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1. Resumo

A ocorréncia de ondas de calor no ambiente aquatico tem se tornado cada
vez mais frequente no mundo, sendo consideradas uma das principais ameacas
decorrentes do aquecimento global. O aumento na temperatura da agua e do ar
afeta diretamente as regides costeiras, impactando a fisiologia de diversas espécies
que dependem dessas condicdes para a manutengdo de sua sobrevivéncia.
Paralelamente, a contaminagao por microplasticos também representa uma séria
ameaga aos manguezais, ja que essas particulas de origem antropica podem
penetrar nos tecidos e o6rgdos dos organismos que habitam esse ambiente,
provocando diversas alteracbes na homeostase desses seres. Dados recentes
demonstram que, quando em conjunto a temperaturas extremas, os microplasticos
causam efeitos negativos nas funcgbes fisioldgicas das espécies expostas. No
presente estudo, investigamos os efeitos combinados das Heat waves e do
microplastico do tipo PET na fisiologia do caranguejo estuarino Leptuca
uruguayensis. Os animais foram expostos a duas temperaturas (27 e 31 °C) e
concentragcbes de microplasticos (40 mg/L e Omg/L de microplastico). Os animais
controles permaneceram na temperatura de 27°C e agua livre de microplastico. Apés
10 dias de exposi¢cdo, ndés avaliamos uma malha de processos fisioldégicos
(metabolismo, excreg¢do nitrogenada, osmorregulacdo, indice hepatossomatico e
grau de hidratacdo do tecido). No6s nao observamos mortalidade nos animais.
Também n&o foram vistas diferencas estatisticas significativas no consumo de
oxigénio dos crustaceos. No entanto, as altera¢cdes na excregao de amoénia (cerca de
83%), no indice hepatossomatico (50%) e a perda da capacidade osmorregulatoria
ocorreram apenas nos animais expostos ao microplastico e a temperatura de 31°C,
uma simulacdo de heat wave. Tais alteragdes citadas indicam que o microplastico,
quando em combinagdo aos eventos de temperatura extrema, possuem grande
capacidade de alterar a homeostase de Leptuca uruguayensis. Aqui tais alteragdes
estdo relacionadas a energética e a capacidade osmorregulatéria, um dos principais

parametros fisioldgicos que determina a distribuicdo das espécies na natureza.

Palavras-chave: Aquecimento global, Crustaceos; Poluente; Temperatura.



2. ABSTRACT

The presence of heat waves in the aquatic environment has become
increasingly frequent worldwide, and is considered one of the threats generated by
global warming. The increase in water and air temperature affects coastal regions,
affecting the physiology of several species that inhabit and depend on this important
factor for the maintenance of their life. At the same time, contamination by
microplastics also presents a threat to mangroves, since these particles from
anthropic sources penetrate into tissues and organs of organisms resident in the
environment, bringing a range of changes in homeostasis of the inhabitants of the
site. Recent data show that when combined with extreme temperatures, microplastics
cause negative effects on the physiological functions of exposed species. In the
present study, we investigated the combined effects of heat waves and PET
microplastic on the physiology of the estuarine crab Leptuca uruguayensis. The
animals were exposed to three treatments (27°, 40 mg/L of microplastic; 31°and 0
mg/L; 31° and 40 mg/L) and control group (27° and 0 mg/L) for 10 days, where we
evaluated several physiological processes (metabolism, nitrogen excretion,
osmoregulation, hepatosomatic index and degree of tissue hydration). We did not
observe mortality in the animals. Nor were significant statistical differences in oxygen
consumption of crustaceans. However, the changes in ammonia excretion (about
83%), hepatosomatic index (50%) and loss of osmoregulatory capacity occurred only
in animals exposed to microplastic and temperature of 31° C, a heat wave simulation.
These changes indicate that the microplastic, when combined with extreme
temperature events, have great ability to alter the homeostasis of Leptuca
uruguayensis. Here such changes are related to the energetic and the
osmoregulatory capacity, one of the main physiological parameters that determines

the distribution of species in nature.

Keywords: Global warming; Crustacean; Pollution; Temperature.



