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Resumo

Os plasticos vém se tornando uma crescente ameaga para 0 meio ambiente, afetando diversos organismos
em quase todos os ecossistemas. Dentre os locais mais afetados destacam-se os ambientes aquaticos, onde
as condicOes adversas transformam grandes pedagos de plasticos em microplasticos. Essas microparticulas
entram na cadeia alimentar causando alteracdes fisiologicas que podem ser irreparaveis. Uma dessas
alteracbes ocorre na reproducdo. Foram testadas duas concentracdes diferentes de microplasticos em
adultos de Danio rerio e avaliados os efeitos no desenvolvimento embrionario. Verificou-se uma grande
mortalidade de ovos quando adultos foram expostos a uma concentragdo de 0,5¢/L, além de um atraso
consideravel no tempo de eclosdo das larvas frente a exposi¢do dos adultos a concentracdo de 2,5g/L. Tais
resultados reafirmam os perigos destes materiais para 0s organismos aquaticos, especialmente para 0s
peixes. Novos experimentos se fazem necessarios para compreender melhor os mecanismos de acdo dos
microplasticos.
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INTRODUCAO

Os efeitos da poluicdo causada pelos produtos plasticos vém sendo alvo de diversos
estudos nos ultimos anos. Sabe-se que estes materiais necessitam de varios anos para se
decomporem e que, por isso, acumulam-se nos ecossistemas causando danos em diversos
niveis tréficos. Um dos locais mais afetados pelos plasticos sdo os ambientes aquéaticos
(WIT et al., 2019). Na agua as condigdes adversas como acidez, radiagdo solar e intensa
movimentacdo fazem com que os plasticos sejam fracionados em pequenos pedacos, 0S
chamados microplasticos (MPs) que podem medir at¢é 5 mm (IVLEVA et al., 2017
WELDEN, 2020). Estes MPs sdo facilmente confundidos com alimentos e ingeridos por
diversas espécies. Dentro do organismo, os MPs podem causar inUmeras alteracOes
fisiolégicas uma vez que liberam ou, até mesmo, transportam substancias toxicas (BATEL
etal., 2018).

Uma das fungBes mais importantes para os organismos aquaticos que é afetada pelos
MPs é a reproducdo. Ja foi demonstrado em ostras que a producdo de gametas diminui e a
viabilidade da prole cai quase pela metade quando os adultos sdo tratados com MPs
(SUSSARELLO et al., 2016). Em peixes sabe-se que os MPs podem ser transmitidos para
a prole e causar alteragdes comportamentais nos embrides (PITT et al., 2018). Porém ainda
ha muitas descobertas a serem feitas sobre os impactos causados pelos pléasticos na
reproducdo dos organismos aquaticos. Tendo como modelo o Danio rerio este estudo
objetiva investigar os efeitos dos microplasticos no desenvolvimento embrionario dos

peixes de dgua doce.

I\/I ETODOLOGIA

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados 30 machos e 30 fémeas de peixes da
espécie Danio rerio, popularmente conhecidos como paulistinhas ou zebrafish. Os peixes
foram divididos igualmente, 10 machos e 10 fémeas, entre trés aquérios de 30 litros. Cada
aquario recebeu diferentes concentragdes de microplasticos: 0,5 g/L, 2,5 g/L e o controle,

sem MPs. Os microplésticos utilizados eram constituidos por polietileno de baixa
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densidade, mediam entre 0,5 mm e 5 mm, apresentavam formato irregular, cores diversas
e foram obtidos em uma empresa especializada em reciclagem de sacolas plasticas. Durante
20 dias os peixes foram expostos aos microplasticos. Ap6s o tempo de exposicdo, 0S
animais aptos a desova foram transferidos para aquarios individuais de 15 litros.

Os aquarios de reproducdo foram monitorados até que a desova e a fertilizacdo dos ovos
fossem concluidas. Decorrido o tempo necessério (2 dias), os adultos foram retirados dos
aquarios e os ovos foram fotografados diariamente até o nascimento das larvas. O
experimento foi aprovado pela comissao de ética (CEUA n° 4503250320 — UNESP).

