (% MD), comets classified at levels 1 and 2, and high damage (% HD),
comets levels 3 and 4 [29].

2.5.3. Biochemical Biomarkers

For acetylcholinesterase (AChE) measurement, samples from head and tail were used.
The head was considered from mouth until operculum and tail were considered from
anal pore until caudal fin tip. For the measurement of glutathione-S-transferase (GST)
activity, gill and body samples were used. We took body samples, considering from op-
erculum until anal pore. For LDH, only samples from the tail were used. The samples
were stored in phosphate buffer 0.1 M, pH 7.2, at —20 °C. Samples were defrosted on ice,
triturated using scissors, homogenized using a sonicator, and centrifuged while refriger-
ated (4 °C) for 20 min at 10,000 g. The resulting post-mitochondrial supernatant (PMS)
was isolated and placed in 96-well microplates for enzymatic determinations performed
spectrophotometrically (Thermo, Waltham, MA, USA) in quadruplicate.

The Bradford method was used to quantify proteins [30]. The reactions were per-
formed spectrophotometrically in quadruplicate, with the protocol adapted for
microplates [31].

AChE activity was carried out using acetylthiocholine (ASCh) and propionylthiocoline
(PSCh) as substrates. We followed the protocol described by Ellman and coworkers [32],
with modifications (absorbance at 414 nm, every 40 s, for 5 min). AChE was expressed
as nanomol of substrate hydrolyzed per minute and per mg of protein (U) after 10 min
of absorbance reaction for measurement of enzymatic activity. Lactate Dehydrogenase
(LDH) activity was performed using pyruvate as substrate and measuring the reduction of
pyruvate and the oxidation of NADH at 340 nm, every 40 s, for 5 min. The determinations
of the LDH activity followed the protocol described by Vassault [33]. The variations in
Glutathione-S-Transferase (GST) activity were carried out according to the method of Habig
and coworkers [34].

2.6. Statistical Analysis

The software SigmaPlot version 12.5 was used for ANOVA one-way testing, after the
Shapiro-Wilk normality test was performed. The Kruskal-Wallis test was used for non-
parametric analysis. The Dunnett test was used to compare differences among exposure
concentrations with controls for both parametric and non-parametric tests at a level of 5%.

3. Results
3.1. Fish Embryo Toxicity Test (FET)

The polyethylene microplastics did not cause any alterations in zebrafish embryoge-
nesis. There was no hatching delay, induction of malformations or increased mortality
(Figure 2, ANOVA p > 0.05). Therefore, microbeads with average diameter of 58 um do
not cross the chorionic membrane, sticking to the outer side of the chorion (Figure 3A).
In Figure 3B, the zebrafish larva gut is completely full of microbeads, showing that the
contamination starts only after hatching.
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Figure 2. Results of the embryo toxicity test after 96 h of exposure, showing no alterations in the
analyzed parameters compared with controls (ANOVA, p > 0.05).

Figure 3. (A) Zebrafish embryo 36 hpf exposed at 50 mg.L~!, showing plastic microbeads adhered
on the outside of the chorionic membrane. (B) Microbeads shown in the gut of 7-day-old larva
((A)—25x and (B)—15x magnification, stereomicroscopy image).

3.2. Juveniles Test

After 15 days in clean water, post-exposure period, the agglomerate of MPs disap-
peared from the lumen, showing that the gastrointestinal (GI) tract slowly eliminated those

MPs (recovery test, Figure 4).
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Figure 4. (A) Juveniles exposed to 50 mg.L~! for 24 h, deposition of particles in the gastrointestinal
tract. (B) After 7 days of recovery, exposed only in water for depuration. (C) After 12 days, few
particles are observed in the anal pore. Magnification 40x.

3.3. Histology

The histological analysis shows that PE-MPs strongly agglomerated with fecal con-
tent in the intestinal lumen (Figure 5B,E,F). Due to their fluorescence, they were clearly
detectable in the lumen (Figure 5E), but not in the intestinal wall or villi. MP particles were
not seen in the gill and liver (Figure 5C,D,F).

(E) (F)

Figure 5. (A) Intestine of zebrafish, control. 40 x Magnification. (B) Polyethylene MPs in the intestine
of adult zebrafish exposed to 50 mg.L~! for 96 h, 80 x magnification. (C) MPs were not observed in
gills of zebrafish exposed to 50 mg.L.~!, 40 x magnification. (D) Absence of polyethylene MPs in liver
of zebrafish exposed 50 mg.Lfl, 40 x magnification. (E) Lumen of intestine of zebrafish full of MPs
after exposure to 50 mg.L~! for 96 h, 80 x magnification. (F) Presence of MPs in the intestine; MPs
were not ob-served in the other organs. 60 x magnification.

