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RESUMO

FERNANDES, A. L. Estudos do microplastico em modelo experimental de zebrafish:
comportamento e encéfalo. Dissertacio (Mestrado em Patologia Ambiental e Experimental) -
Universidade Paulista, S2o Paulo, 2022. 79 f. Orientagdo: Prof. Dr. Thiago Berti Kirsten

O actimulo de lixo plastico em ambientes naturais ¢ um problema global com impactos
negativos na economia, na vida selvagem e na saidde humana. O micropléstico vem sendo
fortemente associado a doencas e morte de diversos tipos de animais aquaticos. Porém, pouco
se sabe sobre os mecanismos que o torna tao danoso. O estudo do micropléstico em condigdes
controladas pode contribuir para um melhor entendimento das consequéncias da sua
exposi¢do em diferentes niveis da cadeia trofica. Assim, os objetivos deste trabalho foram de
estudar os efeitos da exposi¢do ao microplastico em parametros comportamentais e
encefalicos de zebrafish, além de propor um modelo experimental e entender aspectos
neurobioldgicos relacionados aos prejuizos. Zebrafish adultos foram expostos aos
microplasticos polietileno (PE) e polipropileno (PP, virgens, < 1,2 mm, 0,1, 1,0 ¢ 10,0 mg/L)
e foram diariamente avaliados por até oito dias quanto a aspectos gerais de saude, distribuicao
espaciais dentro dos aquarios, parametros comportamentais relacionados a atividade motora,
exploratoria e de ansiedade, taxa de letalidade, peso corporal e expressao astrocitaria (proteina
glial fibrilar acida, GFAP) no encéfalo. A exposi¢do por 96h aos microplasticos PE e PP
afetou a distribui¢do espacial dos zebrafish, bem como seus comportamentos. A rea¢do de
alarme em resposta a um estimulo aversivo externo foi prejudicada apos a exposi¢do ao PP:
maior permanéncia na superficie do aquario, de modo a revelar um comportamento
ansiolitico. O estudo da distribui¢do espacial do tipo basal confirmou a resposta do tipo
ansiolitica ao PP e revelou efeito contrario, isto ¢, ansiogé€nico apos a exposi¢do ao PE. O
estudo comportamental corroborou o efeito ansiogénico do PE: maior laténcia para alcancar a
superficie de um novo aquario. Além disso, ambos os microplasticos PE e PP induziram
movimentos erraticos nos zebrafish. O estudo encefalico revelou que houve aumento da
expressdo de GFAP em astrocitos no tronco encefdlico de zebrafish apds oito dias de
exposicdo ao PP. Concluindo, as exposi¢cdes aos microplasticos PE ¢ PP modularam o
comportamento tipo-ansiedade dos zebrafish, associado a processo neuroinflamatoério. O
presente trabalho propds um novo modelo experimental para estudar os efeitos da exposicao a

diferentes tipos de microplastico em parametros comportamentais e encefalicos de zebrafish.

Palavras-chave: Danio rerio; Modelo animal; Pléstico; Ecotoxicologia; Poluicdo ambiental;

Neuroinflamacao.



ABSTRACT

FERNANDES, A. L. Microplastic studies in an experimental zebrafish model: behavior and
brain. Master Dissertation (Environmental and Experimental Pathology) - Paulista University, Sdo
Paulo, 2022. 79 p. Advisor: Prof. Dr. Thiago Berti Kirsten

Accumulation of plastic waste in natural environments is a global issue with negative
impacts on the economy, wildlife and human health. Microplastics have been strongly
associated with disease and death in different aquatic animals. However, little is known about
its mechanisms. The study about microplastics under controlled conditions contributes to a
better understanding of the consequences of its exposure at different levels of the trophic
chain. Therefore, the objectives of this study were to evaluate the effects of microplastics
exposure on behavioral and brain parameters of zebrafish, in addition to proposing an
experimental model, and understanding neurobiological aspects related to the impairments.
Adult zebrafish were exposed to polyethylene (PE) and polypropylene (PP) microplastics
(virgin, < 1.2 mm, 0.1, 1.0 and 10.0 mg/L) and were evaluated daily for up to eight days for
general aspects of health, spatial distribution within the aquariums, behavioral parameters
related to motor, exploratory, and anxiety activity, lethality rate, body weight, and astrocytic
expression (acid glial fibrillar protein, GFAP) in the brain. PE and PP 96h-exposure affected
the spatial distribution of zebrafish, as well as their behavior. The alarm reaction in response
to an external aversive stimulus was impaired after exposure to PP: more time on the surface
of the aquarium, revealing anxiolytic behavior. The study of the basal spatial distribution
confirmed the anxiolytic response to PP and revealed the opposite effect, i.e., anxiogenic
effect after exposure to PE. The behavioral study corroborated the anxiogenic effect of PE:
greater latency to reach the surface of a novel aquarium. Furthermore, both PE and PP
microplastics induced erratic movements in zebrafish. The brain study revealed an increase in
GFAP expression in astrocytes in the brainstem of zebrafish after eight days of exposure to
PP. In conclusion, exposure to PE and PP microplastics modulated zebrafish anxiety-like
behavior associated with a neuroinflammatory process. The present study proposed a novel
experimental model to evaluate the effects of exposure to different types of microplastics on

behavioral and brain parameters of zebrafish.

Keywords: Danio rerio; Animal model; Plastic; Ecotoxicology; Environment pollution;

Neuroinflammation.
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1. INTRODUCAO

Esta se¢do aborda assuntos disponiveis na literatura especializada relacionados ao
microplastico, incluindo suas caracteristicas e impactos ambientais € aos organismos animais.
Além disso, sdo apresentados estudos sobre o zebrafish que descrevem suas caracteristicas e
uso em pesquisas experimentais. Assim, os assuntos a serem estudados experimentalmente

neste trabalho sdo introduzidos e justificados nesta secao.

1.1 Microplastico: caracteristicas e impactos ambientais

O actimulo de lixo plastico em ambientes naturais ¢ um problema global com impactos
negativos na economia, na vida selvagem e na saide humana (HARTMANN et al., 2019). A
tendéncia ¢ de piora, uma vez que no Brasil e em todo o mundo ocorre incremento da
producao e uso de plastico (ALI et al., 2021).

Nesse cendrio, destaca-se o papel do micropléstico, cujas particulas tém dimensao
menores que 5 mm (RICE; HIRAMA; WITHERINGTON, 2021). A polui¢do por
microplastico representa um potencial danoso a saude animal, especialmente no ambiente
marinho, mas também na agua doce e no ambiente terrestre, incluindo-se aqui moluscos,
crustaceos, peixes, anfibios, répteis, aves, mamiferos e até mesmo o homem (SMITH et al.,
2018; CAMPANALE et al., 2020; SHARIFINIA et al., 2020; STANTON et al., 2020;
ARAUJO et al., 2021; ZANTIS et al., 2021).

O problema do consumo do micropléastico e sua presenga no trato digestorio ndo se
refere a principio a sua toxicidade, mas ao sufocamento e a sensa¢do de saciedade quando do
seu consumo, podendo levar a morte por inani¢do (BROWNE; GALLOWAY; THOMPSON,
2007; SCHMID; COZZARINI; ZAMBELLO, 2021). Porém, pouco se sabe sobre os
mecanismos de a¢cdo que fazem o microplastico ser tao prejudicial.

O microplastico pode ser originario de maneira primaria ou secundaria. Microplasticos
primarios sdao aqueles produzidos deliberadamente como microparticula e incorporado aos
produtos, como cosméticos, produtos de higiene pessoal, tintas e produtos de limpeza.
Microplasticos secunddrios sdo originados devido ao desgaste, fragmentacdo ou uso de
produtos plasticos, como pneus, fibras té€xteis e plasticos oxidegradaveis (OLIVATTO et al.,
2018). Em outras palavras, o microplastico secundario surge decorrente da exposi¢cdo

ambiental de residuos plasticos maiores, os quais vao sofrendo sucessivas fragmentagdes,
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gerando detritos de plasticos progressivamente menores. Os principais polimeros relacionados
a formagdo de microplasticos sdo polietileno tereftalato (PET), polipropileno (PP),
poliestireno (PS), poliuretano (PU), policloreto de vinila (PVC), polietileno (PE), poliéster
(PES), poliamidas (PA) e nailon (LEI et al., 2018; OLIVATTO et al., 2018; GARCIA et al.,
2021).

