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RODA, Jéssica Fernanda Bernardes. Ecotoxicidade dos microplasticos (isolado e
combinados com o cobre) em distintas espécies de animais dulcicolas. 2023.
127 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Biolégicas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2023.

RESUMO

Os microplasticos (MP < 5 mm) s&o poluentes emergentes amplamente encontrados
no ambiente aquatico. Os rios sao os principais responsaveis pelo transporte dos MPs
do ambiente terrestre até os oceanos. Além de causar efeitos toxicologicos para
organismos aquaticos, os MPs s&o capazes de adsorver outros xenobiéticos, como o
cobre (Cu), influenciando na biodisponibilidade e toxicidade do metal. Os efeitos dos
poluentes podem variar de acordo com as caracteristicas de cada espécie, além de
variar quanto aos seus habitos alimentares, sexo, tamanho e desenvolvimento
ontogenético. Pensando nisso, para este estudo foram escolhidos trés organismos
modelos: i) embrido de Danio rerio; ii) 0 peixe neotropical Prochilodus lineatus, uma
espécie com habitos; iii) o bivalve Anodontites trapesialis, uma espécie nativa
encontrada em bacias hidrograficas e tanques de pisciculturas préximos aos centros
urbanos. Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos da exposi¢ao aguda
(96 h) ao microplastico isolado e de sua associagao ao cobre nos embrides de D. rerio,
em juvenis de P. lineatus e no molusco A. frapesialis a partir da analise de multiplos
biomarcadores. As trés espécies foram distribuidas em quatro grupos e expostas
apenas a agua desclorada (CTR) ou aos poluentes isolados (20 ug L' de MP e 10 ug
L-' de Cu) e em mistura (20 ug L' de MP+10 pg L-' de Cu). Apds as exposigdes, nos
embrides foi observado a afinidade do MP ao cdérion embrionario e diminui¢cao da
frequéncia cardiaca (MP e MP+Cu), diminuicdo da taxa de eclosdao e aumento da
concentragdo de Cu nos tecidos (Cu e MP+Cu). A exposi¢cao do peixe P. lineatus
acarretou no acumulo de metal nas branquias e no musculo (Cu e MP+Cu), alteragdes
nos parametros hematoldgicos, idbnicos e metabdlicos (Cu e MP+Cu), alteragbes na
atividade das defesas antioxidantes (Cu), aumento de danos oxidativos (MP+Cu) e
genotéxicos (MP, Cu e MP+Cu). Ja a exposi¢cao dos bivalves A. trapesialis resultou
na alteracao dos parametros idnicos (MP+Cu) e metabdlicos (Cu e MP+Cu), alteracao
nas defesas antioxidantes ndo enzimaticas (MP+Cu), aumento de danos oxidativos
(MP, Cu e MP+Cu) e danos no DNA (MP e MP+Cu) e neurotoxicidade (Cu e MP+Cu).
As particulas de MPs apresentaram efeito toxicolégico nos trés organismos de agua
doce estudados. Ainda, o MP demonstrou potencial interagdo com o cobre, um metal
presente no ambiente aquatico e amplamente estudado na toxicologia. Os efeitos
observados sugerem, predominantemente, uma possivel interacdo sinérgica,
resultando no aumento da toxicidade dos poluentes quando em mistura.

Palavras-chave: Biomarcadores; Anodontites trapesialis; Danio rerio; Prochilodus
lineatus; estresse oxidativo.
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RODA, Jéssica Fernanda Bernardes. Ecotoxicity of microplastics (isolated and
combined with copper) in different freshwater animal species. 2023. 127 p. Thesis
(Doctorate degree in Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2023.

ABSTRACT

Microplastics (MP < 5 mm) are emerging pollutants widely found in the aquatic
environment. Rivers are the main carriers of MPs from the terrestrial environment to
the oceans. Apart from causing toxicological effects on aquatic organisms, MPs can
adsorb other xenobiotics, such as copper (Cu), influencing the bioavailability and
toxicity of the metal. The effects of pollutants can vary according to the characteristics
of each species, including their feeding habits, sex, size, and ontogenetic
development. With this in mind, three model organisms were chosen for this study: i)
Danio rerio embryos; ii) the neotropical fish Prochilodus lineatus, a species with benthic
habits; iii) the bivalve Anodontites trapesialis, a native species found in hydrographic
basins and fish farming tanks near urban centers. Thus, this work aimed to evaluate
the effects of acute exposure (96 h) to isolated microplastics and their association with
copper in D. rerio embryos, P. lineatus juveniles, and A. trapesialis mollusks through
the analysis of multiple biomarkers. The three species were distributed into four groups
and exposed only to dechlorinated water (CTR) or isolated pollutants (20 ug L' of MP
and 10 pg L' of Cu) and in a mixture (20 ug L' of MP+10 pg L™ of Cu). Following the
exposures, in embryos, MP affinity to the embryonic chorion was observed along with
decreased heart rate (MP and MP+Cu), decreased hatching rate, and increased Cu
concentration in tissues (Cu and MP+Cu). Exposure of P. lineatus resulted in metal
accumulation in the gill and muscle (Cu and MP+Cu), alterations in hematological,
ionic, and metabolic parameters (Cu and MP+Cu), changes in antioxidant defense
activity (Cu), increased oxidative (MP+Cu), and genotoxic damage (MP, Cu, and
MP+Cu). Exposure of A. trapesialis led to changes in ionic (MP+Cu) and metabolic
parameters (Cu and MP+Cu), alterations in non-enzymatic antioxidant defenses
(MP+Cu), increased oxidative damage (MP, Cu, and MP+Cu), DNA damage (MP and
MP+Cu), and neurotoxicity (Cu and MP+Cu). The particles of MPs showed
toxicological effects on the three studied freshwater organisms. Furthermore, the MP
demonstrated potential interaction with copper, a metal present in the aquatic
environment and widely studied in toxicology. The observed effects predominantly
suggest a possible synergistic interaction, resulting in increased toxicity of pollutants
when mixed.

Key-words: Biomarkers; Anodontites trapesialis, Danio rerio, Prochilodus lineatus;
Oxidative stress.
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APRESENTACAO

A tese esta redigida na forma de manuscritos, de acordo com as
normas aceitas pelo Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Estadual de Londrina — UEL. No inicio esta apresentada uma
Introdugdo Geral, contextualizando o tema abordado pela autora, com énfase em
contaminagao aquatica por microplastico e cobre, biomarcadores de contaminagao
aquatica, modelos biologicos estudados, justificativas, hipoteses e objetivos e
referencias. Em seguida, serdo apresentados trés capitulos com manuscritos
abordando cada um, um modelo biolégico distinto. O Capitulo | refere-se aos
experimentos com embrides de Danio rerio, que gerou o manuscrito intitulado
“Toxicidade de microplastico isolado e associado ao cobre para embridao de
Danio rerio’, no qual estdo apresentados os efeitos dos poluentes no
desenvolvimento dos embrides e a afinidade do microplastico ao cérion embrionario.
O Capitulo Il refere-se ao manuscrito com o peixe Prochilodus lineatus intitulado
“Efeitos toxicolégicos do microplastico e do cobre em uma espécie de teleésteo
de agua doce” apresentando os efeitos a exposigdo aos poluentes em diferentes
biomarcadores, além da interacéo entre eles. Ja no Capitulo Ill consta 0 manuscrito
com o bivalve Anodontites trapesialis intitulado “Respostas de biomarcadores no
bivalve dulcicola Anodontites trapesialis apés exposicoes isoladas e
combinadas ao microplastico e cobre”, com os principais resultados
ecotoxicologicos apds exposicao dos individuos aos poluentes. Por fim, séo
apresentadas as consideragdes finais integrando os resultados do trabalho proposto
com a sua relevancia e sugestodes futuras.



Introducao geral
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1 INTRODU(}AO GERAL
1.1 CONTEXTUALIZACAO

A poluigao por plastico, principalmente por particulas menores que 5
mm (microplasticos - MP), tornou-se um grave problema ambiental, pois esta atingindo
globalmente os ecossistemas aquaticos, até mesmo os habitats mais remotos,
despertando assim o interesse dos pesquisadores que visam a protegdo dos
ambientes aquaticos (WANG et al., 2020). A producgao global de plastico em 2021
chegou a 390,7 milhdes de toneladas (PLASTICS EUROPE, 2022), sendo grande
parte de todo lixo plastico descartado de forma incorreta e encontrando-se acumulado
em aterros sanitarios e no ambiente natural (GEYER et al., 2017), onde tornam-se
biodisponiveis para organismos de diferentes niveis tréficos (CASTRO-CASTELLON
et al., 2023; KALCIKOVA, 2023).

Os microplasticos sao classificados de acordo com o seu tamanho,
composicdo, forma e origem se diferenciando em dois tipos: MP primario (Fig. 1A) e
MP secundarios (Fig. 1B). Os MPs primarios sao aqueles que de acordo com as
aplicagdes, sao produzidos para utilizagdo como abrasivo em aplicagdes industriais,
produtos de higiene pessoal e cosméticos, esfoliantes, farmacos, produtos da
industrial téxtil, entre outros (FENDALL; SEWELL, 2009; COLE et al.,, 2011,
CASTANEDA et al., 2014; ALOMAR et al., 2016). Ja os MPs secundarios s&o aqueles
advindos da degradacao de itens plasticos maiores, que tiveram seu tamanho
reduzido por fragmentacéo, fragilizacdo ou fotodegradagcédo (BARNES et al., 2009;
COLE et al., 2011; BOUCHER; FRIOT, 2017; LIN et al., 2023).

Dentro da categoria dos MPs é considerado uma subdivisdo de
acordo com o tamanho: as grandes particulas microplasticas (L-MPP, 1 —5 mm) e as
pequenas particulas microplasticas (S-MPP, < 1 mm) (NAJI et al., 2019; LIM et al.,
2022). Com relagdo ao formato dos MPs, existem as mais variadas formas como
pellets, fibras, fragmentos irregulares e filmes (VETRIMURUGAN et al., 2020), de
cores diversas como amarelo, verde, vermelho, azul, branco, preto, rosa, lilas, entre
outros (CRAWFORD; QUINN, 2017). Quanto a composigao polimérica os principais
tipos séo polietileno (PE), poliamida (PA), polipropileno (PP), polietileno tereftalato
(PET) e poliestireno (PS) (LIN et al., 2023).
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Figura 1 - Microplasticos recuperados do ambiente aquatico. (A) Microplasticos primarios. (B)
Microplasticos secundarios. Fonte: adaptado de Crawford; Quinn, 2017.

Os MPs sao considerados poluentes emergentes onipresentes e
encontram-se amplamente distribuidos em sistemas naturais de agua como o0s rios,
lagos, oceanos, regides polares e em sistemas artificiais, como estagdes de tratamento
de aguas residuais e até mesmo na agua potavel (WANG et al, 2022). Ainda que 80%
dos MPs marinhos sejam transportados pelos rios (ALIMI et al., 2018), muitos estudos
restringiram-se a investigagdes no ambiente marinho, onde ha muitos mais estudos
envolvendo os organismos marinhos do que os dulcicolas (CASTRO-CASTELLON et
al., 2022).

Quando no ambiente aquatico, a biodisponibilidade e efeitos
biolégicos dos MPs podem variar de acordo com diferentes fatores como
caracteristicas da propria microparticula, entre elas a densidade, o tamanho, a forma,
a cor e o tipo do plastico (WRIGHT et al., 2013; CINCINELLI et al., 2019), bem como
com atividades antropogénicas e fatores ambientais como a caracteristica e qualidade
da agua ao qual se encontram (TALBOT; CHANG, 2022). Muitas vezes os organismos
entram em contato com as microparticulas involuntariamente, ou de forma voluntaria
por meio da ingestao acidental e/ou por confundir os MPs com alimentos (TOSETTO,
2017). Em estudo anterior Jabeen et al. (2017) relataram a ingestdo de MPs em
aproximadamente 150 espécies de peixes, incluindo animais marinhos e dulcicolas.

Ja Zhang et al. (2020) relataram a presenca de MPs ingeridos por mais de 690
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espécies marinhas. A ingestdo das microparticulas € influenciada pelo nivel de
poluigao por plastico no local, além do habito e estratégia alimentar de cada espécie
(ROMEQ et al., 2015; BATTAGLIA et al., 2016). Recentemente, um estudo realizado
com 220 individuos pertencentes a 14 espécies em um rio urbano da Bacia do Alto
Parana, relatou a presenca de microplastico no conteudo alimentar de trés espécies
estudadas, Astyanax fasciatus (onivora), Rhamdia quelen (iliéfagos) e Hoplosternum
littorale (ili6fagos) demonstrando que peixes dulcicolas de areas urbanas s&o mais
suscetiveis a exposicdo ao MP (OLIVEIRA et al., 2020).

Além do efeito toxicologico acarretado pela propria microparticula, os
MPs sédo capazes de adsorver outros compostos toxicos, sendo considerado um vetor
de poluentes orgénicos, como os poluentes orgénicos persistentes (POPs),
agrotoxicos, bifenilas policloradas (PCBs) (AVIO et al.,, 2015; ARIAS et al., 2023;
SUBARAMANIYAM et al., 2023; WANG et al., 2023), farmacos (HUANG et al., 2021b;
SANTOS et al., 2021) e poluentes inorganicos, como os metais (ASHTON et al., 2010;
DAVARPANAH; GUILHERMINO, 2015; MARSIC-LUCIC et al., 2018; TURNER,
2021), frequentemente alterando a biodisponibilidade e a toxicidade destes (SYBERG
etal., 2015).

Entre os metais com afinidade ao MP encontra-se o cobre (Cu), que é
um metal essencial para as fungdes bioldgicas, mas que em altas concentragdes torna-
se toxico para a biota dulcicola devido a sua agdo em reagdes de oxirreducao
(FLEMMING; TREVORS, 1989; KELLER et al., 2017). Sabe-se que o Cu, assim como
outros metais, tem sua toxicidade relacionada as condigdes fisicas e quimicas da agua
que influenciam na sua biodisponibilidade (PAQUIN et al., 2000). Ainda, o Cu é um metal
que possui caracteristica de se aderir em particulas em suspensdo (PAQUIN et al.,
2000), bem como se aderir aos microplasticos (DAVARPANAH; GUILHERMINO, 2015).
Os MPs podem atuar como um transportador de Cu, que apds ser adsorvido podem
ser liberados nos 6rgéos e tecidos, aumentando a toxidade do metal para os animais
(CHEN et al., 2023). Em peixes dulcicolas, € sabido que o Cu pode se acumular em
diferentes 6érgaos dos animais e acarretar efeitos fisiologicos como danos em proteinas,
lipideos, DNA e até mesmo nos tecidos, através da geracédo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) além de interferir na atividade de diferentes enzimas como anidrase
carboOnica, Na*/K* - ATPase, citocromo C oxidase, superoxido dismutase, entre outras
(MONTEIRO et al., 2009; SIMONATO et al., 2016; TESSER et al., 2020; DE PAULA et
al., 2021; DE PAULA et al., 2022; SANTOS et al., 2022; LIAO et al., 2023).
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As ERO também sdo formadas naturalmente durante a respiragéao
celular e causam estresse oxidativo ao oxidar as biomoléculas. A principal causa de
danos oxidativos em membranas celulares é a lipoperoxidagcdo (LPO), que pode
alterar a permeabilidade e a fluidez das membranas celulares, sendo uma das
principais causas de lesdes e morte celular (GIORGIO et al., 2007). Nas proteinas, o
principal dano oxidativo é a carbonilagado de proteina (PCO), que pode ser irreversivel
ou reversivel dependendo do alvo e da forma de dano nos aminoacidos
(TRACHOOTHAM et al., 2008). Ja no DNA, pode induzir a danos oxidativos nas bases
nitrogenadas, devido a oxidagao direta dos acidos nucleicos ou entao resultar em quebra
simples ou dupla das cadeias do DNA (AVIO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017). Sabe-
se que o Cu e o MP podem causar danos no DNA através de danos oxidativos
ocasionados pela formagdo de ERO (HAMED et al., 2021; SUN et al., 2021). Caso
nao ocorra reparo, as lesées podem acarretar injurias, morte celular ou induzir mutagbdes
génicas, sendo transmitidas a geracgodes futuras (BERRA et al., 2006). Os efeitos do MP
em organismos aquaticos ainda s&o controversos. Segundo Huang et al. (2021a) a
exposicédo de mexilhdes Pema perna ao microplastico de PVC (0,1-1,0 um; 0,125 g L;
90 dias) nao resultou em alteragdes significativas quanto a estresse oxidativo em lipideos
e no DNA. Por outro lado, Avio et al. (2015) relataram que a exposicao de mexilhdes
Muytilus galloprovincialis ao MP (PE e PS; 20 g L") isolado e em mistura com Pireno (PYR
50 ug L") resultou no aumento de dano no DNA (MP PE) em hemdcitos, diminuiu a
atividade da acetilcolinesterase (MP-PE e MP-PS, MP-PE + PYR e MP-PS + PYR), mas
nao revelou variagdo na concentracao de glutationa e nas atividades da glutationa S-
transferases, catalase e na peroxidagao lipidica.

Para combater as ERO e proteger as células dos danos oxidativos, os
organismos aerobicos desenvolveram um sistema de defesa antioxidante composto
por moléculas antioxidantes, como a glutationa reduzida (GSH), e enzimas, entre elas
a glutationa S-transferase (GST) e a catalase (CAT). A GST, juntamente com as
enzimas do sistema de oxidases de funcao mista, também atua na biotransformacao,
que é um processo que visa a conversao de xenobidticos organicos lipossoluveis em
compostos hidrossoluveis que podem ser mais facilmente excretados (VAN DER
OOST et al., 2003). Na busca por neutralizar a produgéo de ERO e proteger as células
de danos oxidativos, as CAT por sua vez, sdo mobilizadas para realizar a degradacgéao
do perdxido de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio (2 H202 => 2 H20 + O2) que n&o

sao prejudiciais ao organismo (CARVALHO et al., 2015). Em um estudo realizado com
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o bivalve Corbicula fluminea, Oliveira et al. (2018b) observaram que apés 8 dias de
exposi¢do ao MP (0,13 mg L") + mercurio (Hg: 30 pg L) isolados e em mistura, os
bivalves apresentaram aumento de danos oxidativos em lipideos (MP, Hg e MP + Hg),
reducdo na atividade de colinesterases (MP), aumento na atividade da CAT (Hg e MP +
Hg) e aumento na atividade da GST (Hg).

Com relagdo a via metabdlica, a glicolise é considerada uma via
metabdlica importante, processo em que a glicose é convertida em piruvato através de
uma série de reagdes enzimaticas. O glicogénio armazenado nos tecidos também
fornece substrato para a glicolise e para a via pentose fosfato, que é responsavel pela
producédo da ribose-5-fosfato necessaria para a sintese de RNA e DNA. Apesar do
numero de moléculas de ATP produzido pela glicdlise ser muito menor do que pela
fosforilagdo oxidativa, esta via € importante pois recicla NAD* ao produzir lactato quando
a disponibilidade de oxigénio esta diminuida. A fosforilagdo oxidativa, no entanto, € um
processo dependente de oxigénio (CAMPBELL; FARRELL, 2006).

Considerando o exposto acima, fica claro que os organismos aquaticos
estdo expostos ao MP e ao Cu, assim como aos seus efeitos tdxicos. Embora os rios
sejam considerados uma importante rota para o transporte de MP até os oceanos, o
banco de dados sobre a ocorréncia de MPs em rios e seus efeitos aos organismos ainda
sao escassos (WANG et al., 2017). Ainda, nem toda particula plastica que chega aos
corpos d’agua dulcicola tem como destino final o ambiente marinho. Parte dos detritos
plasticos s&o retidos por armadilhas de lixo, ou acabam se prendendo na vegetagao as
margens do rio ou submersos na agua (KOOI et al., 2018), afetando o ecossistema e os
organismos ali presente (BARBOZA et al., 2018).

A toxicidade do MP isolado ou em mistura com outros poluentes, como
o Cu, e suas implicagdes para os organismos aquaticos, continuam a ser uma lacuna de
conhecimento. As alteragdes toxicoldgicas causadas pela exposicao aos poluentes
podem ser avaliadas por meio de biomarcadores, que sao importantes ferramentas
capazes de fornecer informagdes relativamente precoces em resposta a um agente
estressor, que normalmente ndo se apresentariam em um organismo com fungdes
normais intactas, indicando mudancas desde niveis moleculares até a ecossistemas
(VAN DER OOST et al., 2003; NIKINMAA, 2014).