3.4. Genotoxicity and Cytotoxicity

The MN-test did not evidence chromosome breaks or chromosome malsegregation,
and nor were nuclear abnormalities seen for all exposure levels tested (Figure 6A, p > 0.05).
In the comet test, with the tail length in the nucleoids analyzed for all exposure levels, no
increased DNA break indices were observed (Figure 6B, p > 0.05), except for the positive
control HyO; at 0.1%, p < 0.05.
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Figure 6. (A) Frequencies of micronucleus and nuclear abnormalities in peripheral erythrocytes of
zebrafish adults. The result shows no statistical significance (p > 0.05). (B) Result of the comet assay.
Moderate damage means tail length 1, 2 and high. H,O, was highly positive (* p < 0.05).

3.5. Biochemical Biomarkers

The measurement of AChE activities in the zebrafish adult head demonstrated signif-
icant differences at the exposure levels of 50 and 100 mg.L~! compared with the control
group (**p < 0.001). The results in tail measurement did not show a difference in activity
compared with the control (p > 0.05), as seen in Figure 7A. The polyethylene microplastics
did not interfere with this neuronal transmitter. The LDH activity in the tail was not
modified when compared with the control group (Figure 7B, p > 0.05).

Control
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EAGKEthetal | S nmewts [ 13 [0 GSTin the body
= c
s c
g = 2
o S 100 -
S | S
=y o
3
g ® CE
E E
H 3 : .
£ a0 5 "9
z 2
> 2 404
S S
T 200 e
T
(2]
C] 3 2
0 0
125mgl  50mglL 100 mglL Control Tween  125mgl  50mgl 100 mglL Control Tween  125mgl  50mglL 100 mg/L
Exposed groups Exposed groups Exposed groups

Figure 7. (A) AChE activity in the head and in the tail (mean values + standard error) of zebrafish
adults after 96 h of exposure to polyethylene microplastics. Asterisks mean significantly different
from the respective control (p < 0.001). (B) LDH activity in the tail (p > 0.05), and (C) GST activity in
the gills (*** p < 0.001) and body (* p < 0.05).

The GST activity tests evidence a greater variation due to polyethylene microplastics
exposures when compared among the other biochemical markers studied. In the body, a
significant decrease was observed in GST activity at 50 and 100 mg.L~! (* p < 0.05). On
the other hand, the activity measured in gills increased and demonstrated a concentration—
effect relationship (*** p < 0.001), shown in Figure 7C.

4. Discussion

Industrial and domestic wastewater contains fragments, pellets and fibers of plastics
that are not removed by wastewater treatment plants due to their small size and buoy-
ancy [7]. Microplastics have been found around the world in soil, water and air, and sooner
or later they end up in the human body. In an Indonesian population study, MPs were
detected in the gastrointestinal tract, with an average of 10 pg/g of feces [35]. Airborne
MPs, commonly found in many cities, are inhaled and their presence in human lung tissues
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has already been detected in autopsies [36]. Human placentas collected from physiological
pregnancies and analyzed using Raman spectroscopy have shown the presence of MPs with
different shapes [37]. Due to the fact that different types of MPs have already been reported
in humans, more studies to understand the fate and toxicity of microplastics within the
human body must be performed.

The zebrafish embryotoxicity test is recommended to assess the adverse potential of
emerging aquatic pollutants, such as plastic, and this test aims to determine the toxicity
of substances in the embryonic stages of the fish, evaluating the formation of the embryo
or larvae during the development [19,38]. In this study, no embryotoxicity occurred from
these MPs due to the protection of the chorion, acting as an effective barrier (Figure 3A,
p > 0.05). The zebrafish chorion is a membrane with thickness of 3.5 pm with 0.5-0.7 pm
diameter pores, allowing the passage of water, ions and some chemicals [39]. The chorion
acts as a barrier, preventing compounds larger than 3 kDa from passing freely until the
embryo hatches at around 72 hpf. When the mouth starts to open at 60 hpf, oral uptake
gains importance as a route of exposure [40]. However, after hatching, larvae start feeding
freely and are contaminated, as demonstrated in Figure 3B. This result contradicts the
studies performed by Malafaia and coworkers [38], in which polyethylene particles with
red fluorescence and an average diameter of 38.26 pm, smaller than those used in this study,
provoked early hatching of embryos and altered their morphometric standards in static
exposure. In contrast, another study [41] found that a polystyrene nanoplastic of 22 nm did
not induce significant morphological alterations in zebrafish embryos, as was observed in
our study.