Entre os micropléasticos mais encontrados em animais aquaticos, tanto no ambiente
marinho como de agua doce, em diferentes continentes, destaca-se o PE e o PP
(HENDRICKSON; MINOR; SCHREINER, 2018; KHAN et al., 2020; GARCIA et al., 2021).
O PE, conhecido popularmente como pléstico rigido, pode ser encontrado com diferentes
tamanhos, cores ¢ formas (ZHANG et al.,, 2017). Os PEs mais comuns sio os PEAD
(Polietileno de Alta Densidade), o PEMD (Polietileno de Média Densidade), o PEBDL
(Polietileno de Baixa Densidade Linear) e o PEBD (Polietileno de Baixa Densidade). O PE,
usado principalmente em filmes para produ¢do de embalagens, tem sido objeto de
investigacdo, pois tende a se acumular com o tempo, causando possiveis riscos ambientais
(ROY et al., 2011). O PP ¢ um plastico muito versatil, empregado para diversos fins, como na
industria téxtil, embalagem para alimentos e componentes para fabricacdo de automoveis
(HENDRICKSON; MINOR; SCHREINER, 2018).

Além da contaminagdo ambiental e dos animais pelos diferentes tipos de
microplastico, alguns aditivos quimicos adicionados durante o processo de producdo dos
plésticos, para conferir caracteristicas como dureza, durabilidade e resisténcia, podem conter
substancias toxicas. Alguns exemplos sdo os plastificantes, retardantes de chamas,
estabilizadores, corantes, endurecedores, agentes antiestaticos (aminas) e adjuvantes (ésteres e
amidas), que podem sofrer lixiviacdo e sua toxicidade se torna prejudicial para os seres
humanos e para a vida selvagem (PRATA et al., 2020).

Os microplasticos também podem absorver outros poluentes ao se ligarem com outros
contaminantes ambientais, como hidrocarbonetos aromadticos policiclicos (PAHs),
bifenilospoliclorados (PCBs), diclorodifeniltricloroetanos (DDT) e metais (EERKES-
MEDRANO; THOMPSON; ALDRIDGE, 2015; ROCHMAN et al., 2019) e funcionam como
uma espécie de esponja quimica, que, quando em contato com fluidos bioldgicos, sdo capazes
de causar efeitos toxicos no ambiente. No ambiente marinho, os plasticos se fragmentam
inclusive sob efeitos combinados da acdo das ondas e da abrasdo de particulas de sedimento
(THOMPSON et al., 2004). Também podem percorrer longas distancias e assim funcionam
como vetores para dispersdo de toxinas e/ou microrganismos patogénicos (ZETTLER;

MINCER; AMARAL-ZETTLER, 2013).
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Ha um potencial consideravel de detritos plasticos microscopicos que se acumulam em
ambientes de 4dgua doce e marinha (BROWNE; GALLOWAY; THOMPSON, 2007). Os
plésticos t€ém uma meia-vida mais longa do que a maioria dos substratos marinhos flutuantes
naturais. Por exemplo, o PP utilizado em embalagens para alimentos (em média com 800 um
de espessura) tem meia-vida estimada em 87 anos em ambiente marinho. O PE de alta
densidade utilizado em canos para construgdo civil (em média com 10.000 um de espessura)
tem meia-vida estimada em 1200 anos em ambiente marinho (CHAMAS et al., 2020). Além
disso, esses plasticos possuem uma superficie hidrofébica que promove a colonizagao
microbiana e a formacdo de biofilme, diferindo de substratos autoctones nas camadas
superiores do oceano. Em fun¢do do seu pequeno tamanho, os microplasticos sao
considerados biodisponiveis para organismos € por serem tao pequenos sao confundidos com
alimentos. Pesquisas apontam que a ingestdo e a translocacdo de particulas microplasticas
trazem impactos para os organismos aquaticos (WRIGHT; THOMPSON; GALLOWAY,
2013), incluindo zooplancton (COLE et al.,, 2015), invertebrados (VON MOOS;
BURKHARDT-HOLM; KOHLER, 2012; ROCH; FRIEDRICH; BRINKER, 2020), peixes
(LUSHER; HOLLMAN; MENDOZA-HILL, 2017) e aves (PROVENCHER et al., 2014).

Deve-se destacar que a ingestdo de microplasticos pode introduzir toxinas em toda
base da cadeia alimentar, j&4 que sdo aparentemente transferidos de um nivel bioldgico para
outro (FARRELL; NELSON, 2013). Apos serem ingeridos, os microplasticos podem afetar os
organismos aquaticos de muitas maneiras. Pesquisas quantificam o impacto do micropléstico
nas espécies marinhas, sendo que mais de 690 ja foram descritas como afetadas pelo
componente, como também apontam as implicagdes fisicas e de saude da ingestdo de
microplastico por esses organismos (COLE et al., 2015; ROCHMAN et al., 2015; PEDA et
al., 2016). No trato digestivo, a presenca do micropldstico tem potencial para inibir a
absor¢ao dos alimentos, bloquear o intestino, interferindo no crescimento, reproducdo e
sobrevivéncia da biota (GALLAGHER et al., 2016).

Além da possivel obstrugdo do trato digestivo, as microparticulas ingeridas podem
funcionar como vetores de microrganismos e contaminantes, responsaveis pela toxicidade dos
organismos aquaticos, com implica¢des fisioldgicas, comportamentais, de crescimento,
reprodutivas e genéticas (CHAE; AN, 2017). Ainda, por se constituirem de minusculas
particulas, os microplésticos trazem o risco de entrar em teias alimentares aquaticas e
propagar substancias toxicas dos mais baixos aos mais elevados niveis troficos, causando
danos em todo o ecossistema (BESSELING et al., 2013). Em mexilhdes, particulas plasticas

de PS e PE sdo capazes de translocar do trato intestinal para o sistema circulatdrio, entrar nas
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células e provocar efeitos negativos na estrutura celular e tecidual (LUSHER; HOLLMAN;
MENDOZA-HILL, 2017).

Diante do potencial dos detritos plasticos se acumularem nos organismos, 0 consumo
por inteiro de determinadas espécies aquaticas, sem a remog¢ao do trato digestorio completo,
representa uma forma de exposicao para os humanos (ROCHMAN et al., 2015; SMITH et al.,
2018). Estudos recentes também indicam que a exposi¢ao de humanos a microplasticos ocorre
por meio do consumo didrios de outros alimentos, uma vez que pequenas particulas plasticas
foram detectadas em diferentes frutos do mar, artigos de alimentos processados e em bebidas,
como a cerveja. Deve-se considerar também a exposi¢do por inalacdo e contato dérmico,
devido a presenca do micropldstico no ar (SMITH et al.,, 2018). Por exemplo, ja& foi
demonstrada a presenca de microplastico no pulmdo de pessoas que vivem em cidades
poluidas como Sao Paulo provenientes da inalagdo do micropléstico disperso no ar (AMATO-
LOURENCO et al., 2021). Alids, os microplasticos mais encontrados neste estudo de 2021
foram o PE e o PP.

Nos diferentes sistemas bioldgicos, a exposicdo ao microplastico pode causar
toxicidade celular, ocasionando estresse oxidativo e lesdes inflamatorias. Diante da
incapacidade do sistema imunologico de remover particulas sintéticas, também pode
ocasionar inflamag¢des cronicas e aumentar o risco de neoplasias. Os microplésticos também
podem liberar seus constituintes, contaminantes adsorvidos e organismos patogénicos
(PRATA et al., 2020).

Assim, a presenga de microplasticos no ecossistema representa uma preocupagao
ambiental global diante do risco potencial associados a exposi¢do de longo prazo para animais
¢ humanos (LUSHER; HOLLMAN; MENDOZA-HILL, 2017). No entanto, como o
conhecimento da toxicidade do microplastico ainda ¢ reduzido, a ampliagdo do niimero de
pesquisas sobre o tema se torna necessaria (PRATA et al., 2020).

A avaliacdo da presenga do microplastico no ambiente, em particular no ambiente
aquatico, em condi¢des controladas, pode contribuir para um melhor entendimento das

consequéncias da sua exposi¢do em diferentes niveis da cadeia trofica chegando até o homem.

1.2 Zebrafish: caracteristicas e uso em pesquisas experimentais

O zebrafish (Danio rerio) ¢ um pequeno peixe teledsteo tropical de agua doce, que

pertence a familia Cyprinidae. E origindrio do rio Ganges, no leste da India, além do
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Bangladesh, Nepal e norte de Mianmar (SPENCE et al., 2006). Trata-se de uma espécie que,
na fase adulta, apresenta medida em torno de 4-5 cm e traz como caracteristica corpo
cilindrico e padrao, com 7 a 9 listras horizontais claras e escuras, que percorrem todo o corpo
e se alternam em tons de azul escuro sobre prata, com coloragdo verde ou amarela na regiao
dorsal (GERLALI et al., 2000; PAULL et al., 2010).

Eles exibem dimorfismo na maturidade sexual, com diferengcas na coloracdo que
surgem apods seis semanas de vida. Na fase reprodutiva, os machos apresentam coloracao
amarelo dourado na parte ventral, sdo mais afilados e leves que as fémeas, que apresentam cor
prateada e arredondadas, principalmente na regido ventral, caracteristicas que se tornam mais
evidentes proximo do periodo da desova (GERLAI et al., 2000; PAULL et al., 2010).