1. INTRODUCAO

Os manguezais sdo ambientes de transicdo relevantes em diversos aspectos

dado suas propriedades climaticas e ecologicas. Dentre tais caracteristicas
destacam-se a assimilacdo de carbono atmosférico (Santos, 2021), o fornecimento
de servigos ecossistémicos tais como a pesca, o turismo local, a protecdo da zona
costeira (Dias, 2024) e a capacidade de guarnecer verdadeiros bergarios para a
prole de diversos organismos aquaticos (Aguaiza et al.,, 2024). Os manguezais
sofrem os efeitos da agdo antropomoérfica por serem um ecossistema localizado
préximo a regides urbanas. Dentre os desafios, podemos elencar a polui¢do por
microplasticos e as ondas de calor, conhecidas como "heat waves", intensificadas
em decorréncia do aquecimento global (Smale et al., 2079). Atualmente, ndo ha um
consenso que aborde, de maneira universal, a definicdo das ondas de calor (Raha e
Ghosh., 2020), no entanto, pode-se entender uma heat wave como uma anomalia
climatica, que apresenta como principal caracteristica o aumento da temperatura
local por um determinado periodo de tempo (Kotharkar e Ghosh., 2021)
De acordo com o Painel Intergovernamental de Mudangas Climaticas (IPCC, 2023)
as ondas de calor estdo sendo registradas com maior frequéncia a cada ano,
inclusive em ambientes aquaticos, sendo um fator de preocupacao relevante para as
espécies que habitam zonas estuarinas e costeiras, especialmente os organismos
ectotérmicos. Tratam-se de animais que dependem do ambiente externo para
regular a temperatura corporal e estdo constantemente em seu limite térmico porque
sdo comumente expostos a variagbes de temperatura extremas (Leung et al., 2023).
Marochi et al., (2022) verificaram que a superficie da agua da regido costeira do
municipio de Sao Vicente, SP, sofreu um aumento de 0,85°C nos ultimos 38 anos,
denotando que, ainda que as espécies possam ter plasticidade adaptativa. O
constante aumento da temperatura, somado aos periodos de ondas de calor
intensas que atingem a regido costeira, podem prejudicar a capacidade de
adaptacao das espécies, expondo-as aos efeitos das mudancgas climaticas (Vienna,
2020).

Os dados da literatura mostram que varios parametros fisiologicos podem ser
afetados por temperaturas extremas, dentre eles destacam-se o metabolismo, a
excrecao nitrogenada e o crescimento. Capparelli et al., (2024) demonstraram que

durante um evento de heat wave, o caranguejo de mangue Leptuca speciosa



apresentou comportamento de agregacgao, e em condigdes laboratoriais, apresentou
limites térmicos que variaram entre 40,2° e 42°, resisténcia térmica considerada
insuficiente para suportar as temperaturas extremas. Monteiro et al., (2023)
verificaram que as ondas de calor causam maiores danos, e maior mortalidade em
organismos larvais e juvenis. Ainda, um estudo de Pham et al.,, (2023)
demonstraram que, quando expostos ao efeito de ondas de calor, o mexilhdo Mytilus
californianus demonstrou entraves nas fung¢des digestivas do corpo, apresentando
menor atividade enzimatica de amilase e digestao de carboidrase durante o periodo
de exposicao (Pham et al., 2023).

Além das mudancgas climaticas, os manguezais estdo sujeitos a outros tipos
de poluentes, como a presenga de microplasticos (Meera et al., 2021). Os
microplasticos sao tidos como o produto da degradagao do plastico, classificado em
duas categorias principais de acordo com o tamanho e destinagdo, sendo
microplasticos primarios e secundarios (Pisani et al., 2022). Os microplasticos
primarios sado aqueles propositalmente criados com o tamanho original (1-5000 um)
e adicionados em produtos de consumo como cosméticos, corantes e fibras (Tagg e
Ivar., 2019; Geng et al., 2024). Microplasticos secundarios sao provenientes de
fontes primarias degradadas, tais como sacolas, garrafas plasticas, equipamentos de
protecdo individual (EPI), mascaras protetoras etc. (Abassi et al., 2020). O plastico é
capaz de se degradar em particulas menores devido a agdo dos ventos, ondas, raios
UV etc. (Abrusci et al.,, 2022). Ainda, estes plasticos podem ser degradados em
particulas menores, conhecidas como nanoplasticos, cujo tamanho é inferiora 1 pm
(Stapleton, 2021). Essas particulas adentram os corpos aquaticos principalmente por
conta de atividades humanas, como a pesca, aquicultura, turismo etc. (Duis e
Coors., 2016).