Os efeitos causados pelos poluentes podem variar de acordo com as
caracteristicas de cada espécies, como o tamanho, o sexo e o desenvolvimento

ontogenético. “Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test” (Organizacdo para a
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Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico - OECD 236), teste de toxicidade aguda
em embrides de peixe, € um teste padronizado e normatizados, que tem sido
amplamente realizado com embrides da espécie Danio rerio (Hamilton, 1822), a fim
de determinar a toxicidade aguda dos poluentes ambientais que podem interferir no
desenvolvimento dos organismos (OECD, 2013). A espécie D. rerio, popularmente
conhecidos com zebrafish ou paulistinha, € um peixe tropical dulcicola, de origem sul
Asiatica, mundialmente conhecido na pratica de aquarismo (BRIGGS, 2002;
MEYERS, 2018; LOPES-FERREIRA, 2021). Os D. rerio sao animais de pequeno
tamanho (4 a 5 cm quando adultos), permitindo a acomodagao de varios animais no
biotério; com taxa de reproducgao elevada, reproduzindo centenas de ovos em uma
unica desova; com ciclo de vida curto, atingindo a maturidade sexual em 3 a 6 meses;
com embrides transparente, permitindo analisar o desenvolvimento embrionario ainda
dentro do ovo; de rapido desenvolvimento embrionario (Fig. 2); de facil manutencao
em laboratorio e baixo custo, quando comparado a outros modelos; e, as larvas com
até 120 h pés fertilizagdo (hpf) sdo consideradas modelos in vitro e nao estéo
protegidas pela legislagdo de ética e bem-estar animal (SPENCE et al., 2008;
LAMMER et al., 2009; LOPES-FERREIRA, 2021). Os embrides de D. rerio sao
excelentes organismos modelo para estudos toxicoldgicos, e 0 uso de embrides dessa
espécie permite avaliar como o ambiente poluido pode interferir na reproducéo e
posteriormente na taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento de embrides e larvas

numa populacio.
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Figura 2 — Imagem ilustrativa dos estagios de desenvolvimento do peixe Danio rerio. Fonte: Jéssica
Fernanda Bernardes Roda, Universidade Estadual de Londrina.

Entre os modelos bioldgicos mais utilizados em estudos sobre os efeitos
do MP estéo os peixes e os moluscos bivalves, porém a maioria destes sao marinhos
(DE SA et al., 2018). Os estudos em laboratério com animais de agua doce ainda sdo
escassos, principalmente quando se trata de estudos utilizando espécies nativas da
América Latina (LOPEZ ACA et al., 2018; CAMPOS et al., 2023). O teledsteo neotropical
Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) (Fig. 3) popularmente conhecido como
curimba ou curimbata, € uma espécie de peixe dulcicola nativo. Tem sua localidade
tipo no rio da Prata, Buenos Aires — Argentina, amplamente distribuido nas bacias dos
rios Parana e Paraiba do Sul (LAJMANOVICH et al., 2023), onde ja foi detectado a
presenca de MP no conteudo estomacal de outras espécies, indicando que esta
problematica ja esta afetando a biota local (OLIVEIRA et al., 2020). Pertencentes a
familia Prochilodontidae, os P. lineatus sao animais de piracema com habitos
migratorios, de médio a grande porte, com coloragao prateada, corpo alto e fusiforme,
labios desenvolvidos e dentes pequenos (SHIBATTA et al., 2002). O peixe P. lineatus
€ uma espécie iliofaga bentbnica de grande relevancia ecolégica e econbmica,

suscetivel a contaminagao presente no ambiente tanto por contato direto com a agua
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ou quanto por meio dos sedimentos (MARTINEZ; COLUS, 2002; LAJMANOVICH et
al., 2023). Ainda, é considerado um bom modelo biolégico para avaliagdo dos efeitos
toxicolégicos do MP e Cu por ser uma espécie nativa, de facil manutengdo no
laboratdrio e sensivel aos poluentes (MARTINEZ et al., 2004; RODA et al., 2020).

Figura 3 - Exemplar de P. lineatus Valenciennes, 1836. Fonte: José Luis Olivan Birindelli. Universidade
Estadual de Londrina

O molusco bivalve Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819) (Fig. 4A)
pertence a familia Mycetopodidae, € uma espécie nativa do Brasil, exclusiva da
América do Sul. A. trapesialis vivem quase totalmente enterrados em fundo lodoso ou
lodoso-arenoso (Fig. 4B), em rios, lagos e represas, em locais de poucas corredeiras,
e se alimentam de particulas em suspensao (HEBLING, 1976). Quando jovens, vivem
nas margens em locais mais rasos (10 cm), conforme vao se desenvolvendo, os
animais se deslocam para locais mais profundos (80 cm). Embora sejam considerados
animais sedentarios, na época de seca, os bivalves se deslocam para locais com
maiores niveis de agua (HEBLING, 1976). Ainda que poucos estudos tenham utilizado
os A. trapesialis em analises ecotoxicologicas, esta espécie tem se demonstrado
como um importante modelo bioldgico, para avaliar o efeito de poluentes distintos
(LOPES et al., 1992; TOMAZELLI et al., 2003; JACOMINI et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2016; OLIVEIRA et al.,, 2018a; TESSER et al.,, 2022) por serem bivalves
autobranquios, comedores de suspensao, com ctenidios modificados com cilios,
utilizados ndo somente para trocas gasosas mas também para filtragdo. Assim, a
espécie de peixe P. lineatus e o bivalve A. trapesialis apresentam potencial como
modelos biolégicos para a avaliacao dos efeitos decorrentes do MP e do Cu por serem
espécies nativas, com diferentes habitos alimentares, de facil manutengdo em
laboratério e sensiveis a poluentes (OLIVEIRA et al., 2018a; RODA et al., 2020).
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3cm

Figura 4 — (A) Exemplar de Anodontites trapesialis Lamarck, 1819. Fonte: Jéssica Fernanda Bernardes
Roda, Universidade Estadual de Londrina. (B) Imagem ilustrativa de Anodontites trapesialis em seu
habitat natural. As setas indicam a direcao das correntes inalante e exalantes. Fonte: adaptado de Hebling,
1976.

1.2 JUSTIFICATIVA

Como apresentado acima, o microplastico e o Cu sao poluentes
amplamente distribuidos no ecossistema aquatico, tanto no ambiente marinho quanto
no ambiente de agua doce. Apesar dos crescentes trabalhos com MP no ambiente
dulcicola, apenas uma pequena parte sado voltados para os efeitos da microparticula
Nos organismos.

Os efeitos toxicos do MP ainda ndo sdo bem estabelecidos, no
entanto, € sabido que o MP é capaz de acarretar efeitos bioquimicos, genotdxicos e
fisioloégicos. Além dos efeitos causados pela sua propria toxicidade, os MPs sao
capazes de adsorver outros poluentes presentes no ambiente, muitas vezes alterando
a biodisponibilidade e toxicidade destes, o que aumenta a preocupagao quanto a sua
ocorréncia simultdnea com outros xenobidticos.

Os efeitos toxicologicos do Cu para animais ja sao bem
documentados e sabe-se que o Cu pode se aderir a particulas em suspensao,
incluindo os MP. Sabendo que o MP é capaz de adsorver outros poluentes e que o
Cu de se aderir a particulas em suspensao, torna-se importante investigar os efeitos
causados por ambos, tanto isolado quanto em mistura, a fim de investigar uma

possivel interagéo.
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O presente estudo abordou os efeitos do MP e Cu, isolado e em
mistura, em concentragdes ambientalmente relevantes e em trés organismos distintos.
O primeiro, embrides de Danio rerio, € um excelente modelo bioldgico para estudos
dos efeitos embriotoxicoldgicos. Os outros dois modelos, o peixe Prochilodus lineatus
e o bivalve Anotontites trapesialis, ambas espécies neotropicais nativas sensiveis aos
poluentes e com habitos distintos.

Diante do exposto, o presente estudo ira contribuir com dados
significativos sobre a toxicidade dos poluentes e informagdes relevantes para que

niveis seguros de MP no meio ambiente sejam estabelecidos.

1.3 HIPOTESES

- A exposicdo aguda ao MP e ao cobre, isoladamente e em mistura, provoca
alteracdes toxicoldgicas durante o desenvolvimento embriolarval e danos no DNA de
embrides de D. rerio;

- A exposicdo dos embrides de D. rerio aos poluentes, isolados e em mistura,
apresenta menor interferéncia quando comparados ao estagio das larvas apds a
ecloséao;

- O codrion embrionario € uma barreira efetiva contra a absor¢ao de MP para o fluido
periovular;

- A exposic¢ao aguda ao MP e ao cobre, isoladamente e em mistura, causa alteragdes
distintas nos multiplos biomarcadores analisados em P. lineatus e em A. trapesialis;
- Havera um aumento na concentracao de cobre em embrides de D. rerio e nos tecidos
de P. lineatus e de A. trapesialis expostos agudamente ao cobre, de maneira isolada
e em mistura com o MP;

- Para as trés espécies, as exposi¢cdes apresentaram maiores interferéncias

toxicolégicas conforme a seguinte ordem: MP + Cu > Cu > MP.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da exposi¢cdo aguda (96 h) ao MP e ao cobre,

isoladamente e em mistura, no embrido do peixe D. rerio, no peixe neotropical P.
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lineatus e no molusco bivalve A. ftrapesialis por meio da analise de multiplos

biomarcadores.

1.4.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos da exposi¢cédo aguda a diferentes concentragdes de MP e ao cobre,
isoladamente e em mistura, sobre o desenvolvimento embriolarval e no DNA de
embrides de D. rerio;

- Avaliar os efeitos da exposigdo aguda ao MP e ao cobre, isolados e em mistura, a
partir de biomarcadores genotoxicos (dano no DNA), bioquimicos (GST, CAT, GSH,
LPO e PCO), fisiologicos (RBC, hemoglobina, hematdcrito, glicose, glicogénio, lactato
e concentragao idnica) e de neurotoxicidade (AChE) em P. lineatus e em A. trapesialis;
- Analisar a concentracdo de cobre em embrides de D. rerio e nos tecidos de P.
lineatus e de A. trapesialis expostos agudamente ao MP e ao cobre, de maneira
isolada e em mistura;

- Verificar as diferencas e as semelhancas nos resultados apresentados em cada
espécie estudada;

- Identificar possiveis interagdes entre os poluentes.
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da exposi¢gao aguda ao MP (20
ug L") e ao cobre (10 ug L"), isolados e em mistura, no embrido de Danio rerio apos
exposicoes de 96 h pos fertilizagao (hpf). Os resultados mostraram alta afinidade do
MP ao cérion embrionario. Quando comparados ao grupo controle, embriées do grupo
Cu (72 hpf) e MP+Cu (72 e 96 hpf) apresentaram atraso significativo na taxa de
eclosao; e diminuicdo significativa na frequéncia cardiaca (96 hpf) em larvas expostas
ao MP isolado e MP+Cu. O acumulo de Cu foi observado em larvas com 96 hpf
expostas ao Cu isolado e MP+Cu. O presente trabalho elucida que além da afinidade
do MP com o cérion embrionario, eles também podem afetar o desenvolvimento dos
embrides de D. rerio tanto isolados quanto em mistura com o Cu.

Palavras-chave: Embriotoxicidade; Sinergismo; Cardiotoxicidade; ZET; Acumulo de
cobre.
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1 INTRODUGAO

Devido as inumeras vantagens socioeconémicas ocasionadas pelo
uso de materiais plasticos, no decorrer do ultimo século a alta demanda da sociedade
por plastico tem motivado uma producdo em escala industrial. Em 2021, a producao
de plastico atingiu 390,7 milhdes de toneladas, sendo que 90,2% da produgdo eram
plasticos derivados do petrdleo, 8,3% plasticos reciclaveis e 1,5% bioplasticos. Com
isso, € crescente a preocupagao com os impactos ambientais negativos ocasionados
pela poluigdo por plastico (PLASTICS EUROPE, 2022). A demanda e consumo
indiscriminado dos materiais plasticos, o uso excessivo, o descarte incorreto e a baixa
taxa de reciclagem tém contribuido para o aumento da poluigdo no meio ambiente
(BROOKS et al., 2018; BHAGAT et al., 2020). Parte da poluigéo por plastico encontra-
se na forma de microplasticos (MP), caracterizados por particulas menores que 5 mm
(CRAWFORD; QUINN, 2017; YU et al., 2019), que de acordo com sua origem podem
ser divididos em dois tipos, os MP primarios e os MP secundarios (BARNES et al.,
2009; COLE et al., 2011). Os MP primarios sao aqueles fabricados em pequenos
didmetros para determinados fins, como uso em cosméticos, farmacos e fibras téxteis
(COLE et al., 2011; ALOMAR et al., 2016). Ja os MP secundarios sao advindos da
degradacao de plasticos maiores, ocasionados pela abrasdao mecanica e exposi¢cao
prolongada a radiagdo UV (BARNES et al., 2009; FENDALL; SEWELL, 2009;
ANDRADY, 2011).

Geralmente os estudos concentram-se na classificagdo das
microparticulas baseada na origem, tamanho, tipo e forma dos MP, e os efeitos
bioldgicos sao avaliados em diferentes organismos que interagem com MP direta ou
indiretamente (de SA et al., 2018; GUAN et al., 2020; KHOSHMANESH et al., 2023).
A contaminagdo por MP ndo se restringe ao ambiente marinho. As bacias
hidrograficas sao rotas para o transporte do lixo plastico até os oceanos, haja vista
que a poluigdo por plastico se encontra amplamente distribuida tanto no ambiente
aquatico continental quanto no ambiente terrestre (JAMBECK et al., 2015; de SA et
al., 2018; ALENCAR et al.,, 2022). Assim, os MPs s&o poluentes emergentes
onipresentes e a poluicdo por microparticulas ja foi constatada em diferentes
ecossistemas aquaticos, como oceanos (AYTAN et al.,, 2023; CHEN et al., 2023;
SIDDIQUE et al., 2023; ZHANG et al., 2023), estuarios (WANG et al., 2023a; WANG,
et al., 2023b), sistemas dulcicolas (COLLARD et al., 2019; EO et al., 2019; GUAN et
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al., 2020; ZHANG et al., 2022) e até mesmo em habitats mais remotos como regides
polares e subterraneas (OBBARD et al., 2014; LA DAANA et al., 2018; PANNO et al.,
2019).

A constante liberacdo de particulas plasticas no ambiente aquatico,
tem dificultado estimar uma concentragao ambientalmente segura e definir normativas
que estabelegam condigdes e padrdes de langamento de MP, assim como ocorre para
efluentes como na Resolugdo CONAMA 357/2005. Uma vez presente no ambiente e
disponivel para organismos de diferentes niveis tréficos (CASTRO-CASTELLON et
al., 2023; KALCIKOVA, 2023), os MPs geram preocupacdo quanto & toxicidade e
coexisténcias com outros poluentes. Devido a superficie relativa e hidrofobicidade
(KHOSHMANESH et al., 2023; MARTIN-FOLGAR et al., 2023), assim como as
propriedades fisico-quimicas, pequeno tamanho da particula, grande area de
superficie especifica, os MPs sao capazes de adsorver outros compostos téxicos,
atuando como carreadores antropogénicos para diferentes poluentes quimicos, como
os metais (FRED-AHMADU et al., 2020; GUAN et al., 2020; RODA et al., 2020;
SATHYAMOORTHY et al., 2022). Uma vez adsorvidos pela superficie do MP, os
compostos toxicos podem ser transferidos para os organismos (ZHANG et al., 2020).
Entre os metais com afinidade ao MP, inclui-se o cobre (Cu), que € um metal essencial
para as funcdes bioldgicas, mas que em altas concentracbes torna-se toxico
(SORENSEN et al.,, 1991). O Cu é amplamente encontrado em ecossistemas
dulcicolas, onde a poluicao por MP também é preocupante, e esta coexisténcia pode
alterar tanto a biodisponibilidade quanto a toxicidade de ambos (STRUNGARU et al.,
2019; WINDSOR et al., 2019; RODA et al., 2020; SATHYAMOORTHY et al., 2022;
ZHANG et al., 2022).

Os efeitos causados pelos xenobidticos diferem de acordo com as
caracteristicas das espécies, como o tamanho, o sexo e o desenvolvimento
ontogenético. A Organizagédo para Cooperagao e Desenvolvimento Econémico
(OCDE) e Agéncia de Protegao Ambiental (EPA) estabeleceram diretrizes padrao para
estudos com embrides, denominadas “Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test” (OECD
236), a fim de determinar a toxicidade aguda de produtos quimicos (OECD, 2013). O
FET tem sido amplamente utilizado com a espécie Danio rerio (HAMILTON, 1822),
chamado popularmente de zebrafish, para determinar os efeitos embriotoxicos de
poluentes que impde estresses exdgenos no desenvolvimento dos organismos. O uso

de embridoes e larvas de zebrafish em testes de toxicidade tem sido uma alternativa
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ao uso de animais adultos, sendo considerado modelos in vitro as larvas com até 120
horas pos fertilizagdo (hpf) (LAMMER et al., 2009).

Os embrides de zebrafish sédo considerados 6timos modelos
biolégicos para teste de toxicidade do desenvolvimento (AKSOY et al.,, 2019;
PEREIRA et al., 2019; BRITO et al., 2022; CANEDO et al., 2022). Além do uso dos
embrides de zebrafish pelas inumeras vantagens da espécie (AKSOY et al., 2019;
BHAGAT et al., 2020; MENEGOLA et al., 2023), trabalhar com essa espécie dulcicola
permite entender como a reproducdo em ambiente contaminado pode acarretar
alteragbes nos parametros reprodutivos, na taxa de sobrevivéncia, no
desenvolvimento de embrides e larvas, e até mesmo em como tal exposicdo pode
afetar a populagéo ao longo do tempo.

Embora o numero de estudos sobre MP tenha aumentado
recentemente, valores de concentragdes confiaveis de MP para o ambiente aquatico
ainda precisam ser estabelecidos. Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar os efeitos isolados e combinados da exposi¢ao aguda ao MP e ao Cu, no
embrido do peixe D. rerio utilizando diferentes biomarcadores, como teste de
toxicidade em embrides (ZET), acumulo de metal e danos ao DNA, a fim de obter
dados seguros sobre a exposicao de peixes em estagios iniciais de desenvolvimento

a mistura dos poluentes MP + Cu.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E EXPOSICAO AOS POLUENTES

Os embrides de D. rerio, linhagem selvagem, utilizados nos testes de
toxicidade foram obtidos de matrizes de reproducédo do Laboratério de Ecofisiologia
Animal da Universidade Estadual de Londrina (LEFA/UEL).

As matrizes de D. rerio, foram mantidas em sistema de recirculacao,
na propor¢ao de 2 machos para 1 fémea (2:1), em aquarios de 18 L acoplados em
sistema de recirculagdo e foram alimentadas 2 vezes ao dia, no periodo da manha
com ragao comercial (Alcon Basic MEP 200 Complex) e no periodo da tarde com
racdo e Artemia sp. congelada. Para obtencdo dos embrides, foram utilizados
aparatos de acasalamento para indugao da desova, fecundacao e recolhimento dos

embrides. A ovoposi¢cao ocorreu logo nas primeiras horas do dia, sob condi¢cbes
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controladas de temperatura 26,79°C * 1, pH 6,39, oxigénio dissolvido 6,34 mg L,
condutividade 0,118 mS cm', turbidez 12,4 NTU e total de sdlidos dissolvidos 0,077
g L', em um fotoperiodo de 14:10 h (claro: escuro), de acordo com Dammski et al.
(2011). Para a coleta dos ovos, os aquarios foram preparados previamente com
recipientes contendo vegetacgao sintética e fundo telado para possibilitar a passagem
dos ovos, onde permaneceram depositados até o momento da coleta.

Ap6s 1-2 h do inicio da reproducédo, os ovos foram recolhidos,
despejados sobre uma peneira de malha fina (£ 600 pym), lavados delicadamente com
agua reconstituida (CaClz2 — 2 mM, MgSO4 — 0,5 mM, NaHCO3 — 0,7 mM e KCI - 0,07
mM), transferidos para uma placa de Petri e rapidamente selecionados para a
exposicdo dos embrides nos diferentes grupos experimentais. Os ensaios com
embrides foram baseados no protocolo para avaliagdo de toxicidade da Organizagéo
para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD): Fish Embryo Toxicity —
FET — Test (OECD, 2013) com modificagdes.

Apenas ovos fertilizados e sem irregularidades foram selecionados e
distribuidos em 4 grupos experimentais, grupo controle (CTR), com embrides
expostos apenas a agua reconstituida; grupo MP fluorescente a 20 ug L' (MP); grupo
Cu a 10 yg L' (Cu); e a mistura de MP a 20 uyg L' e Cua 10 ug L' (MP + Cu). Para
realizacdo da analise de acumulo de cobre, os embrides foram expostos em placas
de Petri de vidro contendo 40 mL do meio de exposi¢gdo, sendo 4 grupos
experimentais, 8 placas de Petri por grupo experimental e 80 embrides por placa. Ja
para as demais analises os embrides foram expostos em placas de Petri de vidro
contendo 10 mL do meio de exposi¢cao, sendo 4 grupos experimentais, 8 placas de
Petri por grupo experimental e 22 embrides por placa. Embrides e larvas mortas foram
removidos durante todo o periodo de exposigao.

As placas foram condicionadas em incubadora de demanda de
bioquimica de oxigénio (BOD) sob condi¢des controladas de temperatura (26,5°C +
1), pH 7,8 e fotoperiodo de 14: 10 h (claro: escuro), que se mantiveram estaveis
durante duracao dos testes de 96 h. As placas foram monitoradas a cada 24 h sob
fotomicroscopio invertido, com renovagao de 50% do meio experimental diariamente.
Para validacado do teste de toxicidade, foram consideradas a taxa de fertilizacao e
sobrevivéncia dos embrides do grupo controle >90% (OECD, 2013; LAMMER et al.,
2009).

Os experimentos realizados no presente estudo foram aprovados pela
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Comissao de Etica no Uso de Animais da UEL (protocolo CEUA n°55/2020).