A capacidade de desova de uma fémea se estabelece em torno de 200 a 300 ovos
fertilizados por semana e completa sua embriogé€nese em 72 horas, passando por estagios bem
definidos; a saber: a fase de zigoto, clivagem, bléstula, gastrula, segmentacdo, faringula e fase
filotipica, em que o tubo neural estd formado com as vesiculas cefdlicas e estruturas
sensoriais, assim como a musculatura segmentar ¢ as extremidades; as nadadeiras estdo
presentes, o coragdo na regido ventral do corpo e os arcos branqueais na regidao bucal. Ao final
do processo da embriogénese, forma-se uma larva com morfogénese praticamente completa,
livre-natante e que exibe visiveis movimentos oculares, da mandibula e nadadeiras
(PARICHY et al., 2009). Os embrides do zebrafish medem em torno de 0,7 mm de didmetro,
sdo opticamente transparentes € podem atingir a maturidade sexual dentro de dois a trés meses
(GERLALI et al., 2000; SPENCE et al., 2008).

O zebrafish tem se constituido como um modelo muito procurado para experimentos
cientificos, ja que compartilham aproximadamente 70% de semelhanga genética com os
humanos, com aspectos morfoldgicos e fisiologicos semelhantes, tais como sistema nervoso
central, sistema esquelético complexo, células hematopoiéticas multiplas (eritrécitos, células
mieloides, linfécitos B e T etc.) e sistema cardiovascular (LIESCHKE; CURRIE, 2007;
KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014). Assim, quando genes causadores de doengas em
humanos sao injetados nos embrides de zebrafish, os peixes em crescimento acabam por
adquirir grande parte dessas enfermidades. Deve-se destacar que o corpo translicido do do
embrido do zebrafish permite melhor visualizacdo de 6rgdos e processos biologicos in vivo,
sem a necessidade de procedimentos invasivos. Além disso, essa espécie ¢ favoravel a
abordagens genéticas avangadas e seu genoma totalmente sequenciado esta disponivel desde
2013. As vantagens de incorpora-los como modelo de experimento se relacionam ao fato de

ter um baixo custo de manutencdo em cativeiro, possuirem alta fecundidade e



47

desenvolvimento rapido (LIESCHKE; CURRIE, 2007; KALUEFF; STEWART; GERLAI,
2014).

A ascensao do zebrafish como modelo experimental também guarda relagdo com a boa
tolerancia a condigdes ambientais em cativeiro, ainda que a qualidade da agua e da
alimentagdo exerca importancia significativa para sua sobrevivéncia e reprodu¢do (WATTS et
al., 2016). No que tange a questdo alimentar, sdo onivoros e possuem como componentes de
dieta na natureza zooplancton e insetos. Pesquisas também indicam a presenca de
fitoplancton, algas filamentosas e plantas vasculares, ovos € pequenos crustdceos no sistema
digestorio do zebrafish (SPENCE et al., 2008).

Um dos sistemas que guarda notdvel semelhanga dos zebrafish com os humanos ¢ o
sistema nervoso, tornando-se importante objeto de pesquisa em distintas areas como no
campo da neurociéncia, biologia do desenvolvimento, oncologia, toxicologia, analises
comportamentais e estudos genéticos. Alids, identifica-se um aumento dos estudos utilizando
adultos e larvas de zebrafish, em fun¢cdo da semelhanca com a genética humana e da
facilidade de manipulagao do sistema nervoso central (GERLAI, 2003). Diversas células e
estruturas neurais dos zebrafish sdo semelhantes as nossas, como a microglia, os astrocitos e
neurdnios motores, inclusive no que diz respeito a producdo de neurotransmissores como
serotonina, acido gama-aminobutirico (GABA), dopamina, histamina etc. (IJAZ; HOFFMAN,
2016). Por falar em astrocitos, tém se avaliado a expressdo da proteina glial fibrilar acida
(GFAP) no encéfalo de zebrafish como marcador de neuroinflamacdo e danos
ecotoxicologicos (LEME et al., 2018). Ademais, tornou-se modelo para o estudo de fArmacos
para enfermidades ligadas ao transtorno do espectro autista (MAASWINKEL; ZHU; WENG,
2013) e analise de mecanismos genéticos associados a doencgas neurodegenerativas, como
Parkinson e Alzheimer (LEE; FREEMAN, 2014).

Pesquisas apontam que o zebrafish tem sido util para detectar a presenca de algumas
toxinas ambientais, com compostos que vao desde metais e metaloides de ocorréncia natural,
até componentes sintéticos de produtos de consumo, pesticidas e subprodutos de
processamento industrial e incineragao de residuos (BAMBINO; CHU, 2017). Efeitos toxicos
do fungicida piraclostrobina e do poluente ambiental ftalato de benzila butil (BBP) constam
como estudos recentes sobre o impacto desses produtos na satide do animal (ZHANG et al.,
2017).

Na linha de pesquisa comportamental, o zebrafish tem sido um modelo experimental
para abordagens cognitivas e sociais, com utilidade para mensurar a utilizacio de drogas

terapéuticas para disturbios depressivos graves (FONSEKA et al., 2016). A contaminagdo por
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produtos farmacéuticos em ecossistemas aquaticos, em especial as psicoativas (diazepam ou
fluoxetina) e os efeitos do estresse agudo na ansiedade, memdria, interacdo social e
agressividade em zebrafish, também aparece entre as recentes pesquisas que abordam como a
presenca dessas drogas causa alteragdes comportamentais significativas nos peixes
(KALUEFF; STEWART; GERLALI 2014; GIACOMINI et al., 2016).

Outras abordagens usando zebrafish incluem doengas cardiovasculares de origem
congénitas, trombose, desenvolvimento de vasos colaterais, inflamacao, cardiomiopatia e
arritmias (CHICO; INGHAM; CROSSMAN, 2008; ASNANI; PETERSON, 2014), bem
como recentes estudos ligados a medicina regenerativa (GERHARD, 2007; GOESSLING;
NORTH, 2014). A alta capacidade regenerativa e comodidade a manipulag¢do genética tornam
o peixe um modelo terapéutico para avaliar a capacidade de regeneracao de distintos 6rgaos
como: nadadeiras, sistema nervoso central, coracao, pancreas, figado e rim (ARJMAND et al.,
2020).

O zebrafish também se tornou modelo para estudos de doengas endocrinas e
metabolicas, objetivando encontrar novas terapias para obesidade, diabetes mellitus tipo 2,
esteatohepatite ndo alcodlica, disturbios da tiredide e insuficiéncia das glandulas adrenais
(ARJIMAND et al., 2020).

Por fim, deve-se destacar que a utilizacdo de peixes como o zebrafish enfrentam
menos obstaculos éticos e minimizam as dificuldades técnicas e de alto custo quando
comparada ao uso de mamiferos em investigacoes cientificas.

Assim, o zebrafish foi proposto como modelo experimental pelo fato deste peixe ser
usado como um modelo animal para toxicologia do desenvolvimento (TERAOKA; DONG;
HIRAGA, 2003; HILL et al.,, 2005; BAILEY; OLIVERI; LEVIN, 2013), em testes de
neurotoxicidade e compreensao de disturbios encefalicos (DE ESCH et al., 2012; KALUEFF;
STEWART; GERLAI, 2014). Além disso, o estudo comportamental do zebrafish vem sendo
usado como biomarcador de toxicidade (EISSA et al., 2010), bem como para a neurociéncia
translacional, por exemplo, para compreender as vias neurais, biomarcadores fisiologicos e
fundamentos genéticos da funcdo cerebral normal e patologica (KALUEFF et al., 2013;
KALUEFF; STEWART; GERLAI 2014).

Desse modo, o objetivo do presente projeto foi de estudar os efeitos de diferentes tipos
de microplastico em parametros comportamentais e¢ encefalicos de zebrafish, para, em

condi¢gdes controladas, propor um modelo experimental para o estudo do microplastico.
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Também foi objetivo entender aspectos neurobioldgicos relacionados aos prejuizos induzidos

pelo microplastico, para contribuir com o entendimento dos mecanismos neurobioldgicos.
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2. OBJETIVOS

Sao trés objetivos principais: estudar os efeitos da exposicdo a diferentes tipos de
microplastico em parametros comportamentais e encefalicos de zebrafish; propor um modelo
experimental para o estudo do microplastico; e entender aspectos neurobioldgicos

relacionados aos prejuizos induzidos pelo microplastico.