Estudos tém demonstrado que o microplastico € capaz de afetar a fisiologia
de diversas espécies. Em Daphnia carinata a exposicdo ao microplastico induz
apoptose, estresse oxidativo, danos mitocondriais e alta mortalidade (Jiang et al.,
2023). No camarao marinho Penaeus vannamei a exposi¢ao a micro-fibras (MF’s) de
plastico do tipo PET (0, 50, e 500 MFs/ml) induz lesbes no hepatopancreas e
estresse oxidativo (Hsieh et al., 2021; Songsak et al., 2022). Em Artemia
parthenogenetica, o microplastico inibe a taxa de crescimento e causa alteragbes na
microbiota intestinal (Li et al., 2021). No caranguejo Minuca ecuadoriensis o
inseticida malatido tem sua toxicidade aumentada pelo microplastico polietileno,

causando alta mortalidade (Villegas et al., 2022). Dentre os 6rgaos afetados pela



presenca de microplasticos, as branquias se destacam como um dos mais notaveis.
Truchet et al., (2023) verificou que as branquias foram o érgdo que mais apresentou
acumulo de particulas plasticas em caranguejos, como Leptuca uruguayensis,
Leptuca festae, Minuca equadoriensis, Macrophthalmus convexus, dentre outros,
destacando-se fibras de plastico das classes Polipropileno (PP), Poliamida (PA) e
Politereftalato de etileno (PET), o que sugere que os crustaceos acumularam
microplasticos do tipo denso em maior quantidade. Considerando que os
microplasticos comumente lesionam o tecido branquial (Ding et al., 2018), é
esperado que as multiplas fungdes exercidas por esse 6rgao sejam comprometidas,
uma vez que as branquias sdo oOrgaos que possuem papel indispensavel na
manutengdo de diversos processos fisioldgicos, atuando na osmorregulagdo da
hemolinfa, excrecdo de compostos nitrogenados, transporte idnico e regulagao
acido-base. (Freire et al., 2008).

Os caranguejos-chama-marés sdo conhecidos como engenheiros
ecossistémicos porque revolvem o substrato dos manguezais em um processo
conhecido como bioturbacdo, alterando a distribuicdo da matéria organica e
promovendo dessa maneira a produtividade do solo (Capparelli et al., 2022). No
litoral de S&o Paulo, Leptuca uruguayensis ocorre, predominantemente, em areas
sombreadas pela vegetagao local, o que consequentemente as mantém protegidas
do sol e da dessecagao causada por altas temperaturas (Checon e Costa., 2017).
Da Silva Vianna et al., (2020) verificaram por meio de analises fisioldgicas, que o
consumo de oxigénio e excre¢cdo de amoénia de L. uruguayensis sao parametros que
foram consideravelmente mais afetados por temperaturas altas que os parametros
de Leptuca leptodactyla, uma outra espécie de chama-maré simpatrica. Os autores
sugerem que tal vulnerabilidade se deve ao microhabitat que esses animais habitam,
uma vez que no local de coleta observado, o caranguejo L. uruguayensis estava
localizado em locais cobertos, sugerindo entdo que o animal era protegido da agao
do sol devido a vegetagao local.

As particulas de microplastico representam ameaca, nao somente devido sua
capacidade de lesionar ou obstruir tecidos e érgaos, mas porque, quando em
contato com altas temperaturas, o microplastico € capaz de impulsionar seus efeitos
na fisiologia dos organismos, como demonstrado em pepinos-do mar da espécie
Holothuria cinerascens (lwavalaye et al., 2021), crustaceos (Yin et al., 2022), peixes
(Wooton et al., 2021), e outras. Notando que, os efeitos da toxicidade causada pela

poluicdo de microplasticos na fisiologia de animais aquaticos e semi-terrestres
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podem ser alavancados em decorréncia de variagdes climaticas, incluindo eventos
de heat waves, observar estes efeitos combinados e quais suas consequéncias na
fisiologia das espécies torna-se necessario. Para tanto, neste trabalho, avaliamos o
efeito de temperaturas elevadas referentes as ondas de calor extremas (heat waves)
e microplasticos do tipo tereftalato de polietileno (PET) na fisiologia (metabolismo,
excrecdo e osmorregulacédo) de Leptuca uruguayensis, um caranguejo habitante de

regioes estuarinas.

2. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta, transporte e aclimatacao

Cerca de 44 caranguejos machos foram coletados de maneira aleatéria no
Portinho, situado na Praia Grande, SP (23°59'26.0"S 46°24'19.2"W) e transportados
em caixas contendo agua do local de coleta e aeragdo constante para o Laboratério
de Aquicultura Sustentavel do Instituto de Biociéncias, (UNESP) localizado em Sé&o
Vicente, SP(23°58'16.7"S 46°23'40.4"W). As coletas ocorreram durante o final do
més de junho, em eventos de maré baixa. Para as coletas, utilizamos o método de
escavacgao das tocas dos animais, com auxilio de pas.

Os animais foram aclimatados durante quatro dias visando a reducdo do
estresse causado pelo transporte e manipulagdo. Durante o periodo de aclimatagao,
os caranguejos foram distribuidos em 4 aquarios, com 6 litros em cada, contendo
aeracao, salinidade (30S) e fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro. Os animais foram
mantidos em temperatura ambiente do laboratério, tanto no ar, quanto na agua.
Durante esse periodo, foram alimentados com ragcdo comercial para camarao
(Guabi) com 40% de proteina bruta uma vez ao dia. Foram selecionados 11

individuos para cada experimento (N=11), com peso médio de 157 + 5,58 mg.

3.2 Exposic¢ao dos animais ao microplastico e diferentes temperaturas

Apos o periodo de aclimatagdo os animais foram transferidos para aquarios
contendo 6 litros de agua na mesma salinidade do local de coleta (30 S), sob
aeragao constante e com acesso ao ambiente aéreo por meio de tijolos espalhados
dentro dos aquarios. As temperaturas foram obtidas e controladas com uso do

equipamento full gauge( Mt-512e 2Hp) acoplados a termostatos (Hopar Quartz
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H-386). Cada aquario comportou 11 caranguejos. Os animais foram divididos em

quatro tratamentos:

G1 (controle): temperatura de 27° e 0 mg/L microplastico
G2: temperatura de 27° e 40 mg/L microplastico
G3: temperatura de 31° e 0 mg/L microplastico

G4: temperatura de 31° e 40 mg/L microplastico

Figura 1: Imagem dos tratamentos do experimento, demonstrando que os animais

possuiam acesso ao ambiente aéreo.

O periodo experimental foi de 10 dias e o microplastico utilizado foi o
polietileno tereftalato (PET) (Polysciences, Inc). A dgua dos aquarios foi filtrada em
uma bomba a vacuo de ar comprimido (Prismatec). Durante esse periodo os animais
foram alimentados com ragdo comercial para camarao (Guabi, 40% de proteina
bruta) uma vez ao dia. A temperatura escolhida para a exposi¢ao dos animais foi
baseada em amostragens vistas em campo dura, durante eventos de ondas de calor,
e de dados do IPCC (2023). As concentragcdes de microplastico escolhidas foram

baseadas em concentragbes que sdo encontradas na natureza (Yu Ping et al., 2018)
3.3 Analises Fisiologicas
A) Avaliagao da Taxa de Mortalidade

A sobrevivéncia dos animais foi verificada durante os 10 dias subsequentes

do experimento, duas vezes ao dia, entre 08:00 e 18:00. O critério para a taxa de

mortalidade seguiu a metodologia de Cowles e Bogert (2006) onde um caranguejo
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seria considerado morto caso nao conseguisse se endireitar durante 30 segundos
apd6s ser virado de cabeca para baixo, ou permanecesse imoével apds uma

perturbagdo com o uso de pingas.

B) Avaliagcao do Consumo de Oxigénio

Ao final de 10 dias de exposicdo, os animais foram colocados individualmente
em camaras respirométricas contendo 50 mL de agua na mesma temperatura e
salinidade do tratamento, e entdo, submetidos a um periodo de aclimatagcéo de 30
minutos com aeracao constante, visando reduzir o estresse causado pelo manejo.
Esse é o periodo suficiente de aclimatacdo a camara a fim de que o consumo de
oxigénio e excregcdo de ambnia ndo sejam alterados devido ao estresse de
manipulagdo (Vianna et al., 2020). Apds este periodo, a aeragao foi removida e o
oxigénio foi medido com auxilio de um oximetro (monitor e probe YSI, modelos 53 e
5905, respectivamente) e entdo, as camaras foram seladas. Apdés 4 horas a
concentracédo de oxigénio foi medida novamente, e entdo, o consumo de oxigénio foi
avaliado pela relagao inicial e final dos valores obtidos, de acordo com a seguinte
formula: TR = {[(Co - Cf). V/AT] - fiMS

Onde,

TR: taxa respirométrica (ug O,/ mg MS/h)