As exposi¢cdes foram realizadas com microesferas de polietileno
fluorescente, tamanho: 0,881 + 0,412 um, cor amarelo e densidade: 1,3 g cm?,
comprimento de onda ex: 485 nm e em: 525 nm (Cospheric LLC, California, EUA) na
concentragdo de 20 ug L', estabelecida de acordo com dados encontrados na
literatura, referente a concentragdes relevantes na biota aquatica (OLIVEIRA et al.,
2013; HORTON et al., 2017; RODA et al., 2020). A concentracao de cobre (Copper(ll)
dihydrate, ACROS Organics™) testada foi de 10 ug L' e baseia-se nos limites
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA 357/2005 para agua doce de classe 1 e 2
que é de 9 ug L' de Cu dissolvido. As aguas de classe 1 e 2 sdo aquelas que podem
ser destinadas ao consumo humano apds tratamento, a protecdo das comunidades
aquaticas, entre outras aplicacbes. As solugbes de MP, Cu e mistura foram
preparadas 24 h antes da exposi¢ao para permitir melhor adsorgédo do Cu ao MP,

como proposto por Chen et al. (2017).
2.2 DETERMINACAO DO COBRE NO MEIO DE EXPOSICAO

Amostras de agua nao filtrada e filtrada (filtro de 0,45 um, Millipore
Millex HV/PVDF) foram coletadas nos tempos de 0 e 48 h para analise de Cu total e
dissolvido, respectivamente, acidificadas com HNOs (65%) e armazenadas a 4 °C até
a determinacdo do metal. As concentragdes de Cu nas amostras de agua foram
determinadas por espectrometria de absor¢ao atémica (PerkinElmer A700) em forno

de grafite com limite de detecgao para Cu de 0,014 ug L™".
2.3 ACUMULO DE COBRE NAS LARVAS

O acumulo de Cu foi realizado apds o periodo de exposicdo, com
lavas de 96 hpf. Para cada grupo experimental, pools de 70 larvas em octoplicatas (n
= 8) foram obtidas aleatoriamente, submetidos a liofilizagao a 60 °C por 24 h, digeridos
em acido nitrico ultrapuro 5N por 24 h a 60 °C, de acordo com Alves e Wood (2006).
Para avaliagdo do acumulo de Cu, os materiais digeridos foram submetidos a analise
em espectrometro de absorgdo atdmica com forno de grafite (Perkin Elmer A700) e
comparados a solug¢des padrao de referéncia (Specsol, Brasil). Os resultados foram

expressos em mg de Cu g de tecido seco™.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/atomic-absorption
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2.4 CARACTERIZACAO DO MICROPLASTICO

2.4.1 Microscopia de for¢a atdmica (AFM)

As anadlises morfolégicas das microparticulas fluorescentes foram
feitas por microscopia de for¢a atdmica (AFM) no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Sorocaba, Universidade Estadual de Sdo Paulo. As micrografias foram obtidas por um
microscopio de forga atdmica Nanosurf® Easy Scan 2 Basic AFM — Pattern BT02217,
Suiga. A suspenséo de microparticulas a 0,2 g L foi diluida em agua ultrapura (1:500,
v/v), gotejada sobre grids de silicio e seca em dessecador. As analises foram
realizadas no modo n&o contato, com cantilever TapAl-G (BudgetSensors®, Bulgaria)
e uma taxa de varredura de 90 Hz. As imagens foram processadas usando o software

Gwyddion.

2.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Amostras das microparticulas fluorescentes (material em pd e em
solugéo 0,2 g L") foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Para analisar o microplastico em pd, o mesmo foi alocado em um stub contendo fita
dupla face de carbono (Electron Microscopy Science). Ja a suspensdo de
microparticulas a 0,2 g L' foi gotejada em laminula de 7 mm para secagem e analise
posterior. Em seguida, o material nos stubs previamente preparados foram revestidos
por pulverizagao catdédica com ouro de 15 nm de espessura (Sputter Coater SDC 050,
Bal-Tec Union Ltd., Liechtenstein) e analisados com microscépio eletrénico de
varredura (FEI Quanta 200, Eindhoven, Holanda / Holanda) no Laboratério de
Microscopia Eletrénica e Microanalise (LEMM), Universidade Estadual de Londrina.

As fotografias foram capturadas em aumento de 100x, 2.500x e 10.000x.

2.4.3 Detecgao do microplastico por fluorescéncia no cérion embrionario e em larvas

A deteccdo do microplastico fluorescente no cérion embrionario e
larvas de zebrafish foi verificada a cada tempo da exposic¢ao (0, 24, 48, 72 e 96 h), em
10 embrides ou larvas obtidos aleatoriamente de cada grupo experimental. Fotografias

dos embrides e larvas com ampliagcao de 10x foram capturadas e analisadas utilizando
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microscopio invertido de fluorescéncia (EVOS FL Auto Cell Imaging System, Thermo
Fisher) e software EVOS FL Auto Software, no Laboratério de Genética Toxicoldgica,

Universidade Estadual de Londrina.

2.4.4 Avaliagao ultraestrutural do corion dos embrides e superficie das larvas

Embrides (48 hpf) e larvas (96 hpf) foram submetidos a microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Os embrides e larvas foram fixados por imersao em
glutaraldeido 2,5% em tampéo de fosfato 0,1 M (pH 7,2) por 24 h em temperatura
ambiente. Posteriormente, as amostras foram lavadas trés vezes por 10 minutos em
tampao de fosfato 0,1 M (pH 7,2), fixadas por 1 h em tetroxido de ésmio 1%,
submetidas a desidratagcao através de gradiente crescente de etanol (70, 80, 90 e
100%) e secas com dioxido de carbono liquido (CO2) em secador de ponto critico
(Critical Point Dryer CPD 030, Bal-Tec Union Ltd., Liechtenstein). Os materiais secos
foram revestidos por pulverizagao catddica com ouro de 15 nm de espessura (Sputter
Coater SDC 050, Bal-Tec Union Ltd., Liechtenstein) e analisados com microscépio
eletronico de varredura (FEI Quanta 200, Eindhoven, Holanda / Holanda) no
Laboratdrio de Microscopia Eletrénica e Microanalise (LEMM), Universidade Estadual

de Londrina. As fotografias foram capturadas em aumento de 100x, 2.500x e 10.000x.

2.5 BIOMARCADORES DE TOXICIDADE

2.5.1 Teste de Embriotoxicidade do Zebrafish - ZET

A taxa de mortalidade embrionaria (%), taxa de ecloséo (%), falta de
formacdo de somito, ndo desprendimento da cauda e a frequéncia cardiaca
(batimentos por minuto, bpm) foram analisadas a cada 24 h, do inicio da exposi¢éo
até 96 horas pés-fertilizagao (hpf), utilizando estereomicroscépio (DMI Motic SMZ-
140) e microscépio invertido (Olympus CKX41SF, Kyoto, Japao). *A taxa de eclosao
foi calculada pela equacgédo: taxa de eclosdao (%) = (Numero de embrides

eclodidos/numero total de embrides) x 100.

2.5.2 Danos no DNA - Ensaio Cometa Realizado em Condicbes Alcalinas

O ensaio alcalino do cometa foi realizado em embrides com 96 hpf,
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baseado no método descrito por Singh et al. (1988) com modificagdes de Alvim e
Martinez (2019). Para cada grupo experimental, pools contendo 10 larvas em
octoplicata (n = 8 em cada condig&o), foram ressuspendidos em soro bovino fetal
(SBF) e dissociados mecanicamente durante 3 minutos para obtengdo das amostras
para o ensaio. Posteriormente, as laminas foram coradas com gelRed e submetidas a
analise por meio de teste cego em microscopio Leica (DM 2500) adaptado para
fluorescéncia com ampliagado de 400x. O dano ao DNA foi avaliado visualmente em
100 nucledides por amostra aleatoriamente selecionados e ndo sobrepostos. O
comprimento da cauda formada pela migracdo de fragmentos de DNA foram
classificados em quatro classes de cometas (de 0 a 3), segundo Vieira et al. (2016).
Para o calculo do escore de dano, o numero de células em cada classe foi multiplicado
pela classe de dano, variando de 0 (todas ndo danificadas) a 300 (todas com dano
maximo). Os resultados do dano ao DNA foram expressos pelo valor médio do escore

de dano obtido para cada grupo experimental em cada tempo de exposigao.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos biomarcadores e da concentracdo de Cu nos
embrides obtidos nos diferentes tratamentos (CTR x MP x Cu x MP + Cu) foram
comparados entre si através de teste paramétrico (one-way ANOVA) ou néo
paramétrico (Kruskal-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos dados (normalidade e
homoscedasticidade), seguidos por teste de comparagbes multiplas (Student
Newman Keuls ou Dunn) quando indicado, sendo considerados significativos valores
de p <0,05.

3 RESULTADOS

3.1 CONCENTRACAO DE COBRE NA AGUA

As concentragdes de Cu total e dissolvido nas solucbes testes
apresentaram-se dentro do esperado (Tabela 1). As concentragdes de Cu nos grupos
CTR e MP, sem adicdo de Cu na agua, variaram entre 0,35 ug L-' a 0,40 ug L' para
Cu total e 0,32 ug L"a 0,58 ug L' para Cu dissolvido. Ja as concentragdes de Cu nos

grupos contendo Cu (Cu e MP + Cu) variaram entre 8,29 ug L-"a 9,61 ug L' para Cu
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total e 7,54 ug L-'a 8,53 ug L' para Cu dissolvido.

Tabela 1 — Concentragdes de Cu (ug L) total e dissolvido na agua, sendo controle
(CTR), microplastico 20 ug L' (MP), cobre 10 ug L' (Cu) e microplastico 20 ug L' +
cobre 10 ug L' (MP + Cu) nos tempos de 0 e 48 h. Os dados foram expressos como

média £ EP (n = 2).

CTR Oh 0,39 +0,03 0,52 £ 0,07
48 h 0,35+ 0,00 0,32 + 0,01
MP Oh 0,40 £ 0,06 0,58 £ 0,07
48 h 0,37 £ 0,05 0,33+ 0,03
Cu Oh 9,61+0,34 7,80 £ 0,32
48 h 8,29 £ 0,40 8,53 + 0,02
MIX Oh 9,11 £ 0,04 7,54 £ 0,02
48 h 8,98 + 0,88 8,24 + 0,30

3.2 CARACTERIZACAO E INTERACAO DO MICROPLASTICO

3.2.1 Micrografias por Microscopia de Forga Atémica

A caracterizacdo do microplastico obtida por microscopia de forca

atbmica (AFM) e distribuicao de tamanho das particulas estdo apresentadas na Figura

1 (A e B). A micrografia (Fig. 1 A) indica que as particulas do microplastico apresentam

formato majoritariamente esféricos e, em menor propor¢do, microparticulas em

formato elipticos. A distribuicdo de tamanho é bastante heterogénea, com particulas

distribuidas em uma faixa de 0,34 a 1,92 um. A Figura 1 B representa a distribuicdo

de tamanhos das particulas do microplastico, a qual foi subdividida em uma populacao

de particulas com dimensdes inferiores a 1 ym (0,595 + 0,204 um) e particulas com

dimensdes superiores ou iguala 1 um (1,304 + 0,236 um). A distribuicdo média global,

obtida pela contagem de 52 particulas identificadas na micrografia, apresentou um

valor médio de 0,881 + 0,412 pm.
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Figura 1 — Micrografias representativas do MP obtidas por microscopio de forga atémica (AFM — Atomic
Force Microscope): (A) modelo 3D com vista isométrica da regido A, (B) imagem topografica do
microplastico, (C) distribuigdo de tamanho das particulas. A frequéncia relativa de distribuicdo esta
subdividida em populagdes com tamanhos < que 1000 nm e = 1000 nm. Para contagem e tratamento
das imagens foi utilizado o software Gwyddion.

3.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Para avaliar a presenca do MP no coérion embrionario e larvas foram
obtidas imagens com MEV dispostas na Figura 2. Primeiramente, imagens do MP na
sua forma original (pd) (Fig. 2 A, B e C) foram capturadas de modo a auxiliar na sua
caracterizacado, onde foi comprovado que as microparticulas séo esféricas e de
tamanhos variados, corroborando com os dados de caracterizagao obtidos pela AFM.
Em seguida, imagens do MP em solugdo mae 0,2 g L' (Fig. 2 D, E e F) utilizada na
exposicao dos embrides mostrou que as microparticulas continuaram dispostas de
forma consistente. Por fim, na Figura 2 (G, He |) e (J, K e M) foi observado a adsorgéo

do MP na superficie coridnica (48 hpf) e superficie das larvas (96 h), respectivamente.
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Figura 2 — Fotomicrografias de microscopia eletrénica de varredura (MEV). (A, B e C) imagens do MP
em po capturadas com magnitude de 100x, 2.500x e 10.000x, respectivamente. (D, E e F) imagens do
MP na solugdo 0,2 g L' capturadas com magnitude de 100x, 2.500x e 10.000x, respectivamente. (G,
H e |) imagens do MP adsorvidas a superficie coridnica (48 h) obtidas com magnitude de 100x, 2.500x
e 10.000x, respectivamente. (J, K e M) imagens do MP adsorvidas a superficie da larva (96 hpf) com
magnitude de 100x, 2.500x e 10.000x, respectivamente. Escala em 1.0 mm (A, D, G e J). Escala em
50 um (B, E, H e K). Escala em 10 um (C, F, | e M).
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3.2.3 Interagao do Microplastico na Superficie do Cérion Embrionario e Larvas

Com base nos dados coletados, foi verificado afinidade do MP ao
cérion embrionario (Fig. 3), sendo que os embrides de D. rerio quando expostos ao
MP isolado e combinado com o Cu (MP + Cu) apresentaram acumulo das
microparticulas na superficie externa do cérion desde as primeiras 24 h de exposigao
(Fig. 3 A, B e C). No entanto, de acordo com o método realizado nao foi detectado
fluorescéncia no fluido periovular. Apos a eclosdo do embrido, a presenga de MP
também foi observada na superficie das larvas tanto em 72 hpf quanto em 96 hpf,

porém, em menor quantidade (Fig. 3D e E).

Figura 3 — Fotomicrografias 6tica sob fluorescéncia da distribuicado de microplastico na superficie do
cérion embrionério (A, B e C) e da acumulagao de microplastico na superficie larval em 72 e 96 hpf (D
e E). Fotografias capturas em microscopio de fluorescéncia, escala em 400 ym.
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3.3 TESTE DE EMBRIOTOXICIDADE DO ZEBRAFISH - ZET

3.3.1 Taxa de Mortalidade e Eclosao

Para os diferentes tratamentos experimentais, ndo houve diferenca
significativa (p = 0,266; F = 1,393) na mortalidade dos embrides, sendo em 96 hpf as
taxas de mortalidade foram CTR = Cu 8,52% < MP + Cu 9,09% < MP 13,64%. Quanto
a eclosao, embrides do grupo Cu e MP + Cu apresentaram atraso significativo (p <
0,001; F = 23,524) na taxa de eclos&o a partir de 72 hpf (Fig. 4). No grupo CTR a taxa
de eclosido observada foi de 83,52%, enquanto no Cu foi 55,68% e na MP + Cu
31,25%. Ja os embrides do grupo MP a taxa de eclosao foi de 77,84%), semelhante
as do CTR. Apds o periodo de 96 hpf, a diminuigcao significativa na taxa de ecloséo foi
mantida nos embrides expostos ao grupo mistura (82,39%) quando comparados ao
grupo controle (91,48%). Para os embrides expostos aos poluentes isolados (MP e

Cu) a taxa de ecloséo apresentada foi de 86,36%.
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Figura 4 — Taxa de eclosdo cumulativa de embrides e larvas de D. rerio expostos apenas a agua (CTR)
ou a agua contendo 20 pg MP L-* (MP), 10 yg Cu L' (Cu) e 20 yg MP L-* mais 10 ug Cu L' (MP + Cu)
em 72 e 96 hpf. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (média + EP; n = 8). Letras
distintas indicam diferencga significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

3.3.2 Formacéao de Somito, Alteragdes Morfolégicas e Desprendimento da Cauda

De acordo com os biomarcadores avaliados, a exposicao de embrides

de D. rerio nos tratamentos experimentais ndo acarretou embriotoxicidade uma vez
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que nao foram encontradas diferencgas significativas ao longo de 96 hpf para os
parametros de formagao dos somitos, malformagao embrionaria e desprendimento da

cauda.

3.3.3 Cardiotoxicidade

A frequéncia cardiaca foi aferida no periodo de 48, 72 e 96 hpf. A
exposicao das larvas ao MP isolado e em mistura com Cu apresentaram diminuigcéao
significativa (p = 0,002 e p = 0,005, respectivamente) na frequéncia cardiaca em 96
hpf, quando comparadas ao grupo CTR (Fig. 5). Em 48 e 72 hpf ndo foi observado

diferenga significativa.
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Figura 5 — Frequéncia cardiaca (batimento min ~') de embribes e larvas de D. rerio expostos apenas a
agua (CTR) ou a agua contendo 20 ug MP L* (MP), 10 ug Cu L (Cu) e 20 yg MP L-* mais 10 yg Cu L
T (MP + Cu) em 48, 72 e 96 hpf. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (média +
EP; n = 8). Letras distintas indicam diferencga significativa entre os grupos experimentais (p < 0,05).

3.4 ACUMULACAO DE COBRE NAS LARVAS

Nos embrides e larvas submetidos as exposicbes com Cu, foi
evidenciado aumento significativo (p = 0,001; H = 15,733) na concentragdo do metal
no tratamento Cu isolado e em mistura com o MP (MP + Cu) quando comparados aos
grupos CTR e MP (Fig. 6). Ainda, ndo houve diferenga significativa nos niveis de
biacumulagao do metal no grupo Cu isolado quando comparado ao grupo mistura (MP
+ Cu) (p = 0,753).
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Figura 6 - Concentragao de Cu (média + EP) em larvas de D. rerio (n = 8 pools de 70 individuos por
pool) expostos apenas a agua (CTR) ou a agua contendo 20 ug MP L-' (MP), 10 ug Cu L' (Cu) e 20
pug MP L' mais 10 ug Cu L' (MP + Cu) por 24 h (A) e 96 h (B). Letras distintas indicam diferenca
significativa entre os grupos para cada tecido em cada tempo experimental (p < 0,05).
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3.5 GENOTOXICIDADE

O ensaio cometa alcalino realizado com embrides de 96 hpf, ndo
apontou diferenca significativa no escore de danos no DNA (p = 0,230; F = 1,551)

quanto a exposicao aos diferentes tratamentos (Fig. 7).
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20 ug MP L' mais 10 pug Cu L' (MP + Cu) por 96 hpf. Foram considerados significativos valores de p
< 0,05.

4 DISCUSSAO

Devido a contaminagao e complexidade dos ecossistemas aquaticos,
os organismos ali presentes estdo expostos de forma simultdnea a inumeros
xenobidticos. Diferentes estudos tém abordado a toxicidade dos microplasticos de
forma isolada, no entanto sabe-se que os MP s&o capazes ndo s6 de adsorver como
também de modificar a biodisponibilidade e toxicidade de outros xenobibticos, como
o metal cobre. Estudos considerando a interagcao dos poluentes MP e Cu sao limitados
e parte dos trabalhos tem sido realizados com concentragcdes de exposicao maiores,
tanto para MP quanto para Cu. Existe uma defasagem ainda maior quando se trata
dos estagios iniciais de desenvolvimento dos peixes e nossos resultados com
exposi¢des a concentragdes menores dos poluentes no estagio embrio-larval, mostrou
ser determinante na manutencao da espécie.

Como observado, o MP utilizado no presente estudo apresentou
afinidade pelo coérion embrionario. Até aproximadamente 72 hpf os embrides sao
envoltos pelo cérion, que possui permeabilidade reduzida e age de forma seletiva
impedindo que particulas e substadncias com massa molecular superior a 3 KDa
presentes no meio tenham contato direto com o embrido (OECD, 2013). O cérion
apresenta poros de 300 nm a 1 ym distribuidos por toda superficie e por meio deles
que ocorre a absorgcao de nutrientes, oxigénio e a excrecao de residuos (LIN et al.,
2013; BHAGAT et al.,, 2020; ZHANG et al.,, 2020). Apesar das microparticulas
utilizadas nos experimentos terem se enquadrado na faixa de tamanho dos poros, o
MP nao foi observado no liquido periovular, tendo permanecido alocado na superficie
externa do cérion, corroborando com o proposto por Lin et al. (2013). Alguns autores
tém discutido caracteristicas que podem influenciar na capacidade de penetragao ou
nao das microparticulas pelos poros coribnicos, entre elas a concentracao e tipo de
MP utilizado, tempo de exposicao, entre outros. O tempo de manejo entre a desova e
exposicao dos ovos aos tratamentos foi questionado por Pelka et al. (2017), pois
durante o processo de desenvolvimento a estrutura e permeabilidade do cérion sofre
alteragdes consideravelmente rapidas, assim como todo o desenvolvimento do
animal, podendo esse tempo interferir na absorcdo das microparticulas. Gellert e

Heinrischsdorff (2001) relataram que os ovos expostos 1 hpf foram mais suscetiveis a
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absorcao de efluentes do que ovos expostos a partir de 4 hpf. Outro fator relevante
questionado foi o tamanho das microparticulas. Em estudos avaliando diferentes
tamanhos de microplastico, os MP maiores foram relatados com maior propor¢ao na
superficie externa do corion, enquanto as microparticulas menores foram encontradas
dentro do saco vitelinico, associando os menores diametros de MP com a absorcgao e
passagem pelos poros (LEE et al., 2019; SANTOS et al., 2020).