2.1 Objetivos especificos

e Expor zebrafish adultos a dois tipos de microplasticos, PE e PP, em diferentes
concentragoes;

e Avaliar diariamente os efeitos da exposicdo ao PE e PP quanto a aspectos gerais da
saude do zebrafish;

e Avaliar diariamente os efeitos da exposi¢do ao PE e PP quanto a distribuicao
espaciais dentro dos aquarios em dois contextos: resposta de alarme e distribuicdo
espacial do tipo basal dos zebrafish;

e Avaliar os efeitos da exposi¢cdo ao PE e PP quanto a parametros comportamentais
relacionados a atividade motora, exploratdria, intoxicagdo, deficiéncias do sistema
respiratorio e expressdo de ansiedade dos zebrafish;

e Avaliar os efeitos da exposi¢ao ao PE e PP quanto a eventual taxa de letalidade e peso
corporal dos zebrafish;

e Avaliar os efeitos da exposicdo ao PE e PP quanto a expressao astrocitaria de GFAP
no encéfalo dos zebrafish.

e Propor modelo experimental de estudo do microplastico em zebrafish.
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3. METODOLOGIA

Nesta secdo, sao apresentados os procedimentos éticos e legais, informacgoes relativas
aos microplasticos e zebrafish utilizados, os protocolos de exposi¢des, os grupos
experimentais, as avaliagcdes realizadas, que incluem a distribui¢do espacial didria dos
zebrafish nos aqudrios, seus comportamentos e andlises encefélicas, bem como as analises

estatisticas realizadas.

3.1 Declaracgao de ética

Este projeto foi submetido para a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UNIP) e s6 foi iniciado experimentalmente apds sua aprovagdo, sob numero 4386210222
(Anexo 1). Os procedimentos estdo de acordo com as normas e procedimentos €ticos relativos
ao uso de animais de laboratério. Essas diretrizes sdo baseadas nas normas do National
Institutes of Health (Bethesda, MD). Os experimentos foram realizados de acordo com os
protocolos de boas praticas de laboratdrio com métodos de garantia de qualidade. Todos os

esforcos possiveis foram realizados para minimizar o sofrimento dos animais.

3.2 Microplastico

Foram estudados dois tipos de micropléstico, o PE e o PP, devido ao fato deles serem
comumente encontrados no sistema digestorio de peixes de agua doce e marinha de diferentes
regides do mundo, como na Colombia (GARCIA et al., 2021), no Rio Nilo (KHAN et al.,
2020) e nos EUA e Canada (HENDRICKSON; MINOR; SCHREINER, 2018). Inclusive,
existem estudos com protocolos experimentais de exposi¢do em zebrafish (LEI et al., 2018).

Os dois tipos de plésticos foram adquiridos na forma virgem, pura, de um fabricante
fornecedor certificado (BRASKEN, Mais Polimeros do Brasil LTDA, Cajamar, Sao Paulo,
Brasil). Os certificados de qualidade, as caracteristicas fisicas e atestados de pureza e
procedéncia dos plasticos PE e PP estdo disponiveis no Anexo 2.

O dois microplésticos foram confeccionados por processo de trituracdo mecanica, com
constatacdo de particulas de no maximo 1,2 mm por meio de peneira (inox) de granulometria.

Foram confeccionadas solugdes para cada um desses microplasticos em trés diferentes
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concentragdes. As concentragdes minima, média e maxima de cada microplastico foram 0,1,
1,0 e 10,0 mg/L, respectivamente, de acordo com estudos de exposicao de zebrafish adultos a
diferentes tipos de microplastico (LEI et al., 2018; UMAMAHESWARI et al., 2021). A
Figura 1 ilustra os plasticos virgens adquiridos em formato de esfera (Figuras 1A e B), os
microplasticos ja triturados e peneirados, de modo a garantir tamanho < 1,2 mm (Figura 1C)
e as diferentes concentracdes de microplésticos, minima, média e méxima, estocados para a

exposicao dos zebrafish nos aquarios (Figura 1D).
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Figura 1 — Confec¢cdo dos microplasticos. Processo de confec¢do dos dois tipos de microplasticos
(polietileno e polipropileno). (A e B) Plasticos virgens adquiridos em formato de esfera da fabricante
(BRASKEN, Mais Polimeros do Brasil LTDA, Cajamar, Sdo Paulo, Brasil); (C) microplasticos
confeccionados por trituragdo mecanica e peneirados em peneira de granulometria, de modo a garantir
tamanho < 1,2 mm; (D) diferentes concentragdes de microplasticos, minima, média e maxima,
estocados para a exposicao dos zebrafish nos aquarios

TR
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Fonte: dos autores
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3.3 Zebrafish

Um total de 90 zebrafish adultos de 4-5 cm e 3—4 meses de idade foram obtidos de um
criador comercial certificado. O Anexo 3 dispde informagdes que atestam a procedéncia dos
zebrafish bem como sua satde.

O transporte do zebrafish, sua aclimatagdo na agua e condi¢des de manutencdo e
alimentac¢do foram condi¢des padrdo, as mesmas descritas anteriormente em estudo realizado
em nosso laboratério (LEME et al., 2018). A manuten¢ao dos zebrafish utilizou agua
desclorada da Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sao Paulo (SABESP, Sao
Paulo, Brasil) mantida a uma temperatura de 27+2°C por termostato, pH 7,5+0,2, amonia total
zero, nitrito zero e nitrato até 200 mg/L. A sala possuia iluminag¢ao artificial (ciclo claro de 14
horas/escuro de 10 horas, luzes acesas as 8h00 da manha). No aquario de manutencao (300
L), as trocas parciais de agua (20% do volume) ocorreram quinzenalmente e o material
filtrante do filtro tipo canister era substituido mensalmente. Todos os parametros fisicos e
quimicos de manutengao foram empregados de acordo com o Manual de Criacdo em Biotério
para Zebrafish (DAMMSKI et al.,, 2011). Os zebrafish foram mantidos por um periodo
minimo de dez dias nas condi¢gdes de nossos laboratorios antes do inicio dos experimentos
para aclimatacdo. A Figura 2 ilustra os zebrafish mantidos no aquario de manutencdo de

nosso laboratorio.

Figura 2 — Zebrafish. Zebrafish mantidos no aquario de manuten¢@o de nosso laboratorio. O aquario
de manutencgdo possuia 300 L e 14 foram mantidos os 90 zebrafish para aclimatacdo e em fases prévias
para o aquario de experimentacio

Fonte: dos autores
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3.4 Exposicao, grupos e delineamento experimental

Um total de nove grupos foi avaliado neste estudo. Cada grupo foi composto por dez
zebrafish. Durante os procedimentos experimentais, cada grupo ficou em um aquario de vidro
(20 x 20 x 20 cm, aerado usando compressores de ar e com controle de temperatura por
termostato). A 4gua utilizada nestes aquarios experimentais foi proveniente do aquario de
manutengdo. Os zebrafish de cada um dos nove grupos foram expostos as seguintes
condigoes:

(1) Grupo controle (CON): 4gua controle;

(2) Grupo PE1: solug¢do contendo concentragdo minima de PE, com exposi¢ao por quatro

dias (96h);

(3) Grupo PE2: solucdo contendo concentracdo média de PE, com exposicdo por quatro
dias (96h);

(4) Grupo PE3: solucao contendo concentracdo maxima de PE, com exposi¢ao por quatro
dias (96h);

(5) Grupo PE4: solugdo contendo concentracdo maxima de PE, com exposi¢do por oito
dias (192h);

(6) Grupo PP1: solugdo contendo concentragdo minima de PP, com exposicdo por quatro
dias (96h);

(7) Grupo PP2: solugdo contendo concentracdo média de PP, com exposicdo por quatro
dias (96h);

(8) Grupo PP3: solucdo contendo concentracdo maxima de PP, com exposi¢do por quatro
dias (96h);

(9) Grupo PP4: solucao contendo concentracdo maxima de PP, com exposi¢cdo por oito
dias (192h).

Os microplasticos nas diferentes concentragdes foram sempre adicionados em cada
aquario experimental somente apds constatacdo de que a temperatura da dgua do aquério
estava estavel e igual aquela do aquério de manutencdo, bem como somente 10 minutos apds
o acondicionamento dos 10 zebrafish gentilmente dentro do aquario (dia 0), de modo a
garantir sua habituagao.

Todos os nove grupos foram avaliados diariamente (a cada 24h) com relagdo as suas

distribuigdes espaciais dentro dos aquarios (superior, intermedidria e inferior), avaliando-se
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também aspectos gerais da satide animal e eventual taxa de letalidade. A distribui¢do espacial
dentro dos aquarios foi avaliada em dois contextos: resposta de alarme e distribui¢do do tipo
basal, explicadas no proximo item.

A cada 24h a agua do aquario era gentilmente agitada com auxilio de bastao de vidro a
fim de ressuspender eventual microplastico depositado no fundo e entdo os zebrafish eram
alimentados.

No dia terminal (T), os zebrafish foram avaliados individualmente quanto a
parametros comportamentais. Imediatamente depois, os zebrafish foram submetidos a
eutanasia, pesados, sexados e foram coletados seus encéfalos. O encéfalo foi processado para
técnica de imuno-histoquimica de quantificacdo da expressio de GFAP (marcador de
astrocitos).