In adults, these MPs were easily ingested and were found throughout the GI tract
(Figure 4). Their gastrointestinal tract is similar to that of other vertebrates. All cyprinids
lack a stomach, and the intestine is continuous, composed of stratified squamous epithe-
lium [42]. Polystyrene MPs of 0.5 and 50 um diameter caused microbiota dysbiosis and
inflammation in the intestines of adult zebrafish [43]. Additionally, Jin et. Al. [44], studying
MPs of 50 um in zebrafish exposed for 14 days, did not observe histopathological changes
in the intestine, but instead a significant change in the microbiota diversity leading to
dysbiosis. Oxidative stress and cytotoxicity as a consequence of inflammatory processes
have been found in zebrafish exposed to MPs. They can be absorbed by macrophages,
contributing to enhancing reactive oxygen species and altering metabolic enzymes [45].

Microplastics of different sizes and shapes have been found in fish intestines around
the world, causing several physiological disturbances. They can be accumulated and
translocated within an organism or excreted through feces, depending on the size, shape
or level of exposure. Spherical MPs (microbeads) cause less injury to the intestine and
are retained for a shorter time than those with irregular shapes [46,47]. In our study, the
spherical PE-MPs of 58 um at 50 mg.L~! for 96 h demonstrated an intestinal transit of
12-15 days on average, and we did not find these MPs in other zebrafish tissues. This
supports other studies suggesting that the rapid removal of plastic from aquatic organisms
is a strategy taken by these species to reduce potential biological effects [8].

Analyses of DNA damage have been efficient in detecting genotoxic environmental
contaminants, even in low concentrations [48]. Aradjo et al. [49] verified that polyethylene
microplastics with a diameter of 36 um induced DNA breaks in zebrafish after exposure of
15 days, using comet assay. However, their results from the micronucleus test and nuclear
abnormalities were not statistically significant. The comet assay is a more sensitive endpoint
than the micronucleus test. Considering the biochemical markers used, it is known that
the assessment of AChE levels has been used as an indicator of in vivo neurotoxicity and
the GST is involved with detoxification xenobiotics [50]. In the present study, MPs caused
alterations in some biochemical biomarkers, such as AChE inhibition in the zebrafish head
and GST increased activity in the gills. AChE activity measurement is a biomarker of
neurologic adverse effects, and in this case, this could have occurred due to circulating
pro-inflammatory cytokines, commonly seem in intestinal dysbiosis [51].
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The GST enzymes exhibit different patterns of expression in tissues, and their main
functions are the detoxification of xenobiotics. Environmental toxicants in water reach
the gill first, and their higher activity in this tissue therefore makes sense, even being
expressed also in other tissues of the fish body. The GST metabolic enzymes were already
well-characterized in zebrafish by Glisica et al. [52], showing a comprehensive study of this
gene family. The authors showed the involvement of seven different GST classes in adult
zebrafish associated with the biotransformation of xenobiotics, as well as their functional
similarity to the human orthologue xenobiotic metabolism. Taking into account that these
microbeads remain in water, our results clearly showed their effects mainly on gill GST
metabolism in adult zebrafish.

Lactate dehydrogenase (LDH) activity is commonly used to measure cytotoxicity
caused by xenobiotics, leading to the disruption or lysis of cell membranes. When tissues
are damaged, LDH is released in response to cell injuries [53]. Our results did not show
increases in the LDH levels, from which it can be understood that there was no cell injury.
In fact, this could be a survival strategy that fish have developed to eliminate pollutants
quickly, in order to avoid other biological side-effects [8]. Our results clearly show the
presence of PMs in the lumen of the intestine (Figure 5E) but not in the other organs, it
means that there was not absorption (Figure 5C,D). The Figure 5B clearly shows MPs
completely agglomerated, like pellets of MPs, which may make it difficult for the intestinal
mucosa to absorb.

In a review article, Priistt et al. [54] affirmed that micro- and nanoplastics can inhibit
the activity of AChE and increase GST. Araujo et al. [49] also confirmed alterations in
biochemical stress markers, such as superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), in
zebrafish after exposure of 15 days to polyethylene microplastics. Another work [41]
found biochemical alterations in the markers AChE, GST and CAT in zebrafish exposed to
polystyrene nanoplastics, with a diameter of 22 nm, in acute exposure, which corroborates
our study.

5. Conclusions

Spherical MPs (microbeads) caused physiological disturbances in zebrafish after short-
time exposures, mainly with AChE and GST activity changes. The alterations in GST activity
may be associated with oxidative stress caused by a possible intestinal dysbiosis, which was
not effective enough to induce genotoxicity and cytotoxicity. We also demonstrated that the
chorion protects embryos against MPs of 58 pm, and the microparticle presents complete
intestinal transit and is not absorbed, as it was not found in other tissues. Even with the
high concentrations seen in the intestine, it was confirmed that the zebrafish manages to
eliminate this type of MP.
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