AVA >
AVaVav UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA pIunesp
u nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO” ) qﬁ" Lacg

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

HELLEN SIQUEIRA LEITE

OS EFEITOS DO MICROPLASTICO GLITTER NA FISIOLOGIA DE CRUSTACEOS
MARINHO, DIADROMO E DULCICOLA

SAO VICENTE

2023



AVA

- 4 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Instituto de Biociéncias

Campus do Litoral Paulista

HELLEN SIQUEIRA LEITE

OS EFEITOS DO MICROPLASTICO

GLITTER NA FISIOLOGIA DE

CRUSTACEOS MARINHO, DIADROMO E DULCICOLA

Trabalho de conclusdo de curso apresentado
a UNESP - Campus do Litoral Paulista,
como requisito para obtencdo do titulo de
Bacharel em  Ciéncias  Bioldgicas,

modalidade Biologia Marinha.

Orientadora: Profa. Dra. Alessandra Silva

Augusto

Co-orientadora: Me. Juliana Rodrigues da

Costa

SAO VICENTE

2023

junesp

&r‘*ﬁ IB-CLP



Leite, Héllen Siqueira
L533e Os Efeitos Do Microplastico Glitter Na Fisiologia De Crustaceos
Marinho, Diddromo E Dulcicola / Héllen Siqueira Leite. -- Sdo
Vicente, 2023
43 p.

Trabalho de conclusédo de curso (Bacharelado - Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Biociéncias, S&o Vicente

Orientadora: Alessandra Augusto

Coorientadora: Juliana Rodrigues Da Costa

1. Fisiologia. 2. Contaminantes. 3. Crustaceos. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Biociéncias, Sdo Vicente. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




AGRADECIMENTOS

Agradego aos meus pais, Isana Ribas da Silva Leite e Paulo Siqueira Leite, a minha
madrinha, Ismara Ribas Silva e a minha avé Valdelice Lima Ribas Silva por terem acreditado
em mim e em tudo em que me arriscava entrar, sem ao menos duvidar da minha capacidade.

Obrigada por tudo.

A professora Alessandra por ter me dado todo incentivo para realizar meu projeto,
mesmo durante a pandemia e auxiliando para que a Bolsa FAPESP viesse, na qual veio em
outubro de 2021.

Agradeco imensamente aos amigos do Laboratério de Aquicultura Sustentavel:
Matheus, Beatriz, Lucilly, Ana Carolina e, principalmente, a Andressa, Manu e Juliana por
toda ajuda, companhia, experimentos na pandemia, risadas, discussdes e broncas. Levo vocés

para vida toda dentro do meu coragéo.

Agradeco ao professor Dr. Rafael Mendonca (UNESP — IB/CLP) pela ajuda nas
coletas de M. potiuna, a0 CAUNESP e Setor de Carcinicultura pelo fornecimento de
Macrobrachium amazonicum, a Marina Nautica Cortamar pelo fornecimento de Penaues
vannamei. Ao IB/CLP/UNESP que deu toda a infraestrutura para a realizacdo do trabalho e
também agradeco as meninas da limpeza, principalmente, a Maria e a Nice por manterem o

laboratdrio limpo.

Agradeco a Giovana Gimiliani (USP - IPEN) por identificar a composicdo do glitter,

algo que também foi essencial para a realizacdo do projeto.

Aos amigos de Maua: Giulia, Vitoria, Lucas, Nycollas e Jady, que por mais que nos

vissemos 1 vez ano, nunca deixamos de nos falar e de nos apoiar em tudo.

A FAPESP 2021/08500-9 por financiar meu projeto por 18 meses e, a mim mesmo por
me arriscar a cumprir todos 0os compromissos que me propus a realizar. E acima de tudo, a
Deus que sem ele ndo teria forcas o suficiente para seguir em frente com tudo de ruim e de

bom que aconteceu diante de mim.