O 1nicio das exposi¢des aos microplasticos, as avaliagdes didrias e comportamentais,
bem como a eutanasia foram sempre realizados entre 9h00 e 11h00 AM para minimizar
variagoes induzidas por altera¢des no ritmo circadiano dos zebrafish.

A Figura 3A ilustra os aquarios experimentais onde cada um dos nove grupos foi
exposto ou nao aos diferentes tipos de microplasticos em diferentes protocolos de

concentragdes e dias de exposicao.
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Figura 3 — Aquarios experimentais e comportamentais. Aquarios experimentais onde os zebrafish
foram expostos aos microplasticos (polietileno e polipropileno) e avaliados diariamente e também
quanto a parametros comportamentais. (A) Aquarios experimentais contendo dez zebrafish por grupo
para a exposi¢do aos microplasticos e monitoramento didrio da distribuicdo espacial (superior,
intermediaria e inferior), aspectos gerais de saude e taxa de letalidade; (B) Aquarios individuais para
avaliagcGes comportamentais no dia terminal do experimento

A

i
v

R i - 3

Fonte: dos autores

3.5 Distribuicio espacial didria nos aquarios, aspectos gerais de saude e letalidade

Os zebrafish dos nove grupos experimentais foram avaliados diariamente, a cada 24h,
quanto sua distribui¢do espacial dentro de cada aquério experimental (Figura 3A) em duas

situacdes diferentes. Primeiro, os zebrafish foram expostos a uma situacdo aversiva de
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abertura de porta sanfonada disposta imediatamente a frente dos aquérios, com 1 metro de
distancia entre o aquario e a porta, de modo que cada peixe era exposto a um disturbio visual
e auditivo. Essa resposta ambiental aversiva foi chamada de reacao de alarme. O segundo
contexto avaliado na distribuicao espacial diaria dos peixes foi ap6s 120 segundos da situagdo
aversiva, considerado como uma distribui¢do espacial basal. Para os dois pardmetros (reagdo
de alarme e distribui¢do basal) foi anotado a quantidade de peixes de cada aquario dispostos
nos extratos: superior, intermedidrio e inferior. Os zebrafish respondem a comportamentos
aversivos e que causam ansiedade procurando extratos mais inferiores do aquario (KALUEFF
etal., 2013).

Ao término das avaliacdes didrias de reagdo de alarme e distribui¢do espacial basal, os
peixes eram individualmente inspecionados quanto a aspectos gerais de saude e eventuais
padrdes comportamentais andmalos, incluindo mudanga de postura e coloragdo, segundo
catdlogo de comportamento do zebrafish (KALUEFF et al., 2013).

Além disso, diariamente foi monitorado eventual letalidade dos zebrafish, para

fornecer a taxa de letalidade.

3.6 Comportamento

No dia terminal das avaliagdes didrias (apdés 96h ou 192h, a depender do grupo
experimental), cada um dos dez zebrafish de cada um dos nove grupos foi individualmente
alocado em aquarios de vidro pequenos (21 x 10 x 21,5 cm de largura) contendo dgua do
aquario de manutencdo. A parede frontal de cada aquario era dividida em nove retangulos
iguais (7 x 5 cm, Figura 3B). A andlise comportamental era iniciada imediatamente apos a
insercao suave do zebrafish no meio do aquario. A sessao de analise de 10 minutos era sempre
filmada em uma sala pequena e silenciosa, sem a presenca do experimentador em seu interior.
Os aquarios eram isolados visualmente entre si por meio de papel pardo disposto na parte
exterior de cada aquario, de modo a impedir a comunicagdo visual entre zebrafish durante a
gravacdo da andlise comportamental simultanea dos dez zebrafish de cada grupo. As
condi¢des da sala de andlise comportamental e da filmagem foram as mesmas daquelas
descritas anteriormente (LEME et al., 2018). Os pardmetros analisados incluiram: laténcia
(em segundos) para alcangar os quadrantes superiores do aquario pela primeira vez,
frequéncia de atividade exploratdria (nimero total de quadrantes percorridos, contabilizando

somente quando o corpo inteiro do zebrafish entrou em cada quadrante); tempo total (em
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segundos) de permanéncia nos quadrantes superiores do aquario; tempo total (em segundos)
de permanéncia nos quadrantes inferiores do aquério; e tempo total (em segundos) de
movimentos erraticos (episodios de mudangas bruscas na dire¢do e/ou velocidade e/ou
disparos rapidos [dartings], movimentos em ziguezague, saltos, movimentos circulares e
reacdo de alarme). Esses parametros representam diferentes padrdes de comportamento
relacionados a mudangas motoras, exploratdrias, intoxicacdo, deficiéncias do sistema
respiratorio e expressao de ansiedade e foram baseados em um catalogo de comportamento do

zebrafish (KALUEFF et al., 2013).

3.7 Peso e sexo

Imediatamente depois da avaliagdo comportamental, os zebrafish foram submetidos a
eutanasia por método padrao autorizado pela CEUA-UNIP, no caso, a submersdo completa
por no minimo 30 segundos em o6leo de cravo/eugenol 3000 mg/L, seguido por incisdes com
bisturi (LUCENA et al., 2013). Entdo, os peixes foram lavados em agua corrente e secados
em papel toalha para serem pesados (peso corporal, g) e sexados (discriminando os machos e
fémeas). Machos e fémeas adultos de zebrafish podem ser identificados com base em véarios
fendtipos sexualmente dimorficos. Os trés dimorfismos externos utilizados presentemente
para identificar o sexo dos zebrafish foram: (1) abdomen maior nas fémeas, devido ao fato
dos ovarios serem significativamente maiores que os testiculos); (2) cor dimorfica da
barbatana anal e do abdomen, no caso, as células pigmentares xantdforos, que resultam na
faixa amarela no corpo, sdo mais pigmentadas nos machos; (3) diferencas na aparéncia do
poro genital, localizado na linha média ventral do abdomen logo anterior a barbatana anal e

posterior ao anus (MENKE et al., 2011; KOSSACK; DRAPER, 2019).

3.8 GFAP no encéfalo

Os mesmos zebrafish submetidos a eutanasia descritos para a avaliagdo do peso e sexo
foram utilizado para a coleta de seus encéfalos, que seguiram procedimentos padronizados em
nossos laboratorios (LEME et al., 2018). Resumidamente, se¢des sagitais de cada encéfalo
foram feitas para atingir o tronco cerebral. A imuno-histoquimica para GFAP foi realizada

usando o método de coloragdo conjugada com polimero de cadeia (sistema Dako EnVision,
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Glostrup, Dinamarca), usando a imunoglobulina policlonal de coelho anti-GFAP (1:50;
7033401, Dako, Glostrup, Dinamarca) como o anticorpo primario, seguido pelo kit
EnVision+ (HRP, Rabbit, DAB +, K4011, Dako, Glostrup, Dinamarca). Duas
fotomicrografias de cada se¢do individual do tronco cerebral foram feitas usando uma
objetiva de 40x. A 4rea das células semelhantes a astrocitos GFAP+ e seus processos,
marcados em marrom foram calculados automaticamente, em pixels, usando o software
Image-ProPlus 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) calibrado com filtros de cores
digitais que incluiram apenas células positivas e a coloracdo de fundo foi excluida. A analise
morfométrica dos cortes marcados por imuno-histoquimica foi realizada utilizando o index
per area do software que representa a propor¢ao da area marcada em relagdo a area total da
imagem, sendo zero a completa auséncia de marcacdo e 1 a marcagao total da area. O GFAP
esta presente no citoplasma e nos processos dos astrocitos e por meio de técnicas de imuno-
histoquimica ¢ possivel verificar a astrogliose como um biomarcador de neuroinflamagao

(SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

3.9 Analises estatisticas

As avaliagdes diarias relativas a distribuicdo espacial dos zebrafish de cada grupo
experimental dentro de cada aqudrio foram analisadas estatisticamente por analises
multivariadas, considerando trés possibilidades de distribui¢ao espacial no aquario — superior,
intermediaria e inferior, os nove grupos experimentais (com diferentes concentracdes de
diferentes microplasticos PE e PP) e as avaliagdes diarias nos quatro ultimos dias de
exposicao (denominadas de T para o ultimo dia de avalia¢do, ou dia terminal e os trés dias
anteriores: T-1, T-2 e T-3). Assim, foram usadas quatro variaveis de tempo e 27 casos (isto &,
os nove tratamentos e as trés variaveis espaciais no aquario). A unidade experimental
considerada foi cada aquario com dez zebrafish. Foram realizadas duas andlises: o
dendrograma, ou andlise hierarquica de cluster (AC) pelo método de UPGMA e distancia
Euclidiana, e a analise de componentes principais (ACP, ou do inglés PCA, de principal
componente analysis).

Foram verificadas a homocedasticidade (teste de Bartlett) e a normalidade dos dados
(testes Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov, a depender do tamanho amostral). Os dados
foram obtidos de forma independente. Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de uma

via, seguida do poés-teste de comparacdes multiplas de Tukey para comparar dados
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paramétricos de peso, comportamento e Orgdos entre os nove grupos. Nestes casos, cada
zebrafish foi considerado a unidade experimental.