Em relagdo aos efeitos letais e subletais avaliados em embrides de
Danio rerio, parédmetros como taxa de mortalidade, formagcdo de somitos,
malformagdes embrionarias, desprendimento da cauda e danos no DNA nao
apresentaram alteragdes significativas entre os tratamentos. Ao compararmos nossos
dados com resultados obtidos por outros autores, foi possivel observarmos
divergéncias entre os efeitos. Condi¢ées como concentragédo dos poluentes, tamanho
das microparticulas, tempo de exposi¢cao e permeabilidade do corion podem estar
diretamente ligadas a tais divergéncias. Segundo Johson et al. (2007), a exposigao de
embrides de zebrafish ao Cu > 50 ug L' acarretou no aumento da taxa de mortalidade
a partir de 5 hpf, porém nossos resultados foram obtidos através de exposicdes em
concentracdo de Cu menor, baseando na concentragao permitida pela legislagao
brasileira. Aumento na taxa de mortalidade de embrides também foi observada por
Santos et al. (2020) em exposigcao a misturade MP 2 mg L' + Cu60 e 125 yg L-'em
24, 48, 72 e 96 hpf, no entanto embrides expostos a mistura com Cu 15 ug L' ndo
foram afetados. Quando expostos a baixas concentragdées dos poluentes, MP 20 ug
L-'e Cu 10 ug L isolados ou em mistura, os embrides de D. rerio néo tiveram sua
sobrevivéncia afetada, confirmando que as condi¢gdes de exposi¢cao influenciam no
resultado. Com relagdo aos danos em DNA, apesar de ja terem sido observados em
espécimes de D. rerio expostos ao MP (DIMITRIADI et al., 2021; ARAUJO et al.,
2022), o fato de o MP ter afinidade pelo cérion pode ter diminuido a disponibilidade
dos poluentes aos embrides e larvas.

Embora MP isolado e em mistura com o Cu nao tenha sido observado
no liquido periovular, mas apenas na superficie externa do cérion, os animais
expostos a esses tratamentos apresentaram bradicardia. Este resultado demostra que
a diminuicao da frequéncia cardiaca foi uma resposta a exposicdo ao MP, uma vez
que 0 mesmo nao se apresentou em larvas expostas apenas ao Cu isolado. Diferentes
fatores podem estar relacionados a bradicardia. Uma vez aderido a superficie do

coérion, o MP interfere na tomada de oxigénio desencadeando estresse oxidativo e
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prejudicando o funcionamento ideal do coracédo (PITT et al., 2018). Esses efeitos
podem resultar em prejuizos a longo prazo, uma vez que desenvolvida uma alteragao
cardiaca, esta pode afetar o desenvolvimento e sobrevivéncia dos individuos quando
adultos (PITT et al., 2018). D. rerio tem se mostrado um bom modelo para estudos
cardiotoxicos (DIMITRIADI et al., 2021), porém os efeitos cardiotoxicos do MP séo
controversos e mais estudos precisam ser realizados a fim de se investigar tais
interagdes. A bradicardia também foi observada em D. rerio, tanto em animais adultos
expostos a MP 26 e 260 mg L' tendo um resultado dose dependente (DIMITRIADI et
al., 2021), quanto em embrides expostos ao MP 0,1, 1 e 10 ppm (PITT et al., 2018).
Ja Santos et al. (2020; 2021a) observaram aumento na frequéncia cardiaca de
embrides de zebrafish expostos a mistura MP 2 mg L' + Cu 125 pg L' em 48 hpf.

As concentracbes de Cu nos tratamentos contendo o metal
mantiveram-se constantes e semelhantes ao proposto pela Resolugdo CONAMA
357/2005 para aguas de classe 1 e 2, que estabelece a concentracéo de Cu dissolvido
de 9 ug L. A concentragéo estabelecida pela legislagéo brasileira ainda demonstra
efeitos toxicoldgicos acarretados pela exposicdo ao xenobidtico. O Cu € um metal
essencial, utilizado pelo organismo como cofator catalitico e estrutural por diferentes
enzimas desde o metabolismo energético e defesas antioxidante até mesmo na
respiragcdo mitocondrial, mas em concentragdes elevadas pode acarretar acdes
prejudiciais e deletérias (TISATO et al., 2010).

Um dos fatores alterados no presente estudo pela toxicidade do Cu
foi a taxa de eclosdo nos embrides. A exposicdo ao Cu isolado e em mistura, teve
efeito retardante na eclosdao embrionaria, resultando na diminui¢ao da taxa de eclosao
em 72 hpf. Apesar de utilizarem exposicdes em concentracdes maiores, a diminuigao
na taxa de eclosdo dose-dependente foi relatada por outros pesquisadores (SANTOS
et at., 2020; 2021a; 2021b). Ainda, foi possivel observar uma interacdo entre os
poluentes, uma vez que, em mistura, o MP foi capaz de potencializar o efeito do Cu,
resultando em uma taxa de eclosdo em 72 hpf ainda menor do que a taxa observada
em embrides expostos apenas ao Cu, sugerindo sinergismo entre os poluentes e o0
potencial de adsor¢gao do metal pelo MP. A influéncia dos poluentes no retardo da
eclosao ainda nao esta bem definida, contudo, pode estar relacionada a captagao de
oxigénio durante os estagios iniciais de vida e com a interferéncia de mecanismos
fisioldgicos e enzimas envolvidas na ruptura do corion (ZHANG et al., 2018; SANTOS
et al., 2020).
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A potencializagcao do efeito do Cu na diminuigdo da taxa de eclosao
indica possivel ocorréncia de sinergismo entre os poluentes e a importancia de
estudar efeitos combinados. A interagdo entre os poluentes MP e Cu ja havia sido
relatada anteriormente. Qiao et al. (2019) observaram o efeito sinérgico dos poluentes
quando avaliaram os niveis de metalotioneina (MT), malondialdeido (MDA),
superéxido dismutase (SOD) e acumulo de Cu nos tecidos de animais adultos de
Danio rerio expostos ao MP 40 mg L' e Cu 50 ug L-!. Também foi observado que a
adsorcdo de Cu pelo MP foi influenciada pelo tamanho da microparticula, onde as
menores particulas de MP tiveram maior adsorgcdo de Cu (Qiao et al., 2019). Roda et
al. (2020), em estudo com o peixe Prochilodus lineatus, mostraram que a coexposi¢cao
ao MP e Cu resultou em danos significativos no DNA em eritrécitos e hepatdcitos,
neurotoxicidade, alteracdo na concentracido de ions plasmaticos, diminuicado da
atividade da calcio ATPase (Ca*ATPase) e potencial sinergismo entre os poluentes.
Santos et al. (2021a; 2022) também relataram o sinergismo entre MP 2 mg L' + Cu
60 e 125 yg L' e MP 2 mg L' + Cu 25 ug L, respectivamente, em diversos
biomarcadores analisados em zebrafish.

A acumulacdo de Cu em animais expostos ao metal isolado € em
mistura com o MP foi significativa apesar de observarmos uma tendéncia ainda maior
de acumulo em animais expostos apenas ao grupo Cu 10 ug L-"isolado, a diferenca
entre os grupos contendo o metal n&o foi significativa. Essa tendéncia a diminui¢ao
ao acumulo de Cu observada em embrides expostos ao grupo MP 20 ug L'+ Cu 10
ug L', pode estar relacionada ao fato da maioria das microparticulas carregadas de
Cu terem permanecido retidas ao corion, enquanto no grupo exposto ao Cu 10 ug L-
', o Cu estava em sua forma livre e com maior biodisponibilidade para ser absorvido
pelas larvas. Além disso, por meio da analise realizada ndo foram observados sinais
de fluorescéncia do MP no interior das larvas, indicando que os MP carregados com
Cu dispersos no meio de exposi¢cao provavelmente nao foram ingeridos pelos
embrides. Ainda, fatores como aumento da densidade do MP também precisam ser
considerado e mais estudos envolvendo a interagao entre poluentes proporcionara
melhor entendimento sobre os efeitos toxicolégicos das misturas nos organismos
aquaticos (WANG et al., 2017; ARAUJO et al., 2022).

Os embrides de D. rerio até 120 hpf sdo considerados em estagio nao
protegido, fato que possibilitou padronizar e validar os testes de toxicidade que

anteriormente eram realizados apenas com animais adultos (PELKA et al., 2017,



58

BHAGAT et al., 2020). Além disso, os efeitos causados pela exposi¢cao aos poluentes
durante o periodo de desenvolvimento, podem ser facilmente observados em
embrides de zebrafish e nos trazer uma previsao quanto a sobrevivéncia e
desempenho dos animais quando adultos (PEREIRA et al., 2016; LEMOINE et al.,
2018; QIANG; CHENG, 2019; WAN et al., 2019). Como o presente estudo utilizou
concentracbes de MPs dentro do estimado para ambiente aquatico, marinho e
dulcicola, que varia entre 0,2 e 320 ug L' (PENG et al., 2017; JIANG, 2018;
TRIEBSKORN et al., 2019), os resultados fornecem informagdes relevantes sobre a
toxicidade para os estagios iniciais de desenvolvimento de D. rerio quando expostos

a MP e a mistura com o Cu.

5 CONCLUSAO

Embora os MPs n&o tenham internalizado o ovo, atravessando o
cérion, a afinidade deles a este também configurou-se como algo prejudicial. No geral,
nossas descobertas apontam que a resposta biologica e as interferéncias dos
poluentes esta relacionada ao tamanho das microparticulas, tempo de exposi¢cao dos
organismos e concentragado dos poluentes. Foram observados efeitos isolados pela
exposicao a cada poluente, como a diminui¢ao da taxa de eclosédo no grupo Cu 10 g
L-', diminuigdo nos batimentos cardiacos no grupo MP 20 ug L™, ligacdo do MP ao
coérion e no acumulo de Cu nas larvas. Além disso, ocorreu uma interagao entre os
poluentes que resultou no atraso da eclosdo em embrides, em que os efeitos
causados pelo Cu isolado foram potencializados na mistura. O presente estudo
confirma o potencial efeito toxico de MP e Cu em embrides de D. rerio e contribui para
a compreensao dos efeitos do MP, isolado e em mistura com o Cu, para peixes
dulcicolas em fase embrionaria, bem como fornece dados relevantes para que niveis

seguros de MP em ambientes aquaticos de agua doce tropicais sejam estabelecidos.
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RESUMO

O ecossistema aquatico dulcicola tem sido cada mais afetado pela contaminagao por
microplasticos (MPs), isolado ou combinado com outros poluentes, como o metal
cobre, e sua toxicidade para os organismos aquaticos ainda nédo sdo bem
compreendidos. O objetivo do nosso trabalho foi avaliar os efeitos da exposi¢cdo aguda
(96 h) ao MP (20 ug L") e ao Cu (10 ug L"), isolados e em mistura, em juvenis do
peixe neotropical Prochilodus lineatus. A interagcédo entre os poluentes foi observada
na mistura, confirmando nossa hipétese quanto a seguinte ordem de toxicidade: MP
+ Cu > Cu > MP > CTR. A exposig¢ao a mistura causou alteragao na glicemia, anemia,
aumento nos danos do DNA em eritrécitos e hepatocitos e aumento nos niveis de
proteinas carboniladas (PCO) nas branquias e no figado. Ja a exposigéo ao Cu isolado
foi responsavel por diminuir a atividade da glutationa S-transferase (GST) e causar
danos no DNA em hepatdcitos, enquanto a exposicdo ao MP isolado acarretou no
aumento de dano no DNA hepatico. A exposi¢cdo simultdnea mostrou possivel
interagdo entre os poluentes MP e Cu, resultando em efeito sinérgico, onde uma
pequena particula tem se transformado num grande problema.

Palavras-chave: Sinergismo, Genotoxicidade, Estresse oxidativo, Peixe Neotropical,
Poluentes Emergentes.
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1 INTRODUGAO

Os plasticos séo polimeros organicos sintéticos derivados do petréleo,
produzidos em larga escala devido as suas inumeras vantagens e aplicagbes que
proporcionam, como a longa vida util, resisténcia e durabilidade, que tem resultado no
seu uso e descarte insustentavel (THOMPSON et al., 2009; PRATA et al., 2019).

Nos ultimos anos, os microplasticos (MPs), particulas menores que 5
mm, tornaram-se uma crescente preocupacao devido ao seu acumulo no ambiente e
potencial efeito toxico para a saude humana e ambiental (CONTI et al., 2021; JUNG
et al., 2022). Os MPs séo liberados no ambiente de forma abundante e categorizados
de acordo com sua origem, dividindo-se em MP primario e secundario (LIN et al.,
2023). Os MPs primarios sao aqueles liberados no ambiente (tamanho < 5 mm)
provenientes de processos industriais, produtos de cuidados pessoais, como
esfoliantes e creme dental e microfibras liberadas nas lavagens de produtos téxtil. Os
MPs de fontes primarias representam de 15 a 31% de todos os plasticos depositados
no meio ambiente (BOUCHER; FRIOT, 2017). Os MPs secundarios sao aqueles
advindos da degradacdo de plasticos maiores, seja pela fragmentagcdo ou
fotodegradacédo (BARNES et al., 2009; COLE et al., 2011; BOUCHER; FRIOT, 2017).

Os MPs sao considerados poluentes emergentes onipresentes e
atualmente sdo encontrados por toda extensao dos ecossistemas aquaticos em
diferentes profundidades, incluindo sedimento, coluna d’agua e aguas superficiais
(WANG et al., 2020b). Inumeros estudos tém quantificado a presenga de MP no
ambiente aquatico, marinho (KANHAI et al., 2020; VETRIMURUGAN et al., 2020;
ZHANG et al., 2020b; ZHANG et al., 2022c) e dulcicola (MINTENIG et al., 2019; TONG
et al., 2020; WANG et al., 2020a; ZHANG et al., 2020a; MAO et al., 2021; ZHANG et
al., 2022c). A presenga de MPs em corpos hidricos, como rios, riachos, lagos e aguas
subterraneas estda cada vez mais prevalente. A constante entrada de MP nos
ecossistemas aquaticos, a falta de gestéo de residuos e normativas que padronizem
os métodos de quantificagcdo ainda sdo uma barreira para a identificacdo de niveis
seguros de MP no ambiente (CONTI et al., 2021; JUNG et al., 2022). Além disso, a
contaminagdo em ambiente dulcicola pode ser influenciada pelo conjunto de
elementos ali presentes, como o tipo de corpo d’agua, a presenca de atividades
antropicas e densidade populacional (WANG et al., 2020b; ZHANG et al., 2022c).

A biodisponibilidade do MP pode variar quanto as suas
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caracteristicas, como a densidade, o tamanho, a forma, a cor e o tipo do plastico
(WRIGHT et al., 2013; CINCINELLI et al., 2019). Com relagdao ao tamanho dos MPs
foi sugerido a subdivisdo das microparticulas em dois grupos, as grandes particulas
microplasticas (L-MPP, 1 — 5 mm) e as pequenas particulas microplasticas (S-MPP, <
1 mm) (NAJI et al., 2019; LIM et al., 2022). Os S-MPP tendem a ser mais suscetiveis
a serem acidentalmente absorvidos pelos peixes durante a alimentagao e respiragao
e posteriormente transportados pelos diferentes érgéos e tecidos (LIN et al., 2023).
Quanto ao formato dos MPs, sdo encontrados os mais variados tipos desde fibras,
fragmentos, filmes e pellets com cores diversas, e sua presenga nos peixes pode ser
influenciada principalmente pela semelhanca as suas presas, ou simplesmente
ingeridas de forma passiva (VETRIMURUGAN et al., 2020; LIM et al., 2022). Com
relagdo aos principais tipos de polimeros observados nos estudos, destacam-se os
MPs de Polietileno (PE) > Poliamida (PA) > Polipropileno (PP) = Polietileno Tereftalato
(PET) > Poliestireno (PS) (LIN et al., 2023).

O ecossistema aquatico é um ambiente complexo que abriga de forma
simultanea diferentes poluentes. Sabe-se que devido as suas caracteristicas, como a
sua hidrofobicidade e area de superficie, os MPs sdo capazes de adsorver outros
compostos inorganicos e organicos, como por exemplo, metais, farmacos, bifenilas
policloradas (PCBs) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), alterando a
concentracao e o efeito destes na matriz ambiental (SYBERG et al., 2015; ZHANG et
al., 2022b). Frequentemente, a toxicidade combinada dos MPs com outros poluentes
pode resultar em efeitos antagdnicos ou sinérgicos (ZHANG et al., 2022c). Sabe-se
que os MPs sao capazes de adsorver metais como o cobre (Cu), que é um metal
essencial para as fungdes biolégicas, mas que em altas concentragdes torna-se
téxico, e ambos os poluentes sédo frequentemente encontrados no ambiente aquatico
tornando inevitavel tal combinagcao (DAVARPANAH; GUILHERMINO, 2015; ALl et al.,
2019). Os mecanismos de interacao entre os MPs e os metais s&o controversos, mas
as sugestdes sao que a adsorgao esteja relacionada a processos fisicos e quimicos
entre os poluentes (LANG et al., 2020; LIN et al., 2021).

E sabido que o Cu pode se acumular em diferentes 6rgados e tecidos
dos animais e causar danos em proteinas, lipideos e DNA devido a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (MONTEIRO et al., 2009). Quando em mistura,
o Cu adsorvido pelo MP pode se apresentar em concentragdes elevadas, resultando

em efeitos significativos para os organismos expostos. Roda et al. (2020) observaram
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que a exposi¢cao a mistura dos poluentes MP + Cu potencializou a diminuigdo do calcio
plasmaticos no teledsteo dulcicola Prochilodus lineatus, quando em comparagao as
exposicoes aos poluentes isolados. Além disso, ambas as exposi¢des tanto aos
poluentes isolados, como em mistura, resultaram em diferentes efeitos como danos
ao DNA, reducao da atividade cerebral da acetilcolinesterase (AChE) e também
alteracao naionorregulacao (RODA et al., 2020). Em Danio rerio, nos primeiros estagios
de vida (2 a 96 horas poés-fertilizagdo), a co-exposi¢gdo do MP + Cu induziu estresse
oxidativo e inibiu a atividade da AChE, além de apresentar antagonismo quando
observado os niveis de glutationa e expressao génica (SANTOS et al., 2020). A
exposicao simultanea de MP e Cu aumentou o acumulo de Cu no hepatopancreas e no
intestino do peixe Carassius auratus, além de induzir o estresse oxidativo afetando os
niveis de inflamagéao, apoptose e autofagia nos peixes dourados (ZHANG et al., 2022a).
Em um estudo realizado com Oreochromis niloticus, ZHANG et al. (2022b) observaram
que o MP contribuiu para a bioacumulagao de Cu no figado e, a medida que o acumulo
de Cu aumentou, o sistema antioxidante e imunolégico das tilapias do Nilo foi
prejudicado.

Lacunas sobre a toxicidade dos MPs e sua possivel interagdo com
outros poluentes presentes no ambiente aquatico, ainda sdo uma realidade. E estudos
em laboratério com animais de agua doce ainda sao escassos, principalmente quando
se trata de estudos sobre os efeitos dos poluentes em espécies nativas da América
Latina (LOPEZ ACA et al., 2018). Tais efeitos podem ser avaliados por meio de
biomarcadores, que sao importantes ferramentas pois fornecem informagdes
relativamente precoces sobre os efeitos causados por poluentes, indicando mudancgas
desde niveis moleculares até a ecossistemas (VAN DER OOST et al.,, 2003). As
respostas dos biomarcadores devem ser integradas de forma a permitir um melhor
entendimento sobre a relagdo existente entre os biomarcadores e os niveis de
contaminagdo ambiental (DEVIN et al., 2014). Analisando os resultados obtidos
utilizando os biomarcadores, acreditamos que os efeitos as exposicdes irdo se
classificar na seguinte ordem: MP + Cu > Cu > MP > CTR.

O peixe Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) apresenta potencial
como modelo biolégico para a avaliagao dos efeitos decorrentes do MP e do Cu por
ser espécie nativa, de facil manutencéo em laboratério e sensivel a poluentes (RODA
et al., 2020). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢do aguda

ao MP e ao Cu, isolados e em mistura, em biomarcadores genotoxicos (dano no DNA),



71

bioquimicos (antioxidantes e danos oxidativos), fisiolégicos (glicose, glicogénio,
lactato, concentragao ibnica e parametros hematolégicos), além da concentragao de

Cu nos tecidos de P. lineatus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Prochilodus lineatus

Juvenis de P. lineatus (n = 32; 220,84 + 5,13 g; 27,57 + 0,24 cm;

média + EP) foram obtidos da piscicultura Cambara Fish - Scandolo (Parana, Brasil).