1. RESUMO

Os efeitos dos microplasticos na fisiologia das espécies aquaticas de diferentes
gradientes salinicos é uma das grandes preocupacfes atuais, visto que ndo esta claro se
animais possuem vulnerabilidades em diferentes ambientes. Esse trabalho tem como objetivo
avaliar os efeitos desses contaminantes emergentes em uma malha de processos fisioldgicos
de crustaceos que habitam diferentes ambientes: Penaeus vannamei (marinho/estuarino),
Macrobrachium amazonicum (diddromo) e Macrobrachium potiuna (dulcicola). Os animais
foram expostos a diferentes concentragdes de microplastico do tipo glitter (0, 0,4, 4 e 40
mg/L) durante 10 dias. Todos os experimentos foram realizados em salinidades nas quais 0s
animais sdo encontrados na natureza. Em P. vannamei foi avaliado ainda sua capacidade de
recuperar a homeostase apds a transferéncia para a agua livre do glitter. A composicdo do
glitter foi determinada por pirolise acoplada a espectrometria de massa. Os mecanismos
fisiologicos avaliados foram metabolismo, a excrecdo de amdnia, tipo de substrato energético
oxidado, o indice hepatossomatico e a osmolalidade da hemolinfa. Os componentes
identificados na amostra de glitter foram cloreto de hidrogénio, benzeno, tolueno, antraceno e
acrilato de metila. No camardo marinho P. vannamei a concentracdo de glitter e a salinidade
afetaram o consumo de oxigénio, sendo que na dgua mais diluida (20S) o contaminante ndo
apresentou efeito. Em contraste, na espécie diddroma M. amazonicum e na dulcicola M.
potiuna, ocorreram reducdes no consumo de oxigénio (respectivamente, -70% e -20%) em
baixas salinidades. As alteracbes no metabolismo ndo afetaram a capacidade osmorregulatoria
das espécies. A excrecao nitrogenada sofreu alteragdes pontuais em funcdo da salinidade e/ou
presenca do glitter, principalmente em animais expostos a 0,4 mg/L. A presenca do
contaminante causou alteragdes significativas no tipo de substrato energético oxidado por P.
vannamei em 30S (trocou carboidrato por lipidios ou proteinas) e M. potiuna (trocou
carboidrato por proteina), mas ndo afetou M. amazonicum. O indice hepatossomatico de P.
vannamei aumentou (35S) ap0s exposicdo as maiores concentracdes de glitter (4 e 40 mg/L),
mas nas demais espécies ndo observamos alteracfes. Quando avaliamos a capacidade de P.
vannamei recuperar a sua homeoestase ap0s a transferéncia para agua livre de glitter, notamos
gue 0s animais sdo capazes de recuperar 0 metabolismo apds seis dias, mas ndo o indice
hepatossomatico. Concluimos que a presenca do microplastico do tipo glitter afeta aspectos
importantes da fisiologia energética das trés espécies de crustaceos, mas que tais respostas
podem ser dependentes da salinidade. Tal efeito da salinidade pode ter relagdo com a

vulnerabilidade das espécies nos diferentes gradientes salinicos que habitam na natureza.



2. ABSTRACT

The effects of microplastics on the physiology of aquatic species of different salt gradients is
one of the major current concerns, since it is not clear whether animals have vulnerabilities in
different environments. This work aims to evaluate the effects of these emerging
contaminants in a mesh of physiological processes of crustaceans that inhabit different
environments: Penaeus vannamei (marine/estuarine), Macrobrachium amazonicum
(diadromous) and Macrobrachium potiuna (freshwater). The animals were exposed to
different concentrations of glitter microplastic (0, 0.4, 4 and 40 mg/L) for 10 days. All
experiments were performed in salinities in which animals are found in nature. In P.
vannamei was also evaluated its ability to recover homeostasis after transfer to water free of
glitter. The composition of the glitter was determined by pyrolysis coupled to mass
spectrometry. The physiological mechanisms evaluated were metabolism, ammonia excretion,
type of oxidized energetic substrate, hepatosomatic index and hemolymph osmolality. The
components identified in the glitter sample were hydrogen chloride, benzene, toluene,
anthracene and methyl acrylate. In the marine shrimp P. vannamei the concentration of glitter
and salinity affected the oxygen consumption, and in the more diluted water (20S) the
contaminant showed no effect. In contrast, in the diadromous species M. amazonicum and in
the freshwater M. potiuna, there were reductions in oxygen consumption (-70% and -20%) in
low salinities. The changes in metabolism did not affect the osmoregulatory capacity of the
species. Nitrogen excretion suffered occasional changes as a function of salinity and/ or
presence of glitter, especially in animals exposed to 0.4 mg/ L. The presence of the
contaminant caused significant changes in the type of oxidized energy substrate by P.
vannamei in 30S (exchanged carbohydrate for lipids or proteins) and M. potiuna (exchanged
carbohydrate for protein), but did not affect M. amazonicum. The hepatosomatic index of P.
vannamei increased (35S) after exposure to higher concentrations of glitter (4 and 40 mg/L),
but in the other species we did not observe changes. When we evaluated the ability of P.
vannamei to recover its homestasis after transfer to water free of glitter, we noticed that the
animals are able to recover metabolism after six days, but not the hepatosomatic index. We
conclude that the presence of glitter microplastic affects important aspects of the energy
physiology of the three species of crustaceans, but that such responses may be dependent on
salinity. This effect of salinity may be related to the vulnerability of species in the different