Parametros ndo paramétricos relativos ao tempo de movimentos erraticos foram
analisados pelo teste de Wilcoxon de classificagdo sinalizada, considerando-se o valor
hipotético igual a zero, que € relativo aos movimentos observados para o grupo controle. Para
esta analise, a unidade experimental foi cada aquério com dez zebrafish, de modo a realizar a
somatoria dos valores de cada grupo.

O nivel de significancia de 5% (p< 0,05) foi considerado suficiente para mostrar
diferengas significativas em todos os dados analisados. Os dados sdo expressos como média e

respectivos erros-padrao, medianas, ou como box & whiskers, mostrando todos os valores.

3.10 Proximos passos

Os mesmos zebrafish utilizados para a coleta encéfalo também foram aproveitados
para a coleta de suas branquias e sistema digestorio. As branquias e o sistema digestorio serao
processados utilizando técnicas padronizadas para confeccdo de laminas de Hematoxilina-
Eosina (HE) para estudos histologicos qualitativos e quantitativos. Também esta previsto o

estudo da expressao de GFAP em outra area encefalica.
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4. RESULTADOS

Nesta secdo, sao apresentados os resultados relativos aos estudos: da distribuigao
espacial didria nos aquarios, de aspectos gerais de saude, letalidade, comportamento, peso
corporal, sexo e GFAP no encéfalo de zebrafish expostos aos diferentes microplasticos (PE e
PP), em diferentes concentragdes e em diferentes intervalos de exposigao.

A exposi¢do por 96h aos microplésticos PE e PP afetou a distribuicao espacial dos
zebrafish, bem como seus comportamentos. A reacdo de alarme em resposta a um estimulo
aversivo externo foi prejudicada apods a exposi¢do ao PP: maior permanéncia na superficie do
aquario, de modo a revelar um comportamento ansiolitico. O estudo da distribui¢cdo espacial
do tipo basal confirmou a resposta do tipo ansiolitica ao PP e revelou efeito contrario, isto &,
ansiogénico apos a exposicdo ao PE. O estudo comportamental corroborou o efeito
ansiogénico do PE: maior laténcia para alcangar a superficie de um novo aquério. Além disso,
ambos os microplasticos PE e PP induziram movimentos erraticos nos zebrafish. O estudo
encefalico revelou que houve aumento da expressdo de GFAP em astrécitos no tronco
encefalico de zebrafish apos oito dias de exposi¢ao ao PP.

Este volume de Dissertagdo de Mestrado apresenta somente o resumo dos principais
resultados obtidos com este estudo. Para maiores detalhes, consultar a publicagdo em artigo
cientifico, ou contatar o orientador deste estudo via e-mail: Prof. Dr. Thiago B. Kirsten,

thiago.kirsten@docente.unip.br ou thik@outlook.com
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5. DISCUSSAO

Este volume de Dissertagao de Mestrado apresenta somente as conclusdes do trabalho,
sem sua discussao. Para maiores detalhes, consultar a publicacdo em artigo cientifico, ou
contatar o orientador deste estudo via e-mail: Prof. Dr. Thiago B. Kirsten,

thiago kirsten@docente.unip.br ou thik@outlook.com
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A exposicao por 96h aos microplasticos PE e PP afetou a distribuigdo espacial diaria
dos zebrafish nos aquarios, bem como seus comportamentos. Especificamente, a reagcdo de
alarme em resposta a um estimulo aversivo externo foi prejudicada apds a exposicdo ao PP,
observado pela maior permanéncia na superficie do aqudrio, de modo a revelar um
comportamento ansiolitico. O estudo da distribui¢do espacial do tipo basal confirmou a
resposta do tipo ansiolitica nos zebrafish expostos ao PP e revelou efeito contrario, isto &,
ansiogénico apds a exposicdo ao PE. O estudo comportamental corroborou o efeito
ansiogénico do PE, demonstrado pela maior laténcia para alcancar pela primeira vez a
superficie do novo aquario. Além disso, ambos os microplasticos PE e PP induziram
movimentos erraticos nos zebrafish, também vinculados a modulagdes na ansiedade. O estudo
encefalico revelou que houve aumento da expressdo de GFAP em astrécitos no tronco
encefalico de zebrafish apos oito dias de exposicdo ao PP. Concluindo, as exposicdes aos
microplasticos PE e PP modularam o comportamento tipo-ansiedade dos zebrafish, associado
a processo neuroinflamatorio. O presente estudo propde um novo modelo experimental para
estudar os efeitos da exposicdo a diferentes tipos de microplastico em parametros

comportamentais e encefalicos de zebrafish.
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ANEXOS
Anexo 1 — Certificado de aprovacio do Projeto junto a CEUA/UNIP

. P .
'y [ / _/ r ) Comissdo de Etica no o
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Estudos do micropldstico em modelo experimental de zebrafish: comportamento, encéfalo,
branquias e sistema digestério", protocolada sob o CEUA n? 4386210222 (o ooovsa), 50b a responsabilidade de Thiago Berti
Kirsten e equipe; Alex Luciano Fernandes; Welber Senteio Smith - que envolve a produgao, manutengao efou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientifica ou ensino - estd de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentac3o Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Paulista (CEUA/UNIP) na reunido de 09/03/2022.

We certify that the proposal "Microplastic studies in an experimental zebrafish model: behavior, brain, gills, and digestive system®,
utilizing 70 Fishes (males and females), protocol number CEUA 4386210222 (ip aoores), under the responsibility of Thiago Berti
Kirsten and team; Alex Luciano Fernandes; Welber Senteio Smith - which involves the production, maintenance andfor use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Paulista University (CEUA/UNIP) in the meeting of 03/09/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2022 a 04/2024 Area: Patologia Ambiental E Experimental
Origem:  Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie:  Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 3 a4 meses N: 70
Linhagem: zebrafish (Danio rerio) Peso: 02a0B8g

Local do experimento: Laboratério de criacdo e experimentacio de Peixes, Biotério do Centro de Pesquisa da Universidade Paulista

Sao Paulo, 10 de margo de 2022

Qe aﬁ“ﬁd nasole

Profa. Dra. Maria Martha Bernardi Prof. Dr. José Guilherme Xavier
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Paulista Universidade Paulista

Rua Douter Bacelar, 1212 - Vila Oementing - 530 Paulo/SP - CEP 04026-002 - tel: 55 (11) 5386-4090
Hordrio de atendimento: 2 a B4 das 8 &5 18h : e-mail: ceua@unip.br
CEUA N 4386210222
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Anexo 2 — Emenda de aprovac¢ao do Projeto junto a CEUA/UNIP

/ w Fy Universidade Paulista
ety ./ 7 Comissdo de Etica no
UNIVERSIDADE PAULISTA Uso de Animais

CERTIFICADO : EMENDA 16112022

Certificamos que a EMENDA (versdo de 16/11/2022) da proposta intitulada "Estudos do microplastico em modelo
experimental de zebrafish: comportamento, encéfalo, branquias e sistema digestdrio”, CEUA n? 4386210222 (b 051158),
sob a responsabilidade de Thiago Berti Kirsten e equipe; Alex Luciano Fernandes; Welber Senteio Smith - que
envolve a producao, manutengao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos vigentes para sua
apresentagao, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista (CEUA/UNIP)
em 12/12/2022.

Término previsto: 04/2024

Origem:  Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas  idade: 3 a 4 meses Qu_aqtldaclie 90
solicitada:
Linhagem: zebrafish (Danio reria) Peso: 02a08g
ANIMAIS UTILIZADOS
Quantidade Quantidade
Aprovada Utilizada
Peixes Machos e Fémeas 160 0

Sao Paulo, 12 de dezembro de 2022

b4 P —

Profa. Dra. Maria Martha Bernardi Prof. Dr. José Guilherme Xavier
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Paulista Universidade Paulista

Rua Doutor Bacelar, 1212 - Vila Clementing - S3o Paulo/SP - CEP 04026-002 - tel: 55 (11) 5586-4090
Hordrio de atendimento: 22 a 6 das 8 As 18h : e-mall: ceua@unip.br
CEUA N 4386210222_51158




Anexo 3 — Certificado de qualidade, caracteristicas e procedéncia dos plasticos
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1

Brc:skem‘) Folha de Dados
26/12/2018
Polietileno de Baixa Densidade EB853/72
Descrigdo:

O EB853/72 é uma resina PEBD. Apresenta como caracteristicas de destaque: boa
processabilidade e excelentes propriedades oticas nos filmes obtidos.

Aditivacdo:
Deslizante, Antibloqueio.