R ESULTADOS E D ISCUSSAO

O desenvolvimento embrionario levou até o dobro do tempo para acontecer, quando 0s
adultos foram expostos aos microplasticos antes de desovarem (Figuras 1 e 2). Com 24
horas pos-fertilizagdo (24 hpf), os grupos tratados ainda estavam nos estagios iniciais de
desenvolvimento. No primeiro grupo de tratamento (0,5 g/L), o zigoto permanecia no
estagio de gastrulacdo (epibolia) (Fig 1d). Ja no segundo grupo de tratamento (2,5 g/L), o
zigoto mostrou-se mais atrasado, passando pelo periodo de clivagem (Fig 1g). No grupo
controle, foi possivel perceber a formacéo dos olhos e da cauda (Fig 1a).

A partir do segundo dia de desenvolvimento (48 hpf), os ovos do primeiro grupo
passaram a apresentar sinais de morte celular e ndo concluiram a embriogénese (Fig 1e, f).
No segundo grupo, o embrido ainda estava no inicio do periodo de segmentacdo (Fig 1h).
Em contrapartida, no grupo controle o embrido ja estava com a cauda totalmente formada
e foi possivel observar seus primeiros movimentos no interior do ovo (Fig 1b).

Com 72 horas pos-fecundacéo (72 hpf), as larvas do grupo controle eclodiram (Fig 1c).
Somente neste momento foi possivel perceber a cauda bem pronunciada e se desprendendo
do vitelo no segundo grupo de tratamento (Fig 1i). Foram necessarios mais trés dias para
que os embrides do segundo grupo completassem o seu desenvolvimento, e ainda assim
somente uma larva conseguiu eclodir (Fig 2a). Os demais individuos morreram antes de
completar 72 hpf (Fig 2b).



. . INSTITUTO FEDERAL DE
EDUCA( ICIA E TECNOLOGIA

SUL DEN
Campus

CONTROLE

24 hpf

48 hpf

72 hpf

Figura 1: Fases do desenvolvimento embrionario de D. rerio. (A) Formacao dos olhos (apontados pela seta
branca), da cauda e dos somitos. (B) Cauda completamente formada, momento em que o embrido realizava
seus primeiros movimentos. (C) Larva eclodida apds trés dias de desenvolvimento. (D) Estagio de epibolia,
multiplicacéo celular apontada pela seta branca. (E) Ovo em estégio de decomposic¢do avangado. (F) Ovo em
estagio de decomposicdo. (G) Periodo de clivagem celular, apontado pela seta branca. (H) Periodo de
gastrulacdo. (1) Cauda proeminente e ja se separando do vitelo. hpf = horas pos-fertilizagdo. Aumento de 100x
em microscopio éptico.

TRATAMENTO COM 2,5 g/L

144 hpf

Figura 2: (A) Larva eclodida apos seis dias de desenvolvimento. (B) Larva com seis dias de desenvolvimento
morta antes de eclodir. hpf = horas p6s-fertilizagcdo. Aumento de 100x em microscopio 6tico.

A capacidade do plastico em interferir na reproducdo de organismos aquéaticos é
preocupante. Sabe-se que nanoparticulas de poliestireno, pedacos de plastico menores que
100 nm, podem ser passadas da mae para os filhos, causando disfuncdes fisiologicas
diversas (PITT et al., 2018). Recentemente foi demonstrado que expor ovos de D. rerio a
MPs de poliestireno pode levar a uma eclosdo precoce e a uma menor taxa de sobrevivéncia
das larvas (MALAFAIA et al., 2020). No presente estudo, demonstrou-se que a prole de
adultos expostos aos MPs é altamente prejudicada e possivelmente o plastico tem o
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potencial de causar danos irreparaveis as espécies aquaticas.

CONSIDERAQ()ES FINAIS

Embora a presenca dos MPs nédo tenha modificado os padrdes de cortejo entre 0s casais,
tampouco influenciado no comportamento reprodutivo e desova, a prole resultante de pais
tratados com MPs foi significativamente afetada. Assim, foi demonstrado que os MPs
influenciaram o desenvolvimento embrionario do D. rerio, atrasando os eventos celulares
e impedindo o progresso da diferenciacdo celular. Como consequéncia, uma grande
quantidade de ovos e embrides ndo se desenvolveram em tempo habil e acabaram por
morrer. Entretanto, analises mais aprofundadas dos mecanismos envolvidos neste processo
se fazem necessarias para mapear 0os caminhos percorridos pelos MPs dentro dos
organismos aquaticos e as suas consequentes alteraces a nivel celular, levando a um

impacto significativo na homeostase do organismo como um todo.
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