salt gradients that inhabit nature



3. INTRODUCAO

O plastico é um dos principais poluentes do ambiente marinho, uma vez que sua taxa
de deposicdo nos mares acelerou muito nas Gltimas décadas (MOORE et al., 2008). O lixo
marinho é composto principalmente por é plastico, podendo atingir até 95% em algumas areas
(MOORE et al., 2008). Existem cerca de 20 grupos diferentes de plasticos encontrados pelo
mundo, todos sendo materiais muito versateis, baratos, leves, fortes, duraveis, resistentes a
corrosao, além de possuirem propriedades de isolamento térmico e elétrico (THOMPSON et
al., 2009), como por exemplo o PVC (policloreto de vinila) que é obtido a partir de 56,8% de
cloro, proveniente do cloreto de sodio, e 43,2% de insumos provenientes de fontes ndo
renovaveis, como o petroleo e o gas natural (RODOLFO JR E MEI, 2007). Além de ser
necessaria a adicdo de aditivos a resina de PVC (RODOLFO JR E MEI, 2007), como o
antraceno. Assim, a utilizacdo desses polimeros plasticos tem crescido de forma exponencial
nas ultimas décadas, visto que a populacdo mundial também esta aumentando e 0 consumo e
producdo de plastico € vantajoso e mais barato para atender a demanda mundial, porém 50%
desse material é utilizado apenas uma vez (GALLOWAY et al., 2017). No ambiente aquético,
0 seu processo de degradacdo é mais lento, pois os residuos plasticos flutuantes sofrem
diferentes tipos de degradacdo na presenca da luz solar. Visto que, o espectro visivel no
ambiente aquatico facilita a degradacdo térmica, enquanto a radiacdo infravermelha leva a
oxidacao térmica das cadeias poliméricas e o UV é responsavel pela fotodegradacéo através
do mecanismo de quebra das ligacbes (ABRUSCI ET AL., 2011). Esses processos liberam
fragmentos de plastico com baixo peso molecular, o que pode resultar em pequenas particulas,
conhecidas como mesoplasticos (5—-40 mm), microplasticos (1-5000 pum) e nanoplasticos (1
100 nm) (GALLOWAY et al., 2017). Estudos indicam a presenca de até 236 bilhGes de

toneladas de microplasticos no oceano atualmente (KOELMANS et al., 2019).

Os microplasticos podem ser classificados como primarios ou secundarios (HORTON
et al., 2017). Os microplasticos priméarios sdo pellets derivados de polipropileno, polietileno
ou poliestireno, que é matéria prima plastica comercializada em forma granulos com 5 mm de
diametro, nos quais sdo levados em grandes quantidades ao ambiente marinho, devido a
perdas nas etapas de producdo, transporte ou transformacao, pelos rios, sistemas de esgoto ou
de drenagem de aguas pluviais (EPA, 1992), além de outros compostos quimicos, como
emolientes e corantes. Os microplasticos secundarios sdo constituidos por fragmentos de

particulas maiores de plasticos, como sacolas, garrafas pets, entre outros (IVAR DO SUL,



2014). As principais fontes de contamina¢do ambiental por microplasticos incluem liberacdo
acidental de pellets de plastico, descarte inadequado de itens de pléstico, perda de
equipamentos de pesca, desgaste de pneus, aguas pluviais, estacdes de tratamento de aguas
residuais, microplasticos de cremes dentais e produtos de limpeza de pele, além de fibras
liberadas da lavagem de tecidos sintéticos (AUTA et al., 2017; STOLTE et al., 2015).