Aplicagoes:
Empacotamento automatico, Filmes de alta transparéncia

Processos:
Extrusdo de Filmes Tubulares

Propriedades de Controle'

indice de fluidez (190°C/2,16kg) D 1238 g/10min
Densidade D 1505 g/cm? 0.923

Propriedades Tipicas - Filmes:
Propriedades referéncia ao filme soprado (a)

Tensdo de Ruptura (DM/DT) D 882 MPa 25/20
Alongamento na Ruptura (DM/DT) D 882 % 350/1050
Madulo Secante a 1% (DM/DT) D 882 MPa 145/150
Resisténcia ao Impacto por Queda de Dardo D 1709 g/F50 80
Resisténcia ao Rasgo Elmendorf (DM/DT) D 1922 gF 580/210
Opacidade D 1003 % 7
Brilho - Angulo 602 D 2457 % 75

(a) Filme de 40 pm de espessura, obtido em extrusora de 75 mm, com razdo de sopro de 2,2:1 (DM = Dire¢do de Extrusdo e
DT=Direcdo Transversal & Extrusdo);

Observacgodes Finais:
As informagdes aqui contidas sdo dadas de boa fé, indicando valores tipicos obtidos em nossos laboratérios, ndo devendo
ser consideradas como absolutas ou como garantia. Apenas as propriedades e os valores que constam no Certificado de
Qualidade devem ser considerados como garantia do produto.
Para informag@es regulatdrias do produto, consulte o Documento Regulatdrio ou entre em contato com a area de Servigos
Técnicos.
Para informag@es de seguranga, manuseio, prote¢do individual, primeiros socorros e disposi¢do de residuos, consultar FISPQ
- Ficha de InformagGes de Seguranga do Produto Quimico.
Os valores constantes nesse documento poderdo sofrer alteraces sem comunicacdo prévia da Braskem.
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Braskem ) Certificado de Qualidade

Numero do Certificado

0170390/2022
MAIS POLIMEROS DO BRASIL LTDA 94092022
RUA SERRA NEGRA - A PRQ EMPRESA |item de pedido/data
22 intaaus) 48 02022
EP: 07753-060 em de r
CAIAMAR 807107470 900005 / 28.02.2022
SP - BR Item de ordem/data
51781874 000011/ 18.02.2022
Cédigo do cliente
1000010466
Nota Fiscal

000769150-1
Placa Veiculo/Navio

Material - Descrigéo
EB853/72-POLIETILENO DE BAIXA DENSIDADE

Lote (batch): RSABLBOG67E / Data de Validade: 19.02.2024

Quantidade: 19,250 TO / Data de Fabricagégo: 19.02.2022

Propriedade Unidade Resultado Valor Minimo Valor Ma"ximo Método de Referéncia
IF (190°C/2,16kq) ano 27 24 3,0 ASTMD 1238
Densidade g/em3 0,923 0,921 0,925 ASTM D 1505

Confirmamos o fornecimento conforme acordado quando da aceitagao do pedido.

Responsavel Técnico: Rosele Botelho Coelho

CRQ n° 05202328 / 5% Regido

Em caso de duvidas sobre nossos produtos contate-nos pelo e-mail pp-pe@braskem.com.br.

Este certificado é impresso eletronicamente e é valido sem assinatura

PE 4 RS/ PE 6 RS - BR 386 - Rodovia Tabai Canoas, km 419,s/n, Complexo Basico, S/N- Triunfo- RS- CEP 95853-200- Tel: 55(51) 3721-8600

Pagina1 de 1
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Brctskem) Folha de Dados
Polipropileno PH 0952
Descrigao:

Homopolimero

O PH 0952 é uma resina de polipropilenoc com médio indice de fluidez, aditivada com agente
deslizante e antibloqueio. Este produto é indicado para filmes técnicos e embalagens em geral
obtidas por extrusdo tubular e plana. Apresenta excelentes propriedades oticas e boa
processabilidade.

AplicacOes:
Filme muito fino em linha de alta velocidade, de baixo calibre, Embalagens para Alimentos, Filme
para laminagdo , Bobina Técnica para Empacotamento Automatico, AplicagBes Téxteis

Processos:
Extrusdo de Filmes Planos, Extrusdo de Filmes Tubulares

Propriedades de Controle

indice de Fluidez (230°C/2,16kg) D 1238 g/10 min

Propriedades Tipicas?

Densidade D 792 g/cm? 0.905
Mddulo de Flexdo Secante a 1% D 790 MPa 1200
Resisténcia a Tragdo no Escoamento D638 MPa 35
Alongamento no Escoamento D638 % 11
Dureza Rockwell (Escala R) D 785 - 90
Resisténcia ao Impacto Izod a 23°C D 256 J/m 30
Temperatura de Deflexdo Térmica a 0,455 MPa D 648 °C 95
Temperatura de Deflexdo Térmica a 1,820 MPa D 648 oC 55
Temperatura de Amolecimento Vicata 10 N D 1525 eC 149

a) Ensaios em corpo de prova moldado por injecdo conforme ASTM D 4101. NB = No Break.

Propriedades de Filmes

Maédulo Secante a 1% (DM/DT) D 882 MPa 600/620
Resisténcia a Tracdo no Escoamento (DM/DT) D 882 MPa 23/23
Alongamento no Escoamento (DM/DT) D 882 % 11/10
Opacidade D 1003 % 25
Brilho 45° D 2457 - 93
Temperatura Inicial de Selagem Método Braskem oC 115

3) Filme de 30 um de espessura, obtido em extrusora tubular de 50 mm e razdo de sopro de 1,3:1 (DM=Diregdo de extrusio e
DT=Dire¢do Transversal a Extrusdo)

Observagdes Finais

1. Asinformacgdes aqui contidas sdo dadas de boa fé, indicando valores tipicos obtidos em nossos laboratdrios, ndo devendo
ser consideradas como absolutas ou como garantia. Apenas as propriedades e os valores que constam do certificado de
gualidade devem ser considerados como garantia do produto.

2. Em algumas aplicagbes a Braskem tem desenvolvido resinas tailor-made para alcangar caracteristicas especificas.

Em caso de divida na utilizaciio ou para discutir outras aplicagBes, entre em contato com a Area de Servigos Técnicos.

4. ParainformacGes de seguranca, manuseio, protecdo individual, primeiros socorros e disposi¢do de residuos, consultar a
FISPQ - Folha de Informacdes de Seguranca de Produtos Quimicos.

5. Parainformacdes regulatdrias do produto, consulte o Documento Regulatério ou entre em contato com a Area de Servigos
Técnicos.

w

6. Osvalores constantes nesse documento poderao sofrer alteragdes sem comunicagdo prévia da Braskem.
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MAIS POLIMEROS DO BRASIL LTDA

RUA SERRA NEGRA - A PRQ EMPRESA

292

CEP: 07753-060
CAJAMAR
SP-BR

Material - Descricéo
PH 0952-POLIPROPILENO HOMOPOLIMERO

Certificado de Qualidade

Numero do Certificado

0228749/2022

Data de emisséo

16.03.2022

Item de pedido/data

190010/0023 / 04.03.2022

Iltem de remessal/data

807161395 900001 / 16.03.2022
Iltem de ordem/data

51812581 000011 / 04.03.2022
Codigo do cliente

1000010466

Nota Fiscal

000405956-1
Placa Veiculo/Navio

Lote (batch): RJIALBO42E / Data de Validade: 03.03.2024

Quantidade: 24 750 TO / Data de Fabricaggo: 04.03.2022

Propriedade Unidade Resultado Valor Minimo Valor Maximo Método de Referéncia
IF (230°C/2,16kg) g/10° 8.8 7.0 9,0 ASTMD 1238

Confirmamos o fornecimento conforme acordado quando da aceitagéo do pedido.

Responsavel Técnico: Claudio Cezar de Queiroz
CRQ n° 03212829 / 3% Regiao

Este certificado é impresso eletronicamente e é valido sem assinatura

UNIB4DCX // PESDCX - Rua Marumbi, 1001- Duque de Caxias- RJ- CEP 25221-000- Tel: 21 21877800

Pagina 1 de

1




Anexo 4 — Atestado de procedéncia e satide dos peixes

80

ATESTADO DE SAUDE

Eu, Pedro Henrique Magalhfles Cardoso, Médico-Veterindrio,
Responsavel-Técnico, certifico que os animais constantes no presente atestado,
comercializados pela empresa KIUSLEI CASSIOLATO PEIXES ME
(Ipiranga Peixes), localizada & Rua Rua 1822, N° 1097 - Ipiranga - Sdo Paulo -
Cep 04216-001 S3o Paulo SP- Brasil , CNPJ 05.459.840/0001-30, sdo adquiridos
do fornecedor SHIGUEMI JINGUJI MICHITA, Sitio Michita, Bairro Itimirim,
Iguape — Cep: 11.920-000, CNPJ: 43.299.025/0001-40.