Os animais foram aclimatados no laboratério durante 6 dias, em tanque de 500 L
contendo agua desclorada, com aeragao constante e parametros fisicos e quimicos
monitorados (média * EP): temperatura de 25,04 °C = 0,06; pH 6,53 * 0,16;
condutividade 0,16 + 0,02 mS cm™"; turbidez 9,22 + 1,91 NTU; oxigénio dissolvido 4,02
+ 0,33 mg Oz L' e total de solidos dissolvidos 0,10 + 0,01 g L. O fotoperiodo foi
mantido com 12 h claro: 12 h escuro. Os animais foram alimentados a cada 48 h com
ragcdo comercial de peixe 36% de proteina (Guabi-Brasil), sendo a alimentagao
suspensa 24 h antes do inicio das exposicdes e os peixes ndo foram alimentados

durante o experimento.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apo6s a aclimatacao, os exemplares de P. lineatus foram distribuidos
em quatro grupos (n = 8 em cada condi¢c&o): o primeiro grupo exposto apenas a agua
desclorada (CTR), e os demais grupos expostos aos poluentes de forma isolada e em
mistura, sendo: MP 20 ug L' (MP), Cu 10 ug L' (Cu) (nominal) e a mistura de MP 20
pug L' e Cu 10 pg L' (MP+Cu), durante 96 h. Os microplasticos utilizados no estudo
foram microesferas fluorescentes (ex: 485 nm e em: 525 nm), tamanho: 0,881 + 0,412
um, cor amarelo e densidade: 1,3 g cm?® (Cospheric LLC, California, EUA). Segundo
imagens obtidas por microscopia de forga atdbmica (AFM) realizadas no “manuscrito
I”, o MP utilizado apresentou formato esférico em maior proporcao e o formato eliptico
em algumas microparticulas. A distribuigdo de tamanho das microparticulas variou
entre 0,340 a 1,920 um, o qual foi dividido em populacao de particulas com dimensodes

inferiores a 1 um (0,595 + 0,204 um) e populagdes com dimensdes superiores ou igual
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a1 um (1,304 £ 0,236 um). A concentracdo de MP utilizada foi baseada em
concentragcdes encontradas no ambiente aquatico, de acordo com dados disponiveis
em literatura (OLIVEIRA et al.,, 2013; HORTON et al., 2017). Ja a concentracao
testada de cobre (Copper(ll) dihydrate, ACROS Organics™) de 10 ug L' (nominal), foi
escolhida por ser uma concentragao que se enquadra nos limites estabelecidos pela
Resolugao CONAMA 357/2005 para agua doce, e esta abaixo da CLso 96 h estimada
para P. lineatus, que é de 29 ug L' de Cu (Mazon e Fernandes, 1999). As suspensdes
estoque de MP, Cu e mistura foram preparadas 24 h antes da exposicéo.
Primeiramente iniciamos com o preparo das solugdes estoque dos tratamentos com
os poluentes na sua forma isolada, MP e Cu. Posteriormente, uma parte das solugdes
isoladas (MP e Cu) foram combinadas para obter a suspenc¢éo estoque do tratamento
mistura, possibilitando melhor adsor¢édo do Cu ao MP, como proposto por Chen et al.
(2017).

Para as exposicdes, os peixes foram mantidos individualmente em
aquarios de 10 L, isolados de modo que um animal ndo fosse capaz de ver o outro,
com aeracgao contante, fotoperiodo de 12 h claro: 12 h escuro, com renovacgao parcial
(80%) do meio de exposicdo em 48 h. Os parametros fisicos e quimicos da agua
(média = EP) foram monitorados nos 4 grupos experimentais: temperatura 25,61 *
0,11 °C; pH 6,94 * 0,07; condutividade 0,11 £ 0,002 mS cm-*; turbidez 1,65 + 0,29
NTU; oxigénio dissolvido 5,10 + 0,08 mg O2 L"; total de solidos dissolvidos 0,08 +
0,001 g L' e dureza 27,27 + 0,76 mg CaCOs L.

2.3 AMOSTRAGEM

ApOs as exposicoes, os peixes foram anestesiados com benzocaina
(0,1 g L") para a pesagem, medigéo e coleta de sangue pela veia caudal, utilizado
posteriormente para andlise de parametros hematoldgicos, analises plasmaticas,
analise genotoxica e mensuragao da concentracdo de Cu. Em seguida, os animais
foram eutanasiados por seccdo medular para remocgao de branquias, figado, trato
digestorio, rim posterior, cérebro e musculo, os quais foram armazenados a -80 °C
para analises bioquimicas, fisioldgicas, genotdxicas e neurotdxicas. Os experimentos
realizados no presente estudo foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais da UEL (protocolo CEUA n° 005.2020).
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2.4 QUANTIFICACAO DE COBRE

2.4.1 Amostras de agua

Amostras de agua nao filtradas e filtradas (filtro de 0,45 ym, Millipore
Millex HV/PVDF) foram coletadas para a analise de Cu total e dissolvido,
respectivamente, nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 h, sendo que em 48 h as amostras
foram coletadas antes e apds a renovacgao dos tratamentos. Imediatamente apds a
coleta da agua, as amostras foram acidificadas com HNOs3 (65%) e armazenadas a 4
°C até a determinagéo do metal. As concentragdes de Cu nas amostras de agua foram
analisadas por atomizador de grafite, por espectrometria de absorcdo atdémica
(AAnalyst 700, PerkinElmer, EUA), comparando com solugao padrao de referéncia
(Specsol, Brasil), com limite de detecgdo para Cu de 0,014 pg L™'. Além da
concentracéo de Cu, a concentracéo de sédio (Na*) e potassio (K*) foram medidas em

fotdmetro de chama (DM-62, Digimed) e expressas em mM.

2.4.2 Amostras de tecido de P. lineatus

A concentragdo de Cu foi determinada em branquias, trato
gastrointestinal, figado, rim, cérebro e musculo. Os tecidos foram completamente
secos a 60 °C e digeridos em acido nitrico ultrapuro 5N (48 h a 60 °C), de acordo com
Alves e Wood (2006). Apos a digestao, a concentragao de Cu nos tecidos foi avaliada
seguindo o mesmo protocolo para analise de Cu na agua. Os resultados foram

expressos em mg de Cu g de tecido seco™.

2.5 CARACTERIZACAO DO MICROPLASTICO - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A morfologia das microparticulas fluorescentes (material em p6 e em
solugdo 0,2 g L") foram analisadas em microscopia eletrdnica de varredura (MEV). As
microparticulas em pé foram alocadas em um stub contendo fita dupla face de carbono
(Electron Microscopy Science). Ja a suspensao estoque de MP foi depositada em
laminula de 7 mm para secagem e analise posterior. Em seguida, as amostras foram
revestidas por pulverizagao catédica com ouro de 15 nm de espessura (Sputter Coater

SDC 050, Bal-Tec Union Ltd., Liechtenstein) e analisados com microscépio eletrénico
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de varredura (FEI Quanta 200, Eindhoven, Holanda / Holanda) no Laboratério de
Microscopia Eletrénica e Microanalise (LEMM), Universidade Estadual de Londrina.

As fotografias foram capturadas em aumento de 100x, 2.500x e 10.000x.

2.6 BIOMARCADORES FISIOLOGICOS

2.6.1 Analises hematoldgicas

O numero de eritrocitos por mm? de sangue (Red Blood Cell - RBC)
foi determinado utilizando cdmara de Neubauer em microscépio de luz. A dosagem
de hemoglobina (Hb) foi realizada pelo método colorimétrico utilizando
cianetometahemoglobina em espectrofotometro com leitura a 540 nm (Libra S32,
Biochrom, UK), utilizando kit comercial (Labtest Diagnostica, Brasil, REF 47). O
hematacrito (Hct) foi determinado por centrifugagcdo das amostras de sangue (1200 g
e 7 min) em centrifuga de microhematdcrito (Luguimac — S.R.C, modelo LC-5,
Argentina), posteriormente foram realizadas as leituras utilizando cartdo de leitura
padronizado (FANEM LTDA, Brasil).

2.6.2 Analises plasmaticas

O sangue total foi centrifugado (3000 g, 10 min) e as amostras de
plasmas foram armazenadas a -20 °C. A glicose plasmatica foi determinada utilizando
espectrofotdbmetro (505 nm — Victor3, Perkin Elmer) pelo método da glicose oxidase
com teste enzimatico colorimétrico (Labtest Diagnostica, Brasil, REF 84-2/500) e a
quantidade de glicose foi expressa em mg dL-'. O lactato plasmatico foi determinado
utilizando kit enzimatico comercial (Labtest Diagndstica, Brasil, REF 138-1/50) em
espectrofotdbmetro a 550 nm (Victor3, Perkin Elmer). As concentragbes de sodio (Na*)
e potassio (K*) (1:100 v/v) foram determinadas em fotdmetro de chama (DM-62,

Digimed) e expressos em mM.

2.6.3 Glicogénio

O glicogénio foi determinado no musculo e no figado, seguindo as
etapas de digestdo, hidrolise e precipitacdo, de acordo com o protocolo descrito

por Bidinotto et al. (1997) . Em seguida, o pellet foi ressuspenso em agua para
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avaliacao do teor de agucares redutores de acordo com Dubois et al. (1956).

2.7 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

As amostras de branquias e figado foram homogeneizadas (1:10 w/v)
em solugao tampéo fosfato de K* (0,1 M; pH 7,0), centrifugadas (13.000 g ou 9.000 g
para PCO, 20 min, 4 °C) e os sobrenadantes foram armazenados a -80 °C até o
momento das analises. O conteudo de proteina das amostras foi determinado de
acordo com Bradford (1976).

2.7.1 Glutationa S-transferase

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada em
branquias e figado, de acordo com protocolo estabelecido por Keen et al. (1976),
monitorando a complexacdo do GSH com o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB; 1 mM) em espectrofotémetro a 340 nm (Victor3, Perkin Elmer). A atividade da

enzima foi expressa em nmol CDNB min-' mg de proteina.

2.7.2 Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada nas branquias e figado
pelo decaimento da absorbancia a 240 nm (SpectraMax, Plus 384) consequente da
quebra do peréxido de hidrogénio (H202) (Beutler, 1975). A atividade enzimatica foi

expressa em ymol de H202 min™" mg de proteina™.

2.7.3 Glutationa

A concentragéo do tripeptideo GSH foi medida no figado utilizando
5,5’-ditiobis-acido-nitrobenzéico (DTNB), a 412 nm contra uma curva padrao de GSH,
de acordo com Beutler et al. (1963). A concentragdo de GSH foi expressa em g de
GSH mg de proteina™.

2.7.4 Lipoperoxidagao

A LPO foi determinada no figado pelo ensaio de TBARS (substancias
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reativas ao acido tiobarbiturico), seguindo o protocolo descrito por Camejo et al.
(1998). Foi realizada uma curva padrao de malondialdeido (MDA), com leitura de
fluorescéncia (ex/em: 535/590 nm). A LPO foi expressa em nmol de MDA mg de

proteina.

2.7.5 Proteina Carbonilada

O teor de proteina carbonilada (PCC) foi quantificado (360 nm) nas
branquias e figado pela formagédo de dinitrofenilhidrazonas na presenca de 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) de acordo com Levine et al. (1994). Os resultados foram

expressos em nmol carbonil mg proteina-’'.

2.8 BIOMARCADOR GENOTOXICO — ENSAIO COMETA ALCALINO

O ensaio alcalino do cometa foi realizado de acordo com Singh et al.
(1988), com modificagdes descritas por Alvim e Martinez (2019), em eritrocitos, células
branquiais e hepaticas. As amostras de branquias e figado foram dissociadas
manualmente de forma mecéanica de acordo com Cavalcante et al. (2008),
posteriormente foram filtradas (malha de 30 um) e armazenadas a 4 °C por até 48 h.
Uma aliquota de cada amostra foi misturada com agarose de baixo ponto de fuséo
(0,5%), gotejada em laminas recobertas com agarose 1%, cobertas com laminulas e
mantidas refrigeradas a 4 °C por 50 min. Em seguida, as amostras foram submetidas
as seguinte etapas: a) lise celular: 2 h a 4 °C, ao abrigo da luz, em solucao de lise
(NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM , 1% de N-lauril sarcosinato de sodio, 10%
de DMSO , 1% de Triton X-100 , pH 10,0); b) desnaturagédo do DNA: 30 min no escuro
em tampao de eletroforese (NaOH 0,3 N, EDTA 1 mM, pH> 13, a4 °C); c) eletroforese:
20 min, 300 mA, 25 V, 1 V cm™'; d) neutralizagéo: trés lavagens com tampao (0,4 M
Tris, pH 7,5) por 5 min cada; e e) fixacdo: 10 min em etanol absoluto. As Iaminas foram
armazenadas refrigeradas (4 °C) até o momento da analise quando foram coradas
com gelRed e submetidas a teste cego em microscopio adaptado para fluorescéncia
(Microscope DM-2500, Alemanha) com ampliagdo de 400x. O dano ao DNA foi
quantificado visualmente em 100 nucleoides selecionados de forma aleatéria e ndo
sobrepostos, de acordo com o comprimento da cauda formada pela migracado de

fragmentos do DNA. Os danos genotoéxicos foram classificados em quatro classes de
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cometa de acordo com Vieira et al. (2016): a) classe 0: sem danos aparente; b) classe
1: comprimento da cauda menor que o didmetro do nucledide; c) classe 2:
comprimento da cauda até duas vezes o tamanho do nucledide; e d) classe 3:
comprimento da cauda maior que duas vezes o tamanho do nucledide. O escore de
dano foi calculado multiplicando o numero de células em cada classe pelo valor da
classe de dano, variando de 0 (todas ndo danificadas) a 300 (todas com dano
maximo). Os resultados foram expressos pelo valor médio do escore de dano obtido

para cada grupo experimental.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos biomarcadores obtidos nos diferentes tratamentos
(CTR x MP x Cu x MP + Cu) foram comparados entre si, por meio de teste paramétrico
(ANOVA) ou néo paramétrico (Kruskal-Wallis), de acordo com a distribuigdo dos
dados (normalidade e homocedasticidade), seguidos por testes de comparagdes
multiplas (Student Newman Keuls ou Dunn) quando indicado. Foram considerados

significativos valores de p < 0,05.

3 RESULTADOS

Ndo houve mortalidade dos individuos durante a aclimatagcéo e

tampouco durante a exposi¢ao aos tratamentos.

3.1 CARACTERIZACAO DO MICROPLASTICO - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As imagens de caracterizagdo por microscopio eletronico de
varredura (MEV) estao dispostas na Figura 1. Imagens da microparticula em pé (forma
original) (Figs. 1 A e 1 B) e em solugdo mae 0,2 g L' (Figs. 1 C e 1 D) confirmam o
formato esférico do MP, além dos diferentes tamanhos apresentados, corroborando

os resultados obtidos pela AFM.
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Figura 1 — Eletromicrografia de microscopia eletrénica de varredura (MEV). (A e B) imagens do MP em
p6 capturadas com magnitude de 2.500x e 10.000x, respectivamente. (C e D) imagens do MP na
solugdo 0,2 g L' capturadas com magnitude de 2.500x e 10.000x, respectivamente. Escala em 50 ym
(A eC). Escalaem 10 um (B e D).

3.2 CONCENTRACAO DE COBRE NA AGUA

As concentragdes de Cu total e dissolvido (média + EP) quantificada
nos tratamentos CTR e MP, apresentaram-se dentro do esperado. Ja as
concentragcdes de Cu nos tratamentos que continham o metal, Cu e MP + Cu, foram
superiores as concentragdes nominais (Tabela 1). As concentragdes apresentadas
correspondem as médias obtidas nos diferentes tratamentos de amostras coletadas
em 0, 24,48, 72 e 96 h, sendo que em 48 h foram coletadas antes e apds a renovagao

da agua.

Tabela 1 — Concentragbes de Cu (ug L") total e dissolvido na agua, sendo controle
(CTR), microplastico 20 ug L' (MP), cobre 10 ug L' (Cu) e microplastico 20 ug L' +

cobre 10 pi L1 iMP + Cui. Os dados foram expressos como média + EP in = Zi.

CTR 2,70+ 0,30 2,29 +0,27
MP 2,60+0,24 2,39+0,29
Cu 22,86 £ 0,79 20,30 £ 0,58
MIX 23,07 + 0,69 21,48 £ 0,50

A concentragdo de ions sodio (Na*) e potassio (K*) analisados nas
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amostras de agua no tempo inicial (0 h) e no tempo final (96 h) do experimento
mantiveram-se estaveis (Na*p = 0,068; H = 13,170; K* p = 0,059; H = 13,567).

3.3 ACUMULO DE COBRE NOS TECIDOS

Quando comparado ao grupo controle e MP, houve aumento
significativo na concentracdo de Cu nas branquias (p < 0,001; F = 49,907) e no
musculo (p < 0,001; F = 14,485) dos animais expostos ao grupo Cu e MP + Cu.
Nenhuma diferenga significativa foi encontrada na concentragdo do metal no trato

gastrointestinal, figado, rim e cérebro (Fig. 2).
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Figura 2 — Concentragdes de cobre em branquias, trato gastrointestinal, figado, rim, cérebro e musculo
de Prochilodus lineatus expostos por 96 h em agua desclorada (CTR) ou expostos ao microplastico 20
pg L1 (MP), cobre 10 ug L' (Cu) e microplastico 20 ug L-' + cobre 10 ug L' (MP + Cu). Os dados foram
expressos como média e erro padrdo (média + EP; n = 8). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre grupos experimentais para um mesmo 6rgéo (p <0,05).

3.4 BIOMARCADORES FISIOLOGICOS

Dos parametros hematoldgicos analisados (Fig. 3), foi observado uma
diminuicao significativa (p = 0,043; F = 3,106) na contagem de eritrocitos em animais
expostos ao MP + Cu (Fig. 3 A) em relagéao ao grupo CTR.

Em relagado as concentragbes plasmaticas de glicose (Fig. 4 A), foi
observado hiperglicemia (p = 0,002; H = 14,755) nos peixes expostos ao MP + Cu
quando comparados aos animais do grupo CTR e MP. E tanto os resultados de

glicogénio hepatico quanto o lactato plasmatico ndo apresentaram variagédo entre os
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grupos experimentais (Figs. 4 B e 4 C).

Aposs a exposicao, os animais do grupo Cu e MP + Cu apresentaram
desequilibrio de K* (Fig. 4 D), exibindo aumento significativo (p < 0,001; F = 11,288)
na concentragao plasmatica de K* quando comparado com os demais grupos (CTR e
MP). Nao houve alteracdo na concentragédo plasmatica de Na* para nenhum grupo

experimental (Fig. 4 D).
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Figura 3 — (A) Contagem de eritrocitos (RBC), (B) hemoglobina (Hb) e (C) hematrécrito (Hct) de P.
lineatus expostos apenas a agua desclorada (CTR), ao microplastico 20 ug L-' (MP), ao cobre 10 pg L-
1(Cu) e ao microplastico 20 ug L' + cobre 10 pg L' (MP + Cu) por 96 h. Os resultados foram expressos
como média e erro padrdo (média + EP; n = 8). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre
0s grupos experimentais (p < 0,05).
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Figura 4 — (A) Concentragao plasmatica de glicose, (B) glicogénio hepatico, (C) lactato plasmatico e
(D) concentragao plasmatica de Na* e K* em P. lineatus expostos apenas a agua desclorada (CTR), ao
microplastico 20 ug L' (MP), ao cobre 10 ug L' (Cu) e ao microplastico 20 ug L-* + cobre 10 ug L' (MP
+ Cu) por 96 h. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (média + EP; n = 8). Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05).

3.5 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

A atividade da GST foi significativamente menor (p = 0,030; F = 3,495)
(Fig. 5 A) no figado dos peixes expostos ao Cu, quando comparados aos animais do
grupo CTR. E tanto nas branquias, como no figado, verificou-se aumento significativo
(p=0,018; F =4,011, e p=0,011; H = 11,148, respectivamente) de danos oxidativos
nas proteinas (PCO) nos peixes expostos a mistura (MP + Cu) (Fig. 5 E). Os demais
parametros, como a GST nas branquias (Fig. 5 A), CAT nas branquias e figado (Fig.
5 B), GSH no figado (Fig. 5 C) e LPO no figado (Fig. 5 D) ndo apresentaram variagées
significativas.
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Figura 5 — (A) Atividade de glutationa S-transferase (GST), (B) catalase (CAT), (C) concentragéo de
glutationa (GSH), (D) lipoperoxidagéo (LPO) e (E) proteinas carboniladas (PCO) em branquias e figado
de P. lineatus expostos apenas a agua desclorada (CTR), ao microplastico 20 ug L* (MP), ao cobre 10
Mg L' (Cu) e ao microplastico 20 pug L' + cobre 10 ug L' (MP + Cu) por 96 h. Os resultados foram
expressos como meédia e erro padrdo (média £ EP; n = 8). Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os grupos experimentais para um mesmo 6rgéo (p < 0,05).

3.6 BIOMARCADOR GENOTOXICO

Com relagao aos danos no DNA (Fig. 6), nos eritrocitos dos peixes
expostos ao MP + Cu o escore foi maior (p = 0,010; H = 11,278) em relagdo aos
animais do grupo CTR. Ja no tecido hepatico, o escore de danos no DNA foi

significativamente maior nos peixes expostos tanto aos poluentes isolados, como em
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mistura, quando comparados ao grupo CTR (p < 0,001; H = 24,103). Nas branquias

nao foram constatadas alteragdes significativas no escore de danos.
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Figura 6 — Escore de dano ao DNA em sangue, figado e branquia de P. lineatus expostos apenas a
agua desclorada (CTR), ao microplastico 20 pg L' (MP), ao cobre 10 ug L-' (Cu) e ao microplastico 20
Mg L' + cobre 10 ug L' (MP + Cu) por 96 h. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo
(média + EP; n = 8). Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos experimentais
para um mesmo tecido (p < 0,05).