Os microplasticos constituem uma classe de contaminantes emergentes preocupantes e
estdo presentes em quase todos 0s ecossistemas aquaticos, incluindo oceanos, rios, aguas
subterraneas e até regides polares e abissais (VIVEKANAND et al., 2021). Os efeitos deste
contaminante emergente na biologia das espécies aquaticas € uma das grandes preocupacdes
atuais. As interacdes entre poluentes e 0s organismos aquaticos podem ocasionar mudancas
estruturais e funcionais, resultando em alteragdes no crescimento (GALLOWAY et al., 2017),
reproducdo, metabolismo (RIOS-FUSTER et al.,, 2021), imunologia (ROCHMAN et al.,
2014), dentre outros efeitos. Um exemplo de microplastico encontrado no ambiente aquatico €
o glitter, muito utilizado em projetos de artesanato e como elemento de decoragéo, no qual é
um agravante a mais da poluicdo por microplastico (TAGG et al., 2019). Trata-se de um
microplastico primario com tamanho que varia entre 0,05 a 0,35 mm e resisténcia de
degradacdo (YU et al., 2018). O glitter € normalmente composto por PVC (policloreto de
vinila) ou PET (politereftalato de etileno) e encontrado em diferentes produtos, como
cosméticos, tintas corporais, esmaltes e artefato de artesanato, os quais sdo utilizados em
todos os paises (TAGG et al., 2019). Tagg et al., (2019) afirmam que o glitter possui grande
potencial para ser considerado um indicador qualitativo de microplastico no meio ambiente.
Entre os maiores problemas dos microplasticos no ambiente aquéatico destacam-se: capacidade
de adsorcao e transporte de contaminantes, como 0s Poluentes Organicos Persistentes (POPs),
contaminantes altamente toxicos, como metais, alteragdes na dinamica do ecossistema,
dispersdo de organismos invasores (RIOS, 2007) e problemas relacionados com a sua

ingestdo acidental.

Estudos anteriores demonstraram que o0 microplastico causa riscos a biota em
diferentes estagios ontogenéticos e em diferentes aspectos da sua biologia (POSSATTO et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2013; ROCHMAN et al., 2014). Cole et al., (2016) demonstraram o
efeito de microesferas de poliestireno na alimentacdo e fertilidade do copépode Calanus
helgolandicus, a exposi¢do causou uma menor producdo de ovos e diminui¢do do processo de
eclosdo, copépodes expostos aos microplasticos alteraram as reservas energéticas ao longo do

tempo, os animais sofreram esgotamento de energia (AUTA ET al., 2017). Em periodos



prolongados de exposi¢do ao microplasticos em N. norvegicus, fogaram os animais a utilizar
0s estoques de energia, primeiro o glicogénio e depois lipidios (BADEN, 1994). As principais
enzimas do metabolismo, principalmente presente na glicélise e ciclo de Krebs, sdo afetadas
pela ingestdo de microplastico em Mytilus galloprovincialis, no qual podem provocar efeitos
adversos que requerem um aumento de producdo de energia para manter a homeostase do
organismo (DETRE E GALLARDO-ESCARATE, 2017). Larvas de ourico do mar
Tripneustes gratilla ndo apresentaram desenvolvimento larval adequado quando expostas ao
microplastico (KAPOSI et al., 2014). Em caranguejos Calanus maenas houveram reducdes no
consumo de alimentos e na disponibilidade de energia para o crescimento da espécie
(WATTS et al., 2015), além de reducdo do sucesso reprodutivo em Calanus helgolandicus
(COLE et al., 2015).

Visto que, os microplasticos costumam causar lesées no tecido branquial (DING et al.,
2018), é possivel que a osmorregulacdo seja afetada e possam ter efeitos diferentes para os
individuos e para as populacdes de forma geral de diferentes gradientes salinicos. Uma vez
dentro do tecido, os aditivos ou os atomos que estdo aderidos na cadeia polimérica do
contaminante, podem causar uma barreira e competir com outros i6ns, como Mg*, Ca?* ou
mesmo com o ATP, alterando o funcionamento das proteinas de transporte como a Na* /K*
ATPase, conhecida como bomba soddio-potassio (EXLEY et al., 1991). A branquia é o
principal 6rgdo de organismos aquaticos de contado direto com 0 meio externo, possui varias
funcbes como osmorregulacdo, respiracdo, trocas gasosas e excrecdo nitrogenada. Alteracdes
na regulacao idnica em um animal submetido a um estressor ambiental pode ter sido causadas
devido a variagcdo de concentracdo dos principais ions plasmaticos (EXLEY et al., 1991). Em
virtude das branquias participarem de funcdes primordiais dentro do organismo, as mudancas
na qualidade da agua podem alterar todos os processos bioquimicos e fisiologicos. Pois, a
alteracdo do principal 6rgdo osmorregulador em animais aquaticos esta diretamente ligado a
sua regulacdo ibnica (WILCOX E DIETZ, 1998). Alguns contaminantes, como o
microplastico, causam efeitos diretos no tecido branquial, mas a resposta pode ocorrer por
causa de um mecanismo de defesa ou compensatorio do organismo (MACHADO, 1999). Han
et al., (2021), verificaram alteracbes comportamentais, fisiologicas e imunoldgicas em P.

vannamei exposto a 1,3 mg/l de microplastico durante 2 horas.