Ao chegar na empresa, os animais foram identificados, descritos e
examinados por mim e estavam clinicamente sadios, isentos de ectoparasitas a
inspegdo clinica e aptos a serem transportados nas condi¢des adequadas de

o A b 1 Pt D B SV

temperatura, oxigenagdo e tempo o mais curto possivel para que haja o minimo de

estresse possivel de modo que seja obedecido dos preceitos do bem estar animal.

Quantidade| - . ... .. Descrigdo. .. ... .. .../ Nome Cientifico ..

o e e e

Danio rerio

120 Flett T Zebra'Fish - Paulistinha T T
(Animais adultos — 3 a 4 meses de vida)

o e W Riw . Tew

R

Observagio:

Antes da soltura, verifiqgue -como estd-a qualidade de dgua do-aqudrio em que serdo-soltos-os
animais. Para que estes fiquem confortdveis ¢ de extrema importincia que os pardmetros da dgua
estejam.dentro-dos padrées regulares das espécies em questdo. . .

S#o Paulo, 21 de setembro de 2022

05.459.840/0001-3 Meédico Veterinério:

KIUSLEI CASSIOLAT
PEIXES - ME

R. Mil Qitocentos e Vinte e Doi
Ipiranga - CEP 04216-201
L Sao Paulo - SP




Anexo 5 — Dados estatisticos suplementares das analises multivariadas realizadas para a

distribuicio espacial diaria dos peixes

Calculo feito com o pacote estatistico MVSP

Dados da reacio de alarme

CLUSTER ANALYSIS
Imported data
Analysis begun: sexta-feira, 11 de novembro de 2022 19:01:52
Analysing 4 variables x 27 cases
UPGMA
Euclidean

Objects
Node Group 1 Group 2 Dissimil. in group
1 PP3.AR.I (2) CON.ARB(3) |0 2
2 Node 1 PE1I.ARB(3) |0 3
3 Node 2 PE2.ARB(3) |0 4
4 Node 3 PE3.ARB@3) |0 5
5 Node 4 PE4.ARB@3) |0 6
6 Node 5 PP1.ARB(3) |0 7
7 Node 6 PP2.ARB(3) |0 8
8 Node 7 PP3.ARB(3) |0 9
9 Node 8 PP4.ARB(3) |0 10
10 CON.AR.S (1) |PELLARS(1) |1 2
11 PP2.AR.S (1) |PP3.AR.S(1) |I 2
12 CON.AR.I(2) |PEL.AR.I(2) 1 2
13 PP2.AR.I (2) Node 9 1 11
14 PE4.AR.S (1) |PP1.AR.S(1) |1.732 2
15 PE4.AR.I(2) PP1.AR.I (2) 1.732 2
16 Node 11 PP4.AR.S (1) |1.825 3
17 Node 13 PP4.AR.I (2) 2.161 12
18 Node 14 Node 16 3.66 5
19 Node 15 Node 17 4.381 14
20 Node 10 PE2.AR.S (1) |5.05 3
21 Node 12 PE2.AR.I(2) |5.05 3
22 Node 20 Node 18 8.178 8
23 PE3.AR.S (1) |Node 19 8.58 15
24 Node 23 Node 21 9.842 18
25 Node 22 PE3.AR.I (2) 10.026 9
26 Node 25 Node 24 16.736 27




PRINCIPAL COMPONENTS ANALYSIS

Imported data ‘

Analysisbegun: sexta-feira, 11 de novembro de 2022 19:01:22

Analysing 4 variables x 27 cases ‘

Tolerance of eigenanalysis set at 1E-007

Eigenvalues

Axis 1 Axis 2
Eigenvalues 59.142 14.462
Percentage 76.654 18.744
Cum. Percentage I 76.654 95.399
PCA variableloadings

Axis 1 Axis 2
T-3 0.263 -0.958
T-2 0.553 0.065
T-1 0.512 0.219
T 0.602 0.173
PCA case scores

Groups Axis 1 Axis 2

CON.AR.S 1 1.908 1.18
PE1.AR.S 1 1.807 1.137
PE2.AR.S 1 1.365 1.117
PE3.AR.S 1 -0.133 0.71
PE4.AR.S 1 2.109 0.04
PP1.AR.S 1 2.266 0.284
PP2.AR.S 1 2.472 -0.468
PP3.AR.S 1 2.524 -0.656
PP4.AR.S 1 2.32 -0.323
CON.AR.I 2 -0.646 -1.508
PEI.AR.I 2 -0.545 -1.465
PE2.AR.I 2 -0.103 -1.445
PE3.AR.I 2 1.395 -1.038
PE4.AR.I 2 -0.847 -0.368
PP1.AR.I 2 -1.004 -0.612
PP2.AR.I 2 -1.21 0.14
PP3.AR.I 2 -1.262 0.328
PP4.AR.1 2 -1.058 -0.005
CON.AR.B 3 -1.262 0.328
PEI.AR.B 3 -1.262 0.328
PE2.AR.B 3 -1.262 0.328
PE3.AR.B 3 -1.262 0.328
PE4.AR.B 3 -1.262 0.328
PP1.AR.B 3 -1.262 0.328
PP2.AR.B 3 -1.262 0.328
PP3.AR.B 3 -1.262 0.328
PP4.AR.B 3 -1.262 0.328




Dados da distribui¢ao do tipo basal

CLUSTER ANALYSIS

Imported data

Analysis begun: sexta-feira, 11 de novembro de 2022 19:11

:39

Analysing 4 variables x 27 cases

UPGMA
Euclidean

Objects
Node Group 1 Group 2 Dissimil. | in group
1 CON.BB.B(3) |PPI.BB.B(3) |0 2
2 Node 1 PP3.BB.B(3) |0 3
3 PE4BB.B(3) |PP2.BB.B(3) |0 2
4 Node 2 PP4.BB.B(3) |1 4
5 CON.BB.S(1) |PEL.BB.S(1) |2 2
6 PP2.BB.1 (2) PP4.BB.I1(2) 2 2
7 PE1.BB.B(3) |PE3.BB.B(3) |2 2
8 Node 4 Node 3 2.059 6
9 PE2.BB.S(1) |PE4.BB.S(1) |[2.828 2
10 Node 5 Node 9 2.96 4
11 PE2.BB.I (2) PE4.BB.I (2) 3 2
12 PP1.BB.I(2) PE2.BB.B(3) |3 2
13 PP1.BB.S (1) PP2.BB.S (1) |3.162 2
14 PE1.BB.I (2) Node 6 3.384 3
15 Node 13 PP4.BB.S (1) |3.461 3
16 Node 14 PP3.BB.I1(2) 4.241 4
17 Node 12 Node 7 4.407 4
18 Node 15 PE3.BB.I (2) 5.02 4
19 Node 16 Node 11 5.112 6
20 Node 10 Node 18 5.596 8
21 PE3.BB.S (1) |Node 19 6.089 7
22 Node 17 Node 8 6.369 10
23 Node 20 Node 21 6.501 15
24 PP3.BB.S (1) CON.BB.I(2) |6.708 2
25 Node 23 Node 24 8.638 17
26 Node 25 Node 22 9.643 27
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PRINCIPAL COMPONENTS ANALYSIS

Imported data ‘

Analysisbegun: sexta-feira, 11 de novembro de 2022 19:10:15

Analysing 4 variables x 27 cases ‘

Tolerance of eigenanalysis set at 1E-007

Eigenvalues

Axis 1 Axis 2
Eigenvalues 22.753 9.346
Percentage 64.866 26.644
Cum. Percentage 64.866 91.509
PCA variableloadings

Axis 1 Axis 2
T-3 0.224 -0.974
T-2 0.55 0.089
T-1 0.546 0.141
T 0.592 0.156
PCA case scores

Groups Axis 1 Axis 2

CON.BB.S 1 0.521 0.793
PE1.BB.S 1 0.753 0.854
PE2.BB.S 1 0.619 0.818
PE3.BB.S 1 -0.123 0.648
PE4.BB.S 1 0.939 0.497
PP1.BB.S 1 1.51 0.007
PP2.BB.S 1 0.912 0.064
PP3.BB.S 1 1.81 -0.713
PP4.BB.S 1 1.043 -0.499
CON.BB.I 2 0.728 -1.178
PE1.BB.I 2 0.101 0.48
PE2.BB.I 2 0.196 -0.303
PE3.BB.I 2 1.065 0.304
PE4.BB.I 2 0.222 -0.5
PP1.BB.I 2 -0.261 -0.391
PP2.BB.I 2 0.249 -0.067
PP3.BB.1 2 -0.561 0.329
PP4.BB.1 2 0.09 0.083
CON.BB.B 3 -1.249 0.385
PE1.BB.B 3 -0.854 -1.334
PE2.BB.B 3 -0.816 -0.515
PE3.BB.B 3 -0.942 -0.952
PE4.BB.B 3 -1.161 0.003
PP1.BB.B 3 -1.249 0.385
PP2.BB.B 3 -1.161 0.003
PP3.BB.B 3 -1.249 0.385
PP4.BB.B 3 -1.133 0.415
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