Co: concentracéo inicial de oxigénio na camara (ml O, /1)

Cf: concentracao final de oxigénio na camara (ml O, /I)

V: volume da camara respirométrica (L)

AT: duracao do experimento (h)

f: alteragcdo na concentragao de oxigénio nas camaras controles

MS: massa seca do animal (mg)

C) Analise de Excre¢cao de Aménia

A excregdo de ambnia foi avaliada pelo método de colorimetria (Koroleff,
1983), em amostras de agua obtidas das camaras respirométricas (~50 mL) ao final
dos experimentos de consumo de oxigénio mencionados acima. A analise da
concentracdo de aménia total foi conduzida pela comparacado dos resultados entre
as amostras e a camara de controle, que nao contém nenhum animal. A
quantificacdo da concentracdo de amobnia foi realizada utilizando a técnica

colorimétrica descrita por Koroleff (1983).
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O consumo de oxigénio e a excregao de amdnia total foram apresentados em
termos de taxas individuais, expressas em gramas por individuo por hora (g ind" h
1), e em termos de massa seca especifica, que é a quantidade de miligramas por
grama de peso seco por hora (mg g™ peso seco h™).

Posteriormente,os animais foram eutanasiados em gelo. Foram retiradas as
branquias e o hepatopancreas para futuras analises histologicas e enzimaticas e, em
seguida, foram pesados e mantidos em estufa a 60°C por 48 horas. Foram entédo

pesados novamente, para obtengao do peso seco.

D) indice hepatossomatico

O hepatopancreas dos caranguejos foi dissecado e pesado, colocado em
estufa a 60°C durante 48h e pesado novamente. O restante do corpo também foi

secado e pesado. O indice hepatossomatico (IHS) foi avaliado pela formula abaixo:

IHS = (peso do érgéo seco) / (peso seco do animal) x 100

E) Hidratagao do tecido

Os valores de hidratacao tecidual dos animais referem-se ao musculo retirado
do quelipodo maior dos animais. Uma por¢ao foi dissecada com auxilio de pingas
histolégicas e colocada em papel aluminio pesado previamente. Posteriormente, o
excesso de umidade do musculo removido foi retirado com papel absorvente, e a
amostra foi pesada em uma balanca de precisao (Bel engineering, modelo: S2202H).
As amostras foram secas em estufa por 48 h, a 60°C, e entdo, foram pesadas
novamente. A diferenca entre o peso umido e seco correspondeu a hidratacao

tecidual (em percentual).

F) Analise de osmolalidade da hemolinfa e capacidade osmorregulatéria
ApoOs a eutanasia por congelamento, com auxilio de seringas de insulina,

foram retirados cerca 20 yl de hemolinfa da base do quelipodo de L. uruguayensis. A

osmolalidade da hemolinfa foi medida em amostras de 10 pyl em um
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micro-osmémetro de pressado a vapor (Wescor, Modelo 5500). Os resultados sao

apresentados em mOsm/Kg agua.

4.4 Analise estatistica

Os efeitos da temperatura e do microplastico na fisiologia foram avaliados por
uma ANOVA de 2 fatores (temperatura e concentragdo de microplastico). Para
localizar as médias estatisticamente diferentes foi utilizado o teste de médias
multiplas de Student Newman-Keuls (SNK). Optando por um nivel de significancia
minimo de p < 0,05, as analises foram conduzidas utilizando o software Sigmastat
3.5. A apresentagdo das figuras foi elaborada com base nos dados integrados ao

programa Graphpad, mantendo o nivel de significancia estipulado em P < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Mortalidade

N&o houve nenhuma mortalidade dos animais durante os 10 dias do
experimento, em nenhum dos tratamentos.

3.2 Consumo de Oxigénio

O consumo de oxigénio em L. uruguayensis nao apresentou alteragcbes com
diferencas estatisticas significativas em nenhum dos tratamentos aos quais os

animais estavam expostos (Figura 1).

Concentragao de microplastico
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Figura 1: Consumo de oxigénio (ug mg”' massa seca h™') de Leptuca uruguayensis
mantidos em diferentes temperaturas (27° e 31°) e concentragdo de microplastico (0
e 40 mg/L). Letras maiusculas indicam diferengas estatisticas entre os animais
mantidos na mesma temperatura. Letras minusculas diferentes indicam diferencas
entre animais mantidos em diferentes temperaturas e mesma concentracdo de

microplastico.