4 DISCUSSAO

No presente trabalho, observamos que o cobre dissolvido (20,3 a
21,48 ug L") se apresentou em concentragbes maiores que a concentragao nominal
de 10 pg L' esperada. Contudo, a concentragdo estudada se enquadra na faixa de
relevancia para o ambiente dulcicola e corresponde a concentracédo subletal para a
espécie P. lineatus, visto que a CLso 96h para esses animais € de 29 ug L. Apesar
da concentragdo de Cu trabalhada ser maior que a esperada, nao foi observado
mortalidade nos animais expostos aos tratamentos contendo o metal. Ainda, os efeitos
toxicolégicos para a espécie P. lineatus apresentou-se de forma mais significativa
quando exposto ao tratamento contendo a mistura, confirmando nossa hipétese inicial
onde classificamos os efeitos as exposi¢cdes na seguinte ordem, MP + Cu > Cu > MP
> CTR. Os efeitos toxicolégicos apresentados nos animais expostos a mistura foram
alteragdes nos niveis de glicose e K* plasmatico, diminuicdo do numero de hemacias,
aumento na concentragao de proteina carbonilada nas branquias e figado, e aumento
nos danos do DNA em eritrocitos e células do figado. Ja a exposi¢cao ao Cu isolado
foi responsavel por alterar os niveis de K* plasmatico, diminuir a atividade da GST e
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causar danos no DNA de células do figado, enquanto a exposigdo apenas ao MP
acarretou no aumento de dano no DNA hepatico.

As principais vias conhecidas de absorcdo de Cu pelos peixes
dulcicolas sédo as branquias, seguida pela absorgao pela pele e trato gastrointestinal
(DOS SANTOS CARVALHO; FERNANDES, 2008). Quando a captagao de Cu néao
pode ser contida e excede a capacidade de regulacédo dos mecanismos excretores,
metabdlicos, de armazenamento e de desintoxicacido, pode acarretar o acumulo do
metal em diferentes tecidos e consequentemente resultar em efeitos toxicos
(LANGSTON, 1990). O Cu é um oligoelemento essencial para o funcionamento de
diferentes enzimas e proteinas, mas quando em excesso pode ser toxico para o
organismo. Como esperado, a exposigéo dos P. lineatus ao Cu e a mistura do MP +
Cu acarretou o acumulo do metal nas branquias e nos musculos desses animais. Por
estar em constante exposi¢cao ao meio externo e devido a sua grande area superficial,
as branquias sao os tecidos mais vulneraveis aos poluentes transportados pela agua
(MAZON; FERNANDES, 1999) incluindo os metais, como o Cu (GROSELL; WOOD,
2002; NADELLA et al.,, 2007). Entre as suas principais fun¢des, as branquias
destacam-se pelo seu envolvimento no processo respiratorio, na regulagao ibénica,
regulacdo acido-base e na excre¢cao de compostos (GILMOUR; PERRY, 2009). O
aumento na concentragao de Cu nas branquias esta de acordo com o pressuposto de
que as branquias séo a principal via de absor¢cao de Cu em peixes dulcicolas, (DOS
SANTOS CARVALHO; FERNANDES, 2008), sendo o 6rgao que mais acumula metal
em exposicdes agudas (DE PAULA et al., 2021).

Uma vez absorvido pela branquia, o Cu é transportado para outros
tecidos por meio da corrente sanguinea (WOOD, 2011). O aumento de Cu observado
no musculo dos animais dos grupos Cu e MP + Cu, apesar de ser em quantidades
bem menores do que nos outros tecidos, causa preocupacgao, pois o Cu pode ser
transferido pela cadeia trofica podendo atingir outros organismos aquaticos e até
mesmo os seres humanos (LOGHMANI et al., 2022). E reconhecido que a espécie P.
lineatus € um peixe ili6fago bentdnico de grande importancia ecoldégica e econémica.
Devido ao seu habito alimentar, sédo significativamente importantes no fluxo de energia
dos ecossistemas aquaticos que habitam (REIS et al., 2003; CASTRO; VARI, 2004).
A transferéncia do Cu através da cadeia alimentar desperta a preocupag¢ao quanto a
ameacas a saude humana. Isso se deve ao fato de que a parte mais comercializada

e consumida do animal € a musculatura, e ja se conhece os efeitos diretos do poluente
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e sua correlagdo com varias doengas, incluindo o cancer (JARUP, 2003).

O Cu é considerado um metal téxico ionorregulador, uma vez que a
exposicado a este metal pode influenciar nos niveis de ions plasmatico (GROSELL;
WOOD, 2002). O K* tem um importante papel no transporte de Na* pela bomba de
Na*/ K*-ATPase, através da membrana basolateral (COIMBRA et al., 1988). Em
peixes teledsteos, o fluxo de K* através da membrana apical nas branquias ocorre por
meio de um gradiente de concentragéao, por transporte ativo (EDDY, 1985). O aumento
na concentracdo de K* plasmatico em animais expostos ao Cu, tanto na sua forma
isolada quanto em combinagdo com o MP, pode estar relacionado com a hemodlise
apresentada nos individuos, como demonstrado pela redugcdo de numeros de
eritrocitos em animais expostos a mistura. Com o rompimento dos glébulos vermelhos
(RBC), o conteudo de K" intracelular é liberado resultando na hipercalemia. Isso foi
observado anteriormente em P. lineatus, por Martinez e Souza (2002), apds exposi¢cao
aguda ao nitrito onde os individuos apresentaram diminuicdo significativa na
concentragéo plasmatica de glébulos vermelhos e aumento extracelular de K*.

Foi observado hiperglicemia nos animais expostos a mistura dos
poluentes. O aumento dos niveis de glicose em peixes pode se apresentar como uma
resposta neuroendocrina na exposi¢cao a agentes estressores como compostos
toxicos, dietas ricas em carboidratos e danos em tecidos envolvidos no metabolismo
da glicose, como o figado (ZHAO et al., 2020), a fim de fornecer ao animal substratos
energéticos requeridos pela demanda (BARTON, 2002). A homeostase da glicose em
peixes € mantida pelo equilibrio entre a produgdo dos niveis de glicose e o
armazenamento de glicose em forma de glicogénio (POLAKOF et al., 2012). Os
resultados observados neste estudo ndo foram conclusivos, uma vez que os niveis de
glicogénio hepatico e lactato plasmatico ndo apresentaram variagao significativa. Uma
hipétese levantada para a ocorréncia da hiperglicemia nos animais expostos a mistura
foi a soma dos fatores de estresse, como hipdxia tecidual causada pela diminuigao
das células sanguineas, com o aumento de danos no DNA do figado, um dos 6rgéaos
responsaveis pelo metabolismo da glicose. Em resumo, os resultados obtidos com os
parametros sanguineos demonstram que eles estao interligados. Pressupomos que o
sangue tenha realizado a distribuicao dos poluentes para outros tecidos, no entanto o
que permaneceu na corrente sanguinea prejudicou o metabolismo dos individuos,
levando a morte celular das hemacias, liberagdo de K*, alteragbes nos niveis

glicémicos e aumento nos danos do DNA nos eritrécitos.
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Apesar do Cu ter acumulado nas branquias, tanto na exposi¢cao
isolada quanto na exposicdo em mistura, foi observado maior concentragdo de
proteinas carboniladas (PCO) apenas nos animais expostos a mistura dos poluentes.
A alteracdo no conteudo de PCO é um indicio de estresse oxidativo, comumente
utilizado como biomarcador. As espécies reativas de oxigénio (ERO), formadas em
decorréncia a exposi¢cao aos poluentes, podem interagir com as proteinas causando
oxidagao proteica e consequentemente alteragdo na sua estrutura e funcionalidade
(WONG et al., 2010). Apesar dos maiores niveis de PCO nas branquias, ndo foi
observado alteracdo na LPO e nas defesas antioxidantes analisadas. Por estarem em
constante exposicdo ao meio externo, os resultados obtidos nas branquias podem
estar associados a variagao dos mecanismos defesas que ¢é diferente para cada tipo
de tecido (ALVIM; MARTINEZ, 2019; RODA et al., 2020).

Quanto ao aumento de dano no DNA em eritrocitos de animais
expostos a mistura dos poluentes e nos hepatdcitos de animais expostos aos
diferentes tratamentos (MP, Cu e MP + Cu), sabe-se que o Cu € um metal essencial
de natureza redox que pode acarretar a formagéao de espécies reativas de oxigénio
(ERO), podendo resultar em danos oxidativos em diferentes moléculas, incluindo o
DNA (YU, 1994; ALAK et al.,, 2019). Além das ERO, o Cu é capaz de se ligar
diretamente a molécula de DNA causando danos estruturais e funcionais que sao
evidenciados com o ensaio alcalino do cometa (GOVINDARAJU et al., 2013; ALAK et
al., 2019). De Paula et al. (2022), em um estudo tréfico com Hoplias malabaricus
alimentadas por 10 dias com Astyanax altiparanae exposto ao Cu 20 ug L7,
observaram aumento de dano no DNA em eritrécitos causados pelo efeito do metal.
Quanto a genotoxicidade do MP, acredita-se que esteja relacionada principalmente
com a formacdo de ERO que sio responsaveis por causar danos oxidativos a
molécula, acarretando a inibicado da sintese de DNA, bem como interferéncia nos
processos de replicagao e transcricdao (AVIO et al.,, 2015; RIBEIRO et al., 2017;
HAMED et al., 2020; HAMED et al., 2021; SUN et al., 2021). Ainda, de acordo com
Tagort e Kaya (2022) a genotoxicidade pode ser causada pelo estresse oxidativo,
processos inflamatorios e interrupgao do reparo do DNA induzidos pela presenca do
MP. Contudo, os efeitos genotéxicos do MP ainda ndo sdao bem definidos.
Recentemente, varios trabalhos tém demostrado os efeitos genotdxicos de MP em
diferentes organismos aquaticos, com concentragbes e tamanhos distintos que
divergem os resultados (HAMED, et al., 2019; ARAUJO et al., 2022; BOBORI et al.,
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2022). Além disso, é relevante destacar que, ao avaliar os danos no DNA no figado
de animais expostos a mistura, foi evidenciado um aumento significativo dos danos
no DNA em comparagdo com os animais expostos aos poluentes isolados, indicando
uma interagao sinérgica entre os poluentes.

As enzimas glutationas S-transferases (GST) atuam na
biotransformacao, realizando a conversao de xenobidticos organicos lipossoluveis em
compostos hidrossoluveis que possam ser mais facilmente excretados (VAN DER
OOST et al., 2003). A GST tem sido amplamente utilizada como biomarcador de
estresse oxidativo devido sua funcédo na detoxificacdo (CUNHA et al., 2007; HAN et
al., 2013). O figado é o principal 6rgao envolvido na desintoxicagdo do organismo.
Devido seu papel como metabolizador de xenobidticos, o figado esta sujeito a
alteracdes pela sobrecarga dos poluentes ali presentes que podem induzir a formagéo
de ERO e consequentemente levar ao aumento dos danos oxidativos do tecido
hepatico (MADUENHO; MARTINEZ, 2008), bem como aumento nos danos no DNA
(YU, 1994). Com a diminuicdo da atividade da GST no figado dos animais expostos
ao Cu isolado, era esperado uma reducéo nos niveis de desintoxicacao do tecido, e
consequentemente um aumento de danos oxidativos, assim como observado por
Vieira et al. (2018). No entanto, a diminuicdo na atividade da GST em animais
expostos ao Cu isolado foi considerada um resultado pontual, pois além do aumento
de danos no DNA, ndo observamos alteragdes significativas nas demais analises
antioxidantes (CAT e GSH) e de danos oxidativos (LPO e PCO).

Assim como para as branquias, o aumento no conteudo de PCO
hepatico foi observado apenas nos animais expostos a mistura. Tal resultado
relaciona-se com os danos no DNA em hepatdcitos, onde uma possivel interacao
sinérgica entre os poluentes péde ser observada. Quando em mistura o aumento de
dano genotdxico foi maior do que os apresentados com a exposi¢ao aos poluentes
isolados. Como citado anteriormente, o Cu e o MP podem causar danos no DNA e em
proteinas predominantemente através de danos oxidativos decorrentes da formacéao
de ERO (WONG et al., 2010; HAMED et al., 2020; HAMED et al., 2021; SUN et al.,
2021). Diferentes estudos tém demonstrado que os efeitos toxicolégicos do MP podem
ser influenciados quanto ao tamanho, o tipo e forma das microparticulas. Por exemplo,
Roda et al. (2020) ao analisar o efeito dos poluentes MP (10 a 90 um) 20 ug L' e Cu
10 ug L, isolados e em mistura, em P. lineatus observaram aumento de dano no DNA

hepatico de animais expostos aos poluentes na sua forma isolada, no entanto nao
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observaram diferenca significativa com a exposi¢cao dos poluentes em mistura. Duas
caracteristicas relevantes que justificam essa convergéncia entre os resultados, é que
no atual estudo foram utilizadas microparticulas de menor tamanho (340 a 1920 nm),

além da concentracdo de Cu ter sido duas vezes maior.

5 CONCLUSAO

No presente estudo verificamos que os animais expostos ao MP
isolado apresentaram alteragdes significativas apenas quanto ao dano no DNA
hepatico. No entanto, nossos resultados sugerem um efeito relevante quanto a
capacidade dos MPs em adsorver e transportar o Cu, cuja toxicidade para peixes de
agua doce tem sido cada vez mais fundamentada, resultando em um possivel efeito
sinérgico entre os poluentes, influenciando no aumento nos niveis de glicose,
diminuicdo na quantidade de eritrocitos, aumento nos danos no DNA em células
sanguineas e hepaticas, e aumento nos niveis de proteinas carboniladas. Apesar das
concentragdes utilizadas em outros trabalhos basearem-se em mg L', nosso estudo
mostrou que mesmo concentragées reduzidas de MP, como 20 ug L™, sdo relevantes

e causam efeitos toxicoldgicos nos peixes dulcicolas.
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RESUMO

A contaminag&o aquatica por plastico, principalmente por microplasticos (particulas <
5 mm), tem despertado crescente preocupacdo quanto aos impactos ambientais
negativos associados a essas microparticulas, que sao responsaveis por desencadear
efeitos toxicoldgicos em organismos de diferentes niveis tréficos. Os animais
filtradores, como o mexilhdo de agua de doce Anodontites trapesialis, representam
uma das espécies mais suscetiveis a contaminagcédo por microplasticos, devido ao
grande volume de agua que filtram diariamente e a semelhanga das microparticulas
com suas presas naturais. O objetivo deste estudo foi analisar os possiveis efeitos
ecotoxicoldgicos resultantes da exposi¢cao aguda (96 h) ao MP isolado e em mistura
com o cobre no bivalve A. trapesialis por meio da avaliacdo de multiplos
biomarcadores. A exposicdo dos bivalves A. trapesialis ao MP (20 ug L) isolado
resultou no aumento de dano oxidativo e aumento de dano no DNA. A exposicao dos
animais ao Cu (10 ug L") isolado acarretou no aumento da concentragdo de glicose,
diminuicdo nos niveis de carbonilagdo proteica e diminuigdo na atividade da
acetilcolinesterase (AChE). Ja a exposigéo dos bivalves a mistura dos poluentes (MP
20 ug L'+ Cu 10 ug L") foi responsavel por alterar os parametros fisiologicos,
aumentando os niveis de K* e glicose na hemolinfa, diminuiu conteudo de glutationa
(GSH), aumentou os danos oxidativos em lipideos e proteinas, aumentou os danos
no DNA e promoveu alteragdes na AChE, indicando neurotoxicidade. Ainda, quando
em mistura, o resultado de diferentes analises revelou possiveis efeitos de interagao
entre os poluentes. Por fim, os resultados apresentados no presente estudo apontam
para a toxicidade dos MPs em animais filtradores, além de evidenciar potencial
interacdo com o cobre, alterando os efeitos toxicos deste metal.

Palavras-chave: Espécie nativa; Efeitos toxicolégicos; Microparticulas; Sinergismo;
Dano oxidativo.
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1 INTRODUGAO

A contaminagao por microplastico (MP; particulas < 5 mm) tornou-se
um grave problema ambiental pois ja esta presente em todos os ecossistemas
(OBBARD et al., 2014; LA DAANA et al., 2018; PANNO et al., 2019). Atualmente,
muitos pesquisadores tém investigado a presenca dos MPs no ambiente marinho e
suas consequéncias para os organismos (COLE et al.,, 2011; DAVARPANAH;
GUILHERMINO, 2015; TOSETTO et al, 2017; KANHAI et al, 2020;
VETRIMURUGAN et al., 2020). No entanto, os ambientes de agua doce tém sido os
principais responsaveis pelo transporte das microparticulas do ambiente terrestre até
os oceanos (DRIS et al., 2015; JAMBECK et al., 2015).

A presenga de MPs no ambiente dulcicola pode ocasionar efeitos
toxicolégicos em todos os niveis troficos, desde zooplancton, bivalves, peixes até
cetaceos (ZHOU et al., 2015; ZHU et al., 2019; DING et al., 2020; HE et al., 2022; LIN
et al., 2023) e tais efeitos podem ser: a) fisicos: como o comprometimento de tecidos,
bloqueio do trato gastrointestinal (NASSER; LYNCH, 2016; BESSELING et al., 2017);
b) quimicos: como danos oxidativos (ABIDLI et al., 2021; KIM et al., 2021) e alteragao
ou inibicdo de enzimas, como a acetilcolinesterase (RODA et al., 2020); e c¢)
bioldgicos: advindos da adsorgao de patdgenos na superficie do MP (LU et al., 2022;
HE et al., 2023).

Outro fator de preocupagédo quanto efeitos toxicolégicos dos MPs
envolve sua capacidade de adsorver outros poluentes, como o0s metais
(DAVARPANAH; GUILHERMINO, 2015; LIN et al.,, 2021). Na biota aquatica a
presenca de inumeros xenobiodticos ocorrem de forma simultdnea e ndo apenas de
forma isolada, como realizado na maioria das avaliagbes de risco, o que torna
fundamental considerar a interagdo que pode ocorrer entre os poluentes (NIKINMAA,
2014). Em decorréncia da combinagao de suas substancias toxicas, tal interagao pode
influenciar na biodisponibilidade e toxicidade um do outro, resultando em diferentes
tipos de interagcbes, como interagdo aditiva, sinérgica ou antagbnica (RODEA-
PALOMARES et al., 2015). A interagao aditiva, € quando em mistura os poluentes nao
interferem sobre o efeito um do outro; a interagéo sinérgica, € quando em combinagao
os efeitos dos poluentes sao maiores do que os apresentados na sua forma isolada.
Ja a interagdo antagbnica, € quando em mistura os poluentes podem diminuir ou até
mesmo anular o efeito um do outro (KLAASEN; WATKINS, 2015). Quando captado
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pelos organismos, os poluentes adsorvidos ao MP podem ser liberados, num processo
chamado de dessorcdo também conhecido como efeito “Cavalo de Tréia”
(GONZALEZ-SOTO et a., 2019).

Entre os metais adsorvidos pelo MP destaca-se o cobre (Cu), um
metal essencial que em concentragdes ideais é fundamental para os organismos e
participa de varios processos bioquimicos e fisiolégicos, mas quando em excesso
pode ser tdxico, interferindo principalmente na formacédo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) desencadeando danos oxidativos em proteinas, lipideos e DNA (YU,
1994; MONTEIRO et al., 2009; ALAK et al., 2019). As consequéncias da exposi¢cao
do molusco bivalve Anodontites trapesialis ao Cu causou inibicdo da resisténcia a
multixenobioticos (MXR), responsavel pela defesa celular (EL HAJ et al., 2019).
Loayza-Muro e Elias-Letts (2007) constataram que o Cu, assim como outros metais
(cadmio e zinco), influenciou na taxa de filtragdo do mexilhdo A. trapesialis. Ainda, a
exposicdo ao Cu foi responsavel pela lipoperoxidacdo (LPO), inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), aumento das atividades da catalase (CAT), da glutationa
peroxidase (GPX) e da metalotioneina (MT), e acumulo do metal nas branquias no
mexilhao Mytilus galloprovincialis (GOMES et al., 2011).

Os efeitos decorrentes da exposicao de animais filtradores ao MP ou
a combinacado dos poluentes, embora ainda sejam limitados e controversos, esta
aumentando a cada ano. Os animais filtradores podem ser mais suscetiveis a
contaminacgao pelas microparticulas, seja pela semelhanga dos MPs com suas presas,
ou pela alta taxa de filtragcao que executam (WARD et al., 2019). Em um estudo
realizado com MP (0,3 g de MP de polietileno, 55 e 110 ym) isolado, Moreschi et al.
(2020) observou que quanto mais tempo os bivalves A. frapesialis permaneciam em
contato com os MP presentes na agua, mais MP eram ingeridos por esses animais, e
a probabilidade de encontrar microparticulas nas branquias e no intestino desses
animais foi de 78% e 72%, respectivamente. A. trapesialis, Perna perna e Mytella
Guyanensis ao serem expostos a microplasticos em pérolas e microfibras
apresentaram microparticulas em todos os tecidos analisados (gbnadas, manto,
branquias, pé e bisso) (STAICHAK et al., 2021). A medida que sabemos da
capacidade do MP em adsorver o Cu, da ocorréncia simultanea de ambos os
poluentes no ambiente aquatico dulcicola e a falta de dados sobre seus efeitos em
mistura, torna-se fundamental analisarmos os efeitos toxicolégicos de ambos para a

biota aquatica dulcicola.