3.3 Excre¢ao de Aménia

Embora em animais expostos a 31°C exista uma tendéncia a reducéo da
excrecao nitrogenada apos a exposicdo ao microplastico (Figura 2), essa diferenca
nao foi confirmada estatisticamente. Entretanto, ao comparar apenas os animais
expostos ao microplastico, observou-se uma reducdo de 83% na excrecao

nitrogenada em 31 °C.
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Figura 2: Excrecdo de amonia (ng mg’' massa seca h™') de Leptuca uruguayensis
mantidos em diferentes temperaturas (27 e 31°) e concentragdo de microplastico (0
e 40 mg/L). Letras maiusculas indicam diferengas estatisticas entre os animais
mantidos na mesma temperatura. Letras minusculas diferentes indicam diferengas
entre animais mantidos em diferentes temperaturas e mesma concentracdo de

microplastico.
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3.4 indice hepatossomatico, hidratagio do tecido e osmolalidade da hemolinfa

Em animais expostos a 31°C o indice hepatossomatico sofreu reducido de
aproximadamente 50% (Tabela 1). Embora o grau de hidratagdo do tecido muscular
nao tenha apresentado diferengas, a osmolalidade da hemolinfa aumentou no
tratamento em que foram expostas a heat waves (31°C) e microplasticos (40 mg/L),
0 que os aproximou da osmoconformidade e perda da capacidade osmorregulatoria.
Nos animais mantidos a 31°C sem a presenca do microplastico a capacidade
osmorregulatéria foi de 772,3 + 20,84., passando a 901,3 + 20,84 apds exposi¢cao ao

poluente.

Tabela 1: indice hepatossomatico, osmolalidade da hemolinfa (mOsm/kg agua) e
grau de hidratacdo (%) do tecido muscular de Leptuca uruguayensis exposta a
diferentes concentragcdes de microplastico e temperaturas por 10 dias. Os dados sao

apresentados como Média * Erro Padrao.

27°C 31°C
0 mg/L 40 mg/L 0 mg/L 40 mg/L
indice Hepatossomatico 1,7+0,3% 2,4 +0,3% 2,1+0,2% 1,0 £ 0,38
Hidratagao 76,3 + 3,27 67,1 + 3,77 70,4 + 3,27 73,8 +2,8%
Osmolalidade 874 + 25,52 Aa 824,7 £ 20,84 *2 772,3 +£20,84* 901,3 + 20,848

Osmolalidade da agua (30S): 930 mOsm/Kg agua. Letras maiusculas indicam
diferengas estatisticas entre os animais mantidos na mesma temperatura. Letras
minusculas diferentes indicam diferencas entre animais mantidos em diferentes

temperaturas e mesma concentragado de microplastico.

4. DISCUSSAO

A poluicdo por microplasticos e as alteragdes climaticas tém sido importante
objeto de estudo, devido ao crescente risco que oferecem para as mais diversas

esferas biologicas (Sunil et al., 2024). Aqui nés verificamos que os microplasticos
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afetam a fisiologia de L. uruguayensis principalmente quando os animais sao
expostos a temperatura de 31°C. Dentre os mecanismos afetados estdo o
metabolismo, a excreg¢ao nitrogenada, o indice hepatossomatico e a osmolalidade da
hemolinfa, parametros importantes relacionados a energética e distribuicdo das

especies na natureza.

Mortalidade de L. uruguayensis

Leptuca uruguayensis € uma espécie estuarina que enfrenta diferentes
alteracbes abidticas em seu habitat natural. Apesar de verificarmos alteragdes em
varios parametros fisioldgicos apds exposi¢do ao microplastico e/ou temperatura,
nao foram registradas mortes durante os 10 dias do experimento. Visto que a regido
de coleta constitui ambientes degradados por agdes antropicas, podemos hipotetizar
que os animais coletados ja possuissem alguma adaptagdo para lidar com os
agentes estressores aos quais foram submetidos. Em relagdo a exposi¢cdo a
microplasticos, alguns dados semelhantes foram encontrados por Pichardo-Casales
et al., (2024), que demonstraram que a exposigao por 56 dias ao microplastico do
tipo Polietleno ndo causou mortalidade em Minuca rapax, um caranguejo
chama-maré também habitante de manguezais. Os autores teorizaram que a baixa
mortalidade pode ser explicada devido a rapidez com que as particulas do
contaminante eram eliminadas nas fezes e no exoesqueleto durante a ecdise, ainda
que houvesse danos ao sistema digestorio. Outros estudos apontam que o
microplastico por si, também n&o causou a mortalidade em diferentes crustaceos,
como demonstram Brennecke et al., (2015) com o caranguejo M. rapax, Villegas et
al., em 2022, utilizando o crustaceo Minuca equadoriensis e Capparelli et al., (2023)
com o caranguejo Minuca vocator.

Os efeitos de ondas de calor também podem afetar os organismos em varios
niveis da organizagdo bioldégica incluindo a desnaturagdao proteica (Mora et al.,
2001). Neste trabalho, ndo foram obtidas mortalidades de L. uruguayensis nos
tratamentos expostos as ondas de calor. Dados semelhantes foram observados no
estudo de Madeira et al.,, (2018), em que os crustaceos costeiros expostos aos
efeitos de heat waves nao apresentaram mortalidades. Siegle et al., (2022) também
observou que o copépodo Tigriopus californicus quando exposto aos efeitos das
heat waves também n&o apresentaram mortalidades, no entanto, os autores

ressaltaram a gravidade dos impactos subletais que as ondas de calor possuiam
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sobre a fisiologia dos animais, uma vez que obtiveram como resultado uma menor
reprodugao, com menos nauplios por ninhada. Desta maneira, € possivel inferir que,
mesmo com a auséncia de mortalidades, as ondas de calor e a presenca de
microplasticos causam impactos na fisiologia dos crustaceos, ainda que nao ocorra a

mortalidade por si.

Consumo de oxigénio e excregao de amodnia

Microplasticos e elevadas temperaturas podem afetar o metabolismo de
crustaceos (Vianna et al., 2020; Zhang et al., 2023). O metabolismo é caracterizado
como o conjunto total de reagdes que ocorrem no corpo de um organismo, onde a
energia resultante € armazenada em formado de adenosina trifosfato (ATP), que é
utilizada para a manutencao de diversos processos fisioldgicos dos organismos (De
Nava e Raja., 2022). A taxa metabdlica dos animais pode ser inferida por meio do
consumo de oxigénio, este que, em resposta a situagdes estressoras, pode ser

alterado, aumentando ou reduzindo a sua de consumo (Ramaglia et al., 2018).

Neste trabalho, ndo observamos alteracbes estatisticas no consumo de
oxigénio de L. uruguayensis em nenhum dos tratamentos aos quais estavam
expostos. A taxa metabdlica dos animais foi mensurada simulando um ambiente de
maré alta, logo, os animais encontravam-se submersos. Sao escassos os trabalhos
que abordam mecanismos de ajuste das taxas metabodlicas de caranguejos com
respiragdo bimodal (Vianna et al., 2018). Em seu estudo, Henry (1994) aponta que
os crustaceos que possuem respiracdo aérea facultativa apresentam facilidade em
manter a captagao de oxigénio de maneira eficiente fora do ambiente aquatico por
curtos periodos de tempo, no entanto, conforme a exposi¢cao ao ar é prolongada, os
animais comecam a consumir seus estoques de hemolinfa. Como observamos que
L. uruguayensis apresentou queda na capacidade osmorregulatéria, podemos inferir
a hipotese de que estes animais, devido estresse causado pelos tratamentos,
direcionaram a energia, outrora disponivel, para processos vitais, como a
manutengdo do metabolismo basal e do consumo de oxigénio, em detrimento da
homeostase osmatica.

A amébnia € um composto altamente toxico excretado pelas branquias dos
organismos aquaticos, cuja origem € proveniente do catabolismo de aminoacidos e