100

A espécie de mexilhdao de agua doce A. trapesialis foi considerada um
potencial organismo sentinela para contaminagao por MP (MORESCHI et al., 2020;
STAICHAK et al., 2021). Suas caracteristicas como ampla distribui¢ao,
comportamento seéssil, filtrar grandes volumes de agua e realizar absorgao direta dos
poluentes, foram fatores determinantes para a escolha desta espécie em nosso
estudo. Ainda, varias espécies de bivalves sdo consumidas pelo homem, e portanto,
estes animais podem ser veiculos de poluentes, incluindo o MP (DING et al., 2021).
Além disso, os bivalves A. trapesialis s&o amplamente distribuidos na América do Sul
e frequentemente observados em bacias hidrograficas e tanques de pisciculturas
proximos a regido urbana (FELIPI; SILVA-SOUZA, 2008; AGUDO-PADRON, 2015).
Assim, o objetivo do presente trabalho foi analisar os possiveis efeitos
ecotoxicoldgicos acarretados pela exposigdao aguda ao MP isolado e em mistura com
o Cu no bivalve A. trapesialis. Para tanto, foram realizadas analises bioquimicas
(glutationa-S-transferase, catalase, glutationa, lipoperoxidagdo e carbonilagdo de
proteina), fisioldgicas (glicose, glicogénio e concentragao ibnica), genotdxicas (danos
no DNA), de neurotoxicidade (acetilcolinesterase) e acumulacdo do metal em

diferentes tecidos.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Anodontites trapesialis — COLETA E ACLIMATACAO

Os mexilhdes de agua doce A. trapesialis (n = 32; peso: 137,00 £ 3,74
g; largura: 53,22 £ 3,73 mm; comprimento: 119,36 + 1,19 mm) foram capturados
manualmente do sedimento de uma represa, no pesqueiro Toca do Jacaré
pertencente ao municipio de Londrina (Parana, Brasil), e alocados em sacos plasticos
contendo agua do local de coleta. Posteriormente, os animais foram transportados
para o laboratério de bioensaios do Laboratério de Ecofisiologia Animal (LEFA) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) onde permaneceram por 9 dias aclimatando
em tanques de 400 L contendo agua desclorada, aeragao constante e renovacao da
agua a cada 24 h. A alimentagdo dos animais foi realizada a cada 48 h com algas da
espécie Raphidocelis subcapitata (10.000 céls mL'). Os pardmetros fisicos e
quimicos da agua foram monitorados e mantiveram-se constante (temperatura
23,66°C; pH 8,02; oxigénio dissolvido 5,84 mg L™'; condutividade 0,114 mS cm;
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turbidez 2,01 NTU; e total de sdlidos dissolvidos 0,074 g L-'), em um fotoperiodo de

12 h claro:12 h escuro.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os espécimes de A. trapesialis foram expostos individualmente em
aquarios de 1,5 L com aeragao constante, mantendo a agua oxigenada e circulagao
dos poluentes (MP e Cu) nos tratamentos experimentais, fotoperiodo de 12 h claro/
12 h escuro, com renovagao total (100%) do meio de exposi¢cdo em 48 h. Os animais
foram distribuidos em quatro grupos (n = 8 em cada tratamento), e expostos por 96 h:
grupo controle (CTR) — animais expostos apenas a agua desclorada; grupo
microplastico (MP) — MP 20 pg L-'; grupo cobre (Cu) — Cu 10 pg L' (nominal) e o
grupo mistura (MP + Cu) — MP 20 ug L' e Cu 10 yg L'. Os parametros fisicos e
quimicos da agua foram monitorados e ndo apresentaram variagdes significativas
entre os grupos (média = EP: temperatura 24,22 + 0,08 °C; pH 7,95 = 0,02;
condutividade 0,14 + 0,00 mS cm-'; turbidez 1,23 + 0,32 NTU; oxigénio dissolvido 6,77
+ 0,11 mg O2L"; e total de solidos dissolvidos 0,1 g L") e dureza 37,12 + 1,78 mg
CaCOs L.

O microplastico escolhido para o presente estudo foi microesferas de
polietileno fluorescente, tamanho: 0,881 + 0,412 um, cor amarelo e densidade: 1,3 g
cm3, comprimento de onda ex: 485 nm e em: 525 nm (Cospheric LLC, California,
EUA). Segundo as imagens obtidas por microscopia de forga atdomica (AFM) no
“‘manuscrito 1I”, os MPs possuem formato esféricos (maior proporgéo), e formato
elipticos em algumas microparticulas. A distribuicdo de tamanho das microparticulas
variou entre 0,34 a 1,92 um. As imagens de caracterizagao por microscopio eletrénico
de varredura (MEV) obtidas das microparticulas em p6 (forma original) e em solugao
mae 0,2 g L' confirmam o formato esférico do MP, além dos diferentes tamanhos
apresentados. A concentracdo de MP testada estda de acordo com concentracbes
relevantes encontradas no ambiente natural (OLIVEIRA et al., 2013; HORTON et al.,
2017; RODA et al., 2020). A concentragdo de Cu (Copper (ll) dihydrate, ACROS
Organics™) de 10 pg L' (nominal), baseou-se na concentragdo condizente com os
limites estabelecidos pela Resolugdo CONAMA 357/2005 para agua doce. A
suspensao estoque de MP, Cu e mistura foram preparadas com antecedéncia de 24
h, para possibilitar a adsor¢ao do Cu pelo MP (Chen et al., 2017).
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ApoOs a exposicao, amostras de hemolinfa dos bivalves foram obtidas
do musculo adutor e armazenada a -20 °C. Em seguida, os animais foram
anestesiados sob refrigeracéo e eutanasiados por sec¢do do musculo adutor para
amostragem dos tecidos de branquias, glandula digestiva, manto e musculo (pé),

armazenados a -80 °C para as analises descritas posteriormente.

2.3 QUANTIFICACAO DE COBRE

2.3.1 Amostras de agua

A concentragdo de Cu na agua foi avaliada por atomizador de grafite,
por espectrometria de absorgao atdmica (AAnalyst 700, PerkinElmer, EUA), com limite
de deteccdo para Cu de 0,014 ug L™ em amostras de agua filtradas (filtro de 0,45 pym,
Millipore Millex HV/PVDF) e nao filtradas. Foi analisado o Cu total e dissolvido,
respectivamente, nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 h, sendo em 48 h realizado duas
coletas de amostras, uma antes e outas depois da renovagao dos tratamentos. As
amostras foram acidificadas com HNOs (65%) e armazenadas a 4 °C até a
determinacao do metal. A concentragao de sodio (Na*) e potassio (K*) também foram
medidas nas amostras de agua, em fotdbmetro de chama (DM-62, Digimed) e

expressos em mM.

2.3.2 Amostras de tecido de A. trapesialis

Para determinagdo do acumulo de Cu nos tecidos, as amostras
branquias, manto, glandula digestiva e musculo (pé) foram processadas seguindo
protocolo descrito por Alves e Wood (2006). Os tecidos foram completamente secos
a 60 °C e depois submetidos a digestdo acida com acido nitrico ultrapuro (5 N) a 60
°C por 48 h. Em seguida, a concentragdo de Cu nos tecidos foi avaliada seguindo o

protocolo acima, sendo os resultados expressos em mg de Cu g de tecido seco™.

2.4 BIOMARCADORES FISIOLOGICOS

2.4.1 Analises na hemolinfa

Na hemolinfa foram analisados os parametros de glicose e


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/atomic-absorption
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concentracao ibnica. A glicose foi avaliada em espectrofotdbmetro de microplacas (505
nm — Victor3, Perkin Elmer) pelo método da glicose oxidase com teste enzimatico
colorimétrico (Labtest Diagnostica, Brasil, REF 84-2/500) e expressa em mg dL-'. A
quantidade de glicose foi expressa em mg dL-'. As concentragdes de sodio (Na*) e
potassio (K*) (1:10 v/v) na hemolinfa foram determinadas em fotdmetro de chama

(DM-62, Digimed) e expressos em mM.

2.4.2 Glicogénio

O glicogénio foi determinado na glandula digestiva e musculo (pé),
seguindo as etapas de digestao, hidrolise e precipitagdo, de acordo com o protocolo
descrito por Bidinotto et al. (1997). Em seguida, o pellet formado foi ressuspendido em

fenol (4,1%) e H2SO4 afim de extrair a glicose, de acordo com Dubois et al. (1956).

2.5 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

As amostras de tecido de branquias, manto e glandula digestiva foram
homogeneizadas (1:4 w/v) em solugdo tampao fosfato K* (0,1 M; pH 7,0),
centrifugadas (14.000 g ou 9.000 g para PCO, 20 min, 4 °C) e os sobrenadantes foram
armazenados a -80 °C até o momento das analises. O conteudo de proteina das

amostras foi determinado de acordo com Bradford (1976).

2.5.1 Glutationa S-transferase

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) foi avaliada de
acordo com protocolo estabelecido por Keen et al. (1976), monitorando a
complexacdo do GSH com o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB; 1 mM) em
espectrofotdbmetro a 340 nm (Victor®, Perkin Elmer) durante 10 min. A atividade da

enzima foi expressa em nmol CDNB min-! mg de proteina.

2.5.2 Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo decaimento da
absorbancia a 240 nm (SpectraMax, Plus 384, EUA) consequente da decomposi¢ao
do peroxido de hidrogénio (H202) (Beutler, 1975). A atividade enzimatica foi expressa


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X22002417#bib0012
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/catalase

104

em pmol H20 min™" mg de proteina™.

2.5.3 Concentragao de Glutationa

A concentracdo do tripeptideo GSH foi medida de acordo com
lummato et al. (2018) com as seguintes modificacées: as amostras foram tratadas
com acido sulfossalicilico (5%), centrifugadas (10.000 g; 5 min; 4 °C), e,
posteriormente foi adicionado tampao fosfato de K* (0,1 M; pH 7,4; EDTA 6,3 nM) e
5,5’-ditiobis-acido-nitrobenzdéico (DTNB) (10 mM). As amostras foram quantificadas a
412 nm em espectrofotémetro de microplacas (Victor?, Perkin Elmer). A concentragdo

de GSH foi expressa em ug GSH mg de proteina.

2.5.4 Lipoperoxidagao

A LPO foi determinada pelo ensaio de TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbiturico), seguindo o protocolo descrito por Camejo et al. (1998) com
modificagdes para as amostras de glandula digestiva que foram tratadas com TCA
50% e centrifugadas a 2.400 g por 5 min a 4 °C. Foi realizado uma curva padréo de
malondialdeido (MDA), com leitura de fluorescéncia (ex/em: 535/590 nm) 10 minutos

apos retirar as placas da estufa. A LPO foi expressa em nmol MDA mg de proteina™’.

2.5.5 Proteina Carbonilada

O teor de proteina carbonilada (PCO) foi quantificado (360 nm) pela
formagao de dinitrofenilhidrazonas na presenca de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) de
acordo com Levine et al. (1994). Os resultados foram expressos em nmol carbonil mg

de proteina™.

2.6 BIOMARCADOR GENOTOXICO — ENSAIO COMETA ALCALINO

O ensaio alcalino do cometa foi realizado com amostras de hemolinfa
de acordo com Singh et al. (1988), com modificagdes descritas por Alvim e Martinez
(2019). Uma aliquota de cada amostra de hemolinfa foi homogeneizada com agarose
de baixo ponto de fusao (0,5%), gotejada em laminas recobertas com agarose 1%,

cobertas com laminulas e mantidas refrigeradas a 4 °C por 50 min. Em seguida, as
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amostras foram submetidas as seguinte etapas: a) lise celular: 2 h a 4 °C, ao abrigo
da luz, em solugao de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM , 1% de N-lauril
sarcosinato de sédio, 10% de DMSO , 1% de Triton X-100 , pH 10,0); b) desnaturagéo
do DNA: 30 min no escuro em tampéao de eletroforese (NaOH 0,3 N, EDTA 1 mM, pH>
13, a 4 °C); c) eletroforese: 20 min, 300 mA, 25 V, 1 V cm™; d) neutralizagéo: trés
lavagens com tampao (0,4 M Tris, pH 7,5) por 5 min cada; e e) fixacdo: 10 min em
etanol absoluto. As Iaminas foram armazenadas refrigeradas (4 °C) até o momento da
analise quando foram coradas com gelRed e submetidas a teste cego em microscopio
adaptado para fluorescéncia (Microscope DM-2500, Alemanha) com ampliacdo de
400x. O dano ao DNA foi quantificado visualmente em 100 nucleoides selecionados
de forma aleatdria e ndo sobrepostos, de acordo com o comprimento da cauda
formada pela migracdo de fragmentos do DNA. Os danos genotoxicos foram
classificados em quatro classes de cometa de acordo com Vieira et al. (2016): a)
classe 0: sem danos aparente; b) classe 1: comprimento da cauda menor que o
didmetro do nucledide; c) classe 2: comprimento da cauda até duas vezes o tamanho
do nucledide; e d) classe 3: comprimento da cauda maior que duas vezes o tamanho
do nucledide. O escore de dano foi realizado multiplicando o numero de células em
cada classe pelo valor da classe de dano, variando de 0 (todas nao danificadas) a 300
(todas com dano maximo). Os resultados foram expressos pelo valor médio do escore

de dano obtido para cada grupo experimental.

2.7 BIOMARCADOR DE NEUROTOXICIDADE — ACETILCOLINESTERASE

As amostras de tecido de manto e musculo (pé) foram
homogeneizadas (1:4 w/v) em solugdo tampao fosfato de K* (0,1 M; pH 8,0),
centrifugadas (20.280 g; 20 min; 4 °C) e os sobrenadantes armazenados a -80 °C até
o momento das analises. A determinacao da atividade da acetilcolinesterase (AChE)
foi realizada de acordo com o método de Ellman et al. (1961) com modificagbes de
Oliveira et al. (2016). A quantificagéo da atividade da AChE foi determinada em 415
nm por 30 min e expressa em nmol min~' mg de proteina'. O contetido de proteina

das amostras foi determinado de acordo com Bradford (1976).
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2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos biomarcadores obtidos nos diferentes tratamentos
(CTR x MP x Cu x MP + Cu) foram comparados entre si, por meio de teste paramétrico
(ANOVA) ou n&o paramétrico (Kruskal-Wallis), de acordo com a distribuigdo dos
dados (normalidade e homocedasticidade), seguidos por testes de comparagdes
multiplas (Student Newman Keuls ou Dunn) quando indicado. Foram considerados

significativos valores de p < 0,05.

3 RESULTADOS

Durante o periodo de exposi¢ao houve a morte isolada de um unico animal

exposto ao Cu, provavelmente um acontecimento ao acaso.

3.1 CONCENTRACAO DE COBRE NO MEIO DE EXPOSICAO

Como demonstrado na Tabela 1, a concentracdo de Cu apresentada
na agua foi superior ao esperado (concentragdo nominal: 10 ug Cu L-"). Os valores de
Cu total e dissolvido no tempo inicial de 0 h e no tempo de renovacéao do poluente em
48 h foram semelhantes, com as concentrag¢des variando aproximadamente em 79%
do Cu dissolvido para o Cu total. Ja os valores de Cu total e dissolvido no tempo de
24, 72 e 96 h apresentaram uma diminuicdo relevante quando comparados com a
concentragéo encontrada em 0 e 48 h. As porcentagens do metal, foram de 14% de
Cu total e de 7% de Cu dissolvido no grupo Cu. Ja no grupo mistura a porcentagem
foi de 4% de Cu total e 9% de Cu dissolvido. Em ambos os tratamentos observamos

a acgao de filtracdo dos A. trapesialis diminuindo a concentragdo do metal na agua.
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Tabela 1 — Concentragbes de Cu (ug L) total e dissolvido na agua de amostras do
grupo controle (CTR), microplastico 20 ug L-' (MP), cobre 10 ug L' (Cu) e microplastico
20 yg L' + cobre 10 ug L' (MP + Cu), representando a média dos tempos 0 e 48 h. Os
dados foram expressos como média + EP (n = 4).

CTR 1,68 £ 0,74 0,51 £ 0,04
MP 1,12+ 0,70 0,56 £ 0,10
Cu 15,99 £ 0,53 12,32 + 0,98

MP + Cu 17,03 + 0,68 13,96 + 1,11

A concentragdo de ions sodio (Na*) e potassio (K*) mantiveram-se
estaveis comparando o tempo inicial (0O h) e o tempo final (96 h) do experimento (Na*
p=0,878; H=0,0443; K* p = 0,574; H = 0,342).

3.2 BIOACUMULAGAO DE COBRE NO TECIDO

A concentracido de Cu presente nos tecidos de hemolinfa, branquias,

glandula digestiva, pé e manto n&o apresentaram aumento significativo (Fig. 1).
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Figura 1 — Concentragbes de cobre em hemolinfa, branquias, glandula digestiva, pé e manto
de Anodontites trapesialis expostos por 96 h em agua desclorada (CTR) ou expostos ao microplastico
20 pg L' (MP), cobre 10 ug L' (Cu) e microplastico 20 ug L-' + cobre 10 ug L-* (MP + Cu). Os dados
foram expressos como média e erro padrdo (média £ EP; n = 8). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre grupos experimentais (p <0,05).
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3.3 PARAMETROS FISIOLOGICOS

A concentragado de K* aumentou (p = 0,002; F = 6,703) na hemolinfa
dos bivalves expostos a mistura dos poluentes (MP + Cu) quando comparados ao
CTR, MP e Cu. Ja a concentracao de Na* nao foi interferida por nenhuma exposi¢ao
(Fig. 2).
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Figura 2 — Concentragao de ions na hemolinfa de Anodontites trapesialis expostos por 96 h em agua
desclorada (CTR) ou expostos ao microplastico 20 ug L' (MP), cobre 10 ug L' (Cu) e microplastico 20
pg L' + cobre 10 ug L' (MP + Cu). Os dados foram expressos como média e erro padrdo (média + EP;
n = 8). Letras diferentes indicam diferenga significativa entre grupos experimentais (p <0,05).

Foi observado hiperglicemia (p <0,001; H = 26,146) nos A. trapesialis
expostos ao Cu em relacdo aos animais do grupo CTR (Fig. 3A). Também foi
observado um aumento glicémico ainda maior (p <0,001; H = 26,146) nos animais
expostos a mistura dos poluentes (MP + Cu) quando comparados ao grupo CTR e MP
(Fig. 3A). A concentragdo de glicogénio no pé e na gléandula digestiva ndo foram

afetadas em nenhuma exposicao (Fig. 3B).
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Figura 3 — (A) Glicose hemolinfatica e (B) glicogénio no musculo (pé€) e glandula digestiva de A.
trapesialis expostos apenas a agua desclorada (CTR), ao microplastico 20 ug L' (MP), ao cobre 10 ug
L' (Cu) e ao microplastico 20 ug L' + cobre 10 pug L' (MP + Cu) por 96 h. Os resultados foram
expressos como média e erro padrdao (média £ EP; n = 8). Letras diferentes indicam diferencgas
significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05).

3.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES

A concentragao de glutationa (GSH) diminuiu de forma significativa (p
= 0,030; F = 3,469) nas branquias dos bivalves expostos a mistura dos poluentes
quando analisadas em relagdo as branquias dos animais do grupo CTR e MP. A

concentragéo de glutationa no manto nao foi afetada (Fig. 4).
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Figura 4 — Concentracao de glutationa (GSH) na branquia e manto de A. trapesialis expostos apenas
a agua desclorada (CTR), ao microplastico 20 ug L' (MP), ao cobre 10 pg L' (Cu) e ao microplastico
20 ug L' + cobre 10 yg L' (MP + Cu) por 96 h. Os resultados foram expressos como média e erro
padrao (média + EP; n = 8). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos
experimentais (p < 0,05).
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As atividades das enzimas GST e CAT nao foram alteradas nos tecidos analisados

(branquias, manto e glandula digestiva) como demonstrado na figura 5 A e B.
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Figura 5 — (A) Atividade de glutationa S-transferase (GST) e (B) catalase (CAT) na branquia, manto e
glandula digestiva de A. frapesialis expostos apenas a agua desclorada (CTR), ao microplastico 20 pg
L-' (MP), ao cobre 10 ug L' (Cu) e ao microplastico 20 ug L-! + cobre 10 ug L' (MP + Cu) por 96 h. Os
resultados foram expressos como média e erro padrao (média + EP; n = 8). Letras diferentes indicam
diferencgas significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05).