proteinas. Microplastico e temperaturas elevadas podem afetar o metabolismo e a
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ingestao proteica e, consequentemente, a excregao nitrogenada (Vianna et al., 2018;
Zhang et al., 2023. Além disso, alteragdes na osmorregulagdo podem afetar o
catabolismo de aminoacidos livres porque estes sdo usados como efetores
osmoticos (Augusto et al.,, 2007). Aqui ndés observamos que L. uruguayensis
apresentou redugdes na excregdo de amodnia dos tratamentos em que estavam
expostas aos efeitos dos microplasticos e altas temperaturas. Efeitos semelhantes
foram observados em outros crustaceos, em que altas temperaturas induziram uma
menor excrecdo de aménia como Daphnia magna (Nash et al., 2022), Leptuca
uruguayensis e L. leptodactyla (Vianna et al., 2020). E possivel que, além da
possibilidade do microplastico ter danificado o tecido branquial responsavel pela
excregao, a temperatura também tenha sido um fator limitante porque altas
temperaturas impdem desafios fisioldgicos aos organismos, muitas vezes, limitando
suas taxas metabdlicas e, consequentemente, a produgao de residuos metabdlicos
(Lefevre., 2016). Além disso, os animais perderam a capacidade osmorregulatoria
quando expostos ao microplastico e temperatura elevada, o que os torna
osmoconformadores dependentes de aminoacidos livres para a osmorregulagéo. A
literatura tem mostrado que alteragbes ambientais decorrentes de mudangas
climaticas como acidificacdo oceénica (Ramaglia et al., 2018), temperatura elevada
(Principe et al., 2018) e poluentes (Capparelli et al., 2023) podem afetar a
capacidade dos animais osmorregularem. A perda da capacidade osmorregulatoria
de L. uruguayensis exposta ao microplastico e a temperatura de 31°C sugere que
houve uma redugdo da capacidade de secrecdo de ions através das membranas
semi-permedveis, tornando-a uma espécie osmoconformadora. Nesse sentido,
animais osmoconformadores sao dependentes da regulagdo do volume celular para
evitar fluxos de agua e ions em seu corpo e em crustaceos os aminoacidos livres
sao os principais efetores osmoticos deste processo (Augusto et al., 2007; Podblieski
et al., 2022). A perda da capacidade osmorregulatéria implica maior gasto energético
com a regulagdo do volume celular em comparagédo aos animais que possuem
capacidade osmorregulatéria. Portanto, as respostas anteriormente discutidas aqui e
que incluem reducao mais discreta do metabolismo e menor excregcao de amdnia em
animais expostos ao microplastico em 31°C podem estar relacionadas a perda da

capacidade osmorregulatoria de L. uruguayensis.

Osmolalidade e indice hepatossomatico
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Existem lacunas na literatura quanto a influéncia do microplastico na
osmolalidade de crustaceos. Watts., et al (2016) notaram em seu estudo que, no
caranguejo Carcinus maenas, a exposi¢ao ao poliestireno afetou a troca i6nica dos
animais, causando alteragao na osmolalidade da hemolinfa. Capparelli et al., (2023)
verificou o efeito contrario no caranguejo Minuca rapax, em que o microplastico nao
afetou a osmolalidade da hemolinfa dos animais. Uma hipotese que justifica a perda
da capacidade osmorregulatéria de L. uruguayensis € que o microplastico causou
danos nas branquias uma vez que estes 6rgaos sao responsaveis pelo transporte e
balanco de ions (Freire et al., 2008) E provavel que a interacdo entre
temperatura-microplasticos cause efeitos que alteram a fisiologia dos animais, no
entanto, sdo necessarios estudos futuros para uma melhor compreensao desta

relacio.

O hepatopancreas € um 6érgao multifuncional, cujas fungdes dividem-se entre
a absorgao de nutrientes, digestdo intracelular, estocagem de energia e produgao
enzimatica, que pode sofrer com alteragdes ambientais, tais como as alteracdes
climaticas ou a presenca de contaminantes (Roszer, 2014; Ramaglia et al., 2018;
Hauser-Davis et al., 2021). No presente trabalho, L. uruguayensis apresentou
reducbes no indice hepatossomatico nas condicdbes mais desafiadoras, que
envolviam a sinergia entre ondas de calor e microplastico. Em resposta a fatores
estressores, os organismos podem utilizar diversos mecanismos para manter a
homeostase corporal. Entre esses mecanismos, destaca-se a alocagao e o uso de
reservas energéticas para atender as demandas do organismo (Vogt, 2019). Sendo
assim, é provavel que os caranguejos tenham utilizado suas reservas energéticas
estocadas para manter a homeostase (Sokolova, 2013). Redug¢des semelhantes em

temperaturas mais quentes também foram evidenciadas por Vianna (2020).

5. CONCLUSAO

Concluimos que embora os animais ndo apresentem mortalidade quando
expostos ao microplastico e a temperatura elevada, alguns parametros fisiolégicos
sofreram alteragdes. Portanto, visto que os microplasticos constituem um dos
poluentes emergentes de maior preocupagao no ambiente aquatico, nossos
resultados sugerem que seus efeitos podem ser potencializados em temperaturas

elevadas como aquelas de heat waves. Finalmente, destacamos a importancia de
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considerar a interagdo entre multiplos estressores em estudos ecoldgicos e

ambientais.
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