3.5 DANO OXIDATIVO

Os danos oxidativos em lipideos foram maiores (p < 0,001; F =
11,681) no manto dos A. trapesialis expostos ao MP em relagdo ao CTR e Cu. Ainda
sobre 0 manto, os animais expostos a mistura dos poluentes tiveram um aumento
significativo (p < 0,001; F = 11,681) ainda maior (MP + Cu) em relacédo ao MP, CTR e
Cu (Fig. 6A). Nas glandulas digestivas a peroxidagao lipidica teve aumento
significativo (p = 0,040; H = 8,313) na mistura (MP + Cu) quando comparado ao grupo
CTR (Fig. 6A). As branquias nao foram afetadas (Fig. 6A). O conteudo de proteina
carbonilada nas branquias diminuiu de forma significativa (p = 0,021; F = 3,801) no
tratamento Cu em relagédo ao CTR, MP e MP + Cu (Fig. 6B). Ja no manto, houve
aumento (p < 0,001; F = 18,823) de PCO na mistura (MP + Cu) quando comparado
aos demais tratamentos (CTR, MP e Cu) (Fig. 6B).
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Figura 6 — (A) Lipoperoxidagéo (LPO) e (B) proteina carbonilada (PCO) na branquia, manto e glandula
digestiva de A. trapesialis expostos apenas a agua desclorada (CTR), ao microplastico 20 ug L' (MP),
ao cobre 10 ug L' (Cu) e ao microplastico 20 ug L' + cobre 10 ug L' (MP + Cu) por 96 h. Os resultados
foram expressos como média e erro padréo (média + EP; n = 8). Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05).

3.6 DANOS GENOTOXICOS

Os danos no DNA analisados na hemolinfa dos bivalves tiveram
aumento significativo (p = <0,001; F = 13,269) nos animais expostos aos grupos MP

e MP + Cu quando comparados aos grupos CTR e Cu (Fig. 7).
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Figura 7 — Escore de dano ao DNA em hemolinfa de A. frapesialis expostos apenas a agua desclorada
(CTR), ao microplastico 20 ug L' (MP), ao cobre 10 ug L' (Cu) e ao microplastico 20 ug L' + cobre 10
pg L' (MP + Cu) por 96 h. Os resultados foram expressos como média e erro padrao (média £ EP; n =
8). Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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3.7 ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE (ACHE)

A mistura dos poluentes afetou a atividade da AChE no pé, tendo
aumentado significativamente (p <0,001; F = 27,491) as atividades em relagdo aos
demais grupos (CTR, MP e MP + Cu) (Fig. 8). No manto a atividade da AChE também
foi significativamente (p <0,001; F = 25,587) maior na mistura (MP + Cu) comparada
aos demais grupos. No entanto, os animais expostos ao Cu isolado tiveram uma
diminuic&o significativa na atividade da AChE em relagdo ao CTR, MP e MP + Cu (Fig.
8).
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Figura 8 — Atividade da acetilcolinesterase (AChE) no musculo (pé) e manto de A. frapesialis expostos
apenas a agua desclorada (CTR), ao microplastico 20 ug L' (MP), ao cobre 10 pyg L' (Cu) e ao
microplastico 20 ug L' + cobre 10 ug L' (MP + Cu) por 96 h. Os resultados foram expressos como
média e erro padrdo (média + EP; n = 8). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
grupos experimentais (p < 0,05).

4 DISCUSSAO

Ap0Os a exposicao aguda ao MP e ao Cu em laboratério, os moluscos
bivalves A. trapesialis demonstraram ser modelos bioldgicos eficazes para testes
ecotoxicologicos no ambiente dulcicola. Até o momento, o presente estudo é o
pioneiro em analises dos efeitos toxicoldégicos de MP e Cu, isolados e em mistura,
nesta espécie de bivalve dulcicola.

A concentragao de Cu no tempo inicial (0 h) e no tempo de renovagéao
(48 h), nos tratamentos com o metal, isolado e em combinag&o com o MP, ultrapassou

a concentragdo nominal esperada (10 ug L'). Entretanto, a concentragdo de Cu
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dissolvida observada (Cu: 12,32 + 0,98 e MP + Cu: 13,96 = 1,11) enquadra-se na
concentragcado considerada relevante para ambientes de agua doce, aproximando-se
da concentragdo esperada para aguas de classe lll, conforme estipulado pela
Resolugcdo CONAMA 357/2005. Com relagdo aos valores de Cu total e dissolvido
exibidos nos periodos sem renovacgao (24, 72 e 96 h), observou-se uma diminuigao
do metal, o que esta relacionado a acao de filtragem dos A. trapesialis. Loayza-Muro
e Elias-Letts (2007) ao estudar os bivalves A. trapesialis expostos aos metais cadmio,
cobre e zinco, observou que a taxa de filtracdo nos animais aumentou com a
temperatura da agua, atingindo o valor mais alto entre 20 °C e 30 °C, com a constancia
de 700 mL/mexilhdo/h. Embora ndo tenhamos determinado a taxa de filtragcdo nos
bivalves, € provavel que os animais mantiveram uma filtragdo ao longo do periodo de
exposicado, na temperatura mantida durante o experimento (em torno de 24 °C),
diminuindo a concentragao de Cu na agua nos intervalos sem renovagao. Além disso,
apresentaram alteragdes significativas nos diferentes biomarcadores testados, os
quais serao explicados a seguir.

Apesar do resultado mencionado anteriormente evidenciar a filtragéo
de Cu presente na agua, a concentragao utilizada no experimento nao foi suficiente
para provocar acumulo do metal nos tecidos avaliados, incluindo hemolinfa,
branquias, glandula digestiva, musculo (pé) e manto. Ainda, uma tendéncia no
aumento da concentragdo de Cu na hemolinfa de animais expostos a mistura foi
observada, no entanto néo foi significativa. E importante destacar que pesquisas sobre
a toxicidade de xenobidticos em moluscos bivalves de agua doce ainda € limitada,
sendo a maioria das abordagens voltada para moluscos marinhos. O acumulo de Cu
em tecidos moles de mexilhdes e caracdis marinhos foi observada apds cinco dias de
exposicdo ao metal, nas concentragdes 0,12, 0,36 e 0,60 mg L', sendo a capacidade
de acumulo e efeitos toxicos de metais, como o Cu, influenciados por condi¢ées fisicas
e quimicas da agua (SIRIN et al., 2021). Além disso, varios estudos indicam que o
acumulo de metais pode ser afetado pelo tamanho do animal, observando-se que a
concentracdo de metal nos individuos diminui com o aumento do tamanho do
espécime (MUBIANA et al., 2006; BALTAS et al., 2016).

Embora n&o tenha sido avaliado neste estudo o acumulo de MP nos
tecidos dos bivalves, é possivel que as microparticulas tenham sido absorvidas,
devido aos multiplos efeitos toxicos observados nos biomarcadores analisados apés

a exposic¢ao ao MP, principalmente quando em mistura como o Cu. Diferentes autores
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tém relatado a absorgdo de microplasticos por moluscos. Como Abidli et al. (2019)
que detectaram MP de polietileno (PE), em sua grande maioria, em trés espécies de
bivalves M. galloprovincialis, Ruditapes decussatus e Crassostrea gigas da lagoa
Bizerte, no norte da Tunisia. Microplasticos de PE e PP (< 400 um) também foram
observadas em Mytilus spp. expostos a 100 ug L' (REVEL et al., 2019). No entanto,
0s mesmos autores ainda relataram que particulas entre 50 e 200 ym em qualquer
concentracdo foram filtradas e excretadas pelos animais. O acumulo de MP por
bivalves ainda é bastante controverso, sendo apresentado por diferentes autores a
nao acumulacdo dos MP apds diferentes exposicdes (SUSSARELLU et al., 2016;
REVEL et al., 2020; ABIDLI et al., 2021).

O equilibrio redox nos organismos € mantido por meio das a¢des das
defesas antioxidantes, as quais atuam para neutralizar os efeitos do desequilibrio na
producao de ERO, assegurando a manutengdao da homeostase e prevenindo danos
prejudicais excessivos (ABIDLI et al., 2021). Para tanto, os organismos possuem um
sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, dos quais alguns foram
avaliados no presente estudo, como a GSH, CAT e GST. O desequilibrio na
homeostase entre as defesas antioxidantes e o excesso na produgao de ERO pode
resultar em danos oxidativos como, inativagcao de enzimas, degradacao de proteinas,
lipoperoxidagcdo, danos no DNA e até mesmo morte celular (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). Referente as enzimas antioxidantes, a CAT € uma enzima que
atua diretamente na neutralizagdo de ERO, promovendo a degradagdo do peréxido
de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio (2 H202 => 2 H20 + O2) mitigando assim
potenciais danos ao organismo (CARVALHO et al., 2015; PROKIC et al., 2018). Ja a
GST, desempenha um papel no processo de biotransformacédo de fase Il, no qual
catalisa a conjugagao da glutationa em sua forma reduzida (GSH) com compostos,
promovendo a conversao de xenobiodticos organicos lipossoluveis em derivados
hidrossoluveis, facilitando a excre¢cdo (VAN DER OOST et al.,, 2003). Nao foi
observado aumento na atividade das enzimas CAT e GST em branquias, manto e
glandula digestiva. Em contrapartida, observou-se aumento na lipoperoxidagédo no
manto de animais expostos ao MP e ao MP + Cu, além de um aumento na LPO na
glandula digestiva e um aumento nos niveis de PCO no manto de animais expostos a
mistura. Nossos resultados apontam que o aumento de dano oxidativo em lipideos e
proteinas, pode estar relacionado a auséncia de ativagcao das enzimas antioxidantes

analisadas, como a CAT e a GST, que pode ser atribuida ao periodo curto de
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exposicao, o qual pode nao ter sido o suficiente para desencadear a ativagao dos
mecanismos de defesa mediados por essas enzimas. Resultados divergentes foram
apresentados por Abdli et al. (2021), em fémeas da espécie Mytilus galloprovincialis,
expostas por 14 dias ao MP de PE em concentragdes maiores (100 e 1000 ug L"),
apresentando diminuigdo na atividade da CAT e GST, além da reducgao significativa
da LPO nas glandulas digestivas quando exposta a maior concentragédo (1000 ug L-
"). Ainda, no mesmo estudo foi observado apenas redugéo na atividade da GST nos
machos expostos a concentragéo de 1000 pg L.

Nenhuma evidéncia de dano oxidativo foi observado nas branquias
dos bivalves; pelo contrario, houve uma redugéo significativa nos niveis de PCO nas
branquias de animais expostos ao Cu isolado. Tais resultados podem ser atribuidos a
eficacia da acdo da GSH e demais defesas antioxidantes, na mitigagdo do estresse
oxidativo nas branquias, que possivelmente atuou na neutralizagado das ERO, além de
se ligar diretamente aos poluentes e/ou metabolitos. A GSH é um antioxidante nao-
enzimatico, que atua na primeira linha de defesa contra a desintoxicagédo de
xenobioticos, sendo cofator para varias enzimas (VAN DER OOST et al., 2003). A
diminuicao dos niveis de GSH em animais expostos a mistura dos xenobidéticos pode
ser atribuida a interacao entre os poluentes, uma vez que tal efeito nao foi observado
nas exposic¢oes isoladas ao MP e Cu. Mesmo apresentando diminuicao apenas nos
animais expostos a mistura, notou-se uma tendéncia a redugéo na atividade do tiol
nao proteico nos demais tratamentos.

A exposicao a um agente estressor, como o MP e o Cu, conforme
apresentado no presente estudo, pode induzir modificagcbes nos niveis séricos de
glicose na hemolinfa dos moluscos bivalves, como o A. trapesialis. Apesar dos niveis
de reserva energética ndo terem sido afetados, como observado nos resultados do
glicogénio, foi evidenciado hiperglicemia em animais expostos ao Cu € ao MP + Cu,
que pode ser atribuida a um aumento na demanda metabdlica necessaria para a
execucgao das fungdes essenciais do organismo.

O potassio (K*) € um importante ion utilizado pela Na*/ K* - ATPase
no transporte de sodio (Na*) através da membrana basolateral do citosol para os
fluidos extracelulares, como a hemolinfa (GRIFFITH, 2016). A concentragao elevada
de K* no citosol favorece a difusdo do K* de volta para fluido extracelular através dos
canais de potassio, os quais sdo impermeaveis ao Na* mas parcialmente permeaveis

a alguns ions metalicos alcalinos (DOYLE et al., 1998). Assim como apresentado no
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“‘manuscrito II” em P. lineatus, um aumento significativo na concentracao de K* (4,40
mM) também foi observado na hemolinfa de bivalves A. trapesialis expostos a mistura
dos poluentes, indicando potencial sinergismo entre eles, ja que o mesmo resultado
nao se apresentou em animais expostos aos poluentes isolados. A hipercalemia pode
ter ocorrido como consequéncia de um aumento na lise dos hemocitos, que em
decorréncia a ruptura celular resultou no extravasamento de ions K* (MARTINEZ;
SOUZA, 2002). Nossos resultados enfatizam a importancia de realizar mais estudos
para a compreensao dos efeitos combinados de MP e Cu no ambiente aquatico
dulcicola, dado que resultados semelhantes estdo sendo observados em organismos
com habitos distintos.

A exposi¢cado ao MP isolado e em mistura com o Cu apresentou risco
potencial a integridade do genoma dos moluscos bivalves A. trapesialis, avaliada pelo
ensaio cometa alcalino. Danos no DNA em hemdcitos de moluscos marinhos ja
haviam sido relatados anteriormente em decorréncia a exposi¢gao ao MP, atribuido a
agao de ERO (AVIO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017; HAN et al., 2021) que podem
causar danos oxidativos no DNA, levando a quebra na cadeia de DNA, formacao de
danos por ligagdo covalente, inibicdo da sintese de DNA e/ou interferéncia nos
processos de duplicagao e transcricao genética (AVIO et al., 2015; RIBEIRO et al.,
2017). Apds exposicao a mistura de MP de PE e PP, 10 ug L' e 100 ug L', Mytilus
spp. apresentaram aumento de dano no DNA em hemolinfa, com uma tendéncia
dependente da concentragcéo (REVEL et al., 2019). Os hemdcitos sdo as principais
células envolvidas na defesa dos bivalves (TAKAHASHI; MUROGA, 2008)
desempenhando um papel crucial no transporte de gases (GOSLING, 2015), assim
como no transporte e digestdo de nutrientes (DONAGHY et al., 2009) e na eliminagéo
de residuos indesejados (ALLAM; RAFTOS, 2015), como as microparticulas,
evidenciando o potencial genotéxico do MP para este tecido. A maioria dos trabalhos
que apresentam o potencial genotoxico dos MPs ainda sao referentes a animais
marinhos, como no estudo sobre os efeitos do MP de poliestireno (PS), 108
microesferas L' (0,9 um), Chelomin et al. (2022) que apresentaram as propriedades
genotdxicas do MP, em células da glandula digestiva no bivalve Mytilus trossulus.

A fim de compreender a neurotoxicidade dos poluentes, foi avaliada a
atividade da AChE, uma enzima localizada na fenda sinaptica, responsavel pela
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina em colina e acido acético (AGUIRRE-

MARTINEZ et al., 2016). A agdo da AChE impede a contragdo muscular continua
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tornando-se fundamental na regulagdo da neurotransmissao colinérgica (SANTANA
etal., 2021). A exposigao dos animais ao Cu isolado diminuiu as atividades da enzima
AChE no manto. No entanto, um aumento na atividade da AChE foi observado no
musculo (pé) e manto dos animais expostos a mistura. Tanto a diminui¢do quanto o
aumento da atividade da AChE sao prejudiciais para o organismo. A neurotoxicidade
do Cu diminuindo a atividade da AChE pode resultar no acumulo de acetilcolina na
fenda sinaptica, consequentemente os sinais colinérgicos irdo persistir por mais
tempo, comprometendo as respostas neuromusculares com estimulos prolongados
continuos (AGUIRRE-MARTINEZ et al., 2016). E importante ressaltar que, quando em
mistura, a microparticula alterou o efeito do metal, passando a apresentar um efeito
contrario com o aumento das atividades enzimaticas. A atividade da AChE foi reduzida
nas branquias dos mexilhdes marinhos M. galloprovincialis apds exposigdo ao MP
virgem (20 g L") e contaminando com pireno (MP 20 g L' + pireno 0,5 ug L', 5 ug L-
'e 50 yg L") demonstrando a capacidade do MP deprimir a AChE, considerando seu
possivel efeito anticolinérgico (AVIO et al.,, 2015). Os efeitos neurotoxicos para
bivalves ainda ndo sdo bem esclarecidos, e mais estudos precisam ser realizados a
fim de contribuir com o entendimento dos mecanismos biolégicos envolvidos na

neurotoxicidade destes poluentes.
5 CONCLUSAO

As concentragdes dos poluentes utilizadas no presente estdao de
acordo com as concentragdes relevantes para meio ambiente, no entanto esta abaixo
da maioria da concentracao utilizada nos demais trabalhos. Mesmo em um periodo
curto de exposi¢ao e em baixas concentragdes dos xenobidticos, tanto o MP quanto
o Cu apresentaram toxicidade, na sua forma isolada mas principalmente quando em
mistura, influenciando a homeostase dos moluscos bivalves A. trapesialis. O Cu
isolado foi responsavel por interferir nos niveis de glicose, diminuir os danos em
proteinas e diminuir as atividades da AChE. Ja o MP isolado desencadeou aumento
da lipoperoxidacdao e aumento de danos no DNA. A maior preocupagao foi quanto a
presenca simultanea dos poluentes, pois uma vez em mistura os MP + Cu resultaram
no aumento da concentracdo de K*, aumentaram os niveis de glicose, os danos
oxidativos em lipideos e proteinas, os danos no DNA, a atividade da AChE e

diminuiram a concentracdo da GSH. E importante notar que a combinacdo dos
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poluentes (MP + Cu) teve um impacto maior nos parametros avaliados em
comparacgao aos efeitos dos poluentes isolados (MP e Cu) evidenciando sinergismos
entre eles. Estudos em regides tropicais com espécies nativas dulcicolas ainda sao
pouco exploradas e nosso trabalho demonstrou-se uma ferramenta importante no
auxilio da monitorizagao da contaminagao ambiental e impactos biolégicos para essas

regides.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A poluigdo ambiental por plastico, principalmente pelas
microparticulas, tornou-se uma ameaca crescente. Além do crescimento exacerbado
do uso de produtos plasticos a cada ano, grande parte do lixo plastico é descartado
de forma inadequada, acumulando nos ecossistemas naturais e atingindo os recursos
hidricos. Uma vez langados no ambiente, tornam-se biodisponiveis para organismos
de diferentes niveis tréficos, aumentando os impactos associados a esta forma de
poluigao.

O ambiente aquatico € um sistema complexo, onde frequentemente
os xenobidticos ocorrem de maneira simultanea. E necessario abordar e compreender
a toxicidade dos poluentes ndao apenas de forma isolada, mas também em mistura.
Considerando que os efeitos causados pelos poluentes podem variar de acordo com
caracteristicas especificas de cada espécie, bem como tamanho, sexo, habito
alimentar e desenvolvimento ontogenético, torna-se importante estudar os efeitos
toxicolégicos em diferentes modelos biolégicos com habitos distintos.

Ao avaliarmos os efeitos da exposi¢cao dos embrides de Danio rerio
ao microplastico (MP) e ao cobre (Cu), observou-se que desde as fases iniciais de
vida, os poluentes sdo capazes de interferir na saude e desenvolvimento dos
organismos. Embora nao tenha culminado a morte dos embrides, constatou-se
afinidade das microparticulas com o cérion embrionario (MP e MP + Cu), diminuicao
da taxa de eclosao (Cu e MP + Cu), bradicardia (MP e MP + Cu) e acumulo do metal
(Cu e MP + Cu) nos respectivos grupos, podendo desencadear consequéncias a longo
prazo. Ainda, outro fator que chamou atencdo foi a possivel interagdo entre os
poluentes, responsavel por potencializar o efeito do cobre nos resultados da taxa de
eclosao.

O peixe Prochilodus lineatus e o molusco bivalve Anodontites
trapesialis, ambas espécies nativas, foram selecionadas para este estudo devido aos
seus habitos distintos, apesar de pertencerem ao mesmo habitat, ampliando nosso
conhecimento sobre a acdao e toxicidade dos poluentes no ambiente aquatico
dulcicola. Apesar das diferengas funcionais entre as espécies, observou-se que
alguns efeitos foram compartilhados entre elas. Um aumento nos niveis de glicose e

concentracao dos ions K* foram observados, provavelmente em consequéncia de
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rompimento dos hemdcitos (bivalve) e das hemacias (peixes), resultando no
extravasamento e aumento de K*. Tal desequilibrio, por sua vez, resultou na
hiperglicemia em resposta ao estresse.

Danos oxidativos em proteinas e aumento de danos no DNA foram
compartilhados nas exposi¢coes do peixe P. lineatus e do bivalve A. trapesialis. Os
danos oxidativos em proteinas podem ser atribuidos a auséncia de ativagdo das
enzimas antioxidantes, reforcando a ideia de que tenha ocorrido possivelmente agao
oxidativa no DNA. Para as trés espécies avaliadas foi observado possiveis interacoes
entre os poluentes, indicando provavel sinergismo entre eles, corroborando a
evidéncia de interagao e a toxicidade da mistura para os organismos.

Diante das consideracdes apresentadas, nosso estudo confirma a
toxicidade dos poluentes MP e Cu, tanto isolados quanto em mistura, para os trés
modelos biolégicos avaliados. Ressaltamos ainda, a importancia de pesquisas que
investiguem a toxicidade desses poluentes em exposicdo aguda e crdnica para
diferentes organismos dulcicolas, a fim de complementar as informagdes atuais
disponiveis no banco de dados, contribuindo com informag¢des seguras sobre as

concentragcdes de MP em ambientes aquaticos dulcicolas.