Os estudos sobre os efeitos dos microplasticos na biologia das espécies aquaticas sao
recentes. No entanto, uma das principais respostas que se busca é sobre seus efeitos nas

espécies habitantes de diferentes gradientes salinicos. Nesse sentido, devido ao seu estilo de



vida bent6nico e estratégias de alimentacdo diversificadas, os crustdceos decapodes tém sido
amplamente utilizados como modelos em estudos de ecotoxicologia (WALKINSHAW, et al.,
2020). Os crustaceos tém um papel importante no funcionamento dos ecossistemas costeiros e
teias alimentares marinhas, além de serem importantes para a pesca e aquicultura (BONDAD-
REANTASO et al.,, 2012). Nesse sentido, ainda ndo se sabe se as espécies marinhas,
estuarinas ou dulcicolas possuem diferentes graus de resiliéncia em funcdo do ambiente que
habitam. No entanto, decapodes constituem um grupo chave para estudos comparativos entre
diferentes ambientes visto que habitam desde a agua salobra e marinha até a agua doce.
Adicionalmente, algumas espécies sdo diddromas, migrando entre a &gua doce e salobra como
parte do seu ciclo de vida (AUGUSTO et al., 2007).

No presente trabalho nds usamos como modelo camardes que ocupam diferentes
gradientes salinicos na natureza: o camardo marinho Penaeus vannamei, o camardo diadromo
Macrobrachium amazonicum e o dulcicola Macrobrachium potiuna. O camardo marinho P.
vannamei & um organismo interessante para avaliar os efeitos de contaminantes devido a sua
ampla distribuicdo nos ambientes costeiros e estuarinos, importancia ecoloégica nas teias
alimentares e na ciclagem biogeoquimica, capacidade de bioacumular (LIU et al., 2007,
VALDEZ et al., 2008). Além disso, Penaeus vannamei € o camardo marinho mais cultivado
no mundo, sendo nativo da regido do Oceano Pacifico Oriental, ocorrendo desde o México até
0 Peru. Sua producdo mundial registrou 5.446.216 toneladas em 2020, equivalente a
aproximadamente 77% da producéo total de camardo mundial, sendo uma espécie com alto
valor nutricional e sabor atraente (FAO, 2020). Portanto, além de afetar a biodiversidade, o
microplastico pode afetar a producdo de alimento. Macrobrachium amazonicum é uma
espécie endémica da Ameérica do Sul, ocorrendo na Venezuela, Colémbia, Suriname, Guiana,
Guiana Francesa, Peru, Bolivia, Paraguai, Equador, Argentina e Brasil (PILEGGI et al.,
2013). Trata-se de uma espécie diadroma que depende da agua salobra para completar seu
ciclo de vida (COLLART, 1993) e com importancia econdmica para a pesca e aquicultura
(MACIEL & VALENTI, 2009; MORAES-VALENTI & VALENTI, 2007). Macrobrachium
potiuna é um camardo endémico da fauna brasileira e que ocorre desde o Espirito Santo ao
Rio Grande do Sul (MULLER et al.,1991), é uma espécie exclusiva de agua doce. A espécie
possui interesse comercial porque é frequentemente encontrada em lojas de aquarismo
(MULLER et al., 1991).

O presente trabalho teve como objetivo comparar os efeitos de diferentes

concentragdes do microplastico glitter na fisiologia de crustaceos que habitam desde a &gua
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doce até o ambiente marinho. Como os camarfes habitam diferentes gradientes salinicos,
todos foram mantidos nas salinidades em que sdo encontrados na natureza. Além disso, foi
avaliada a capacidade de P. vannamei recuperar sua homeostase fisiologica apés a

transferéncia para um ambiente livre de microplastico do tipo glitter.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coletas dos Crustaceos e Manutengdo dos Animais em Laboratdrio

O camar@o marinho P. vannamei (cerca de 4,5 gramas) foi coletado em fazendas de
camardo marinho no estado de Santa Catarina (26°12'32.3"S 48°44'23.7"W). Adultos dos
camardes M. potiuna (cerca de 0,5 gramas) e M. amazonicum (cerca de 1,5 gramas) foram
coletados, respectivamente, em rios de Itanhaém, SP (24°10°09.4”S 46°56°35.7”W) e nos
viveiros de carcinicultura do Centro de Aquicultura da UNESP/CAUNESP em Jaboticabal,
SP (21°14°19”S 48°17°36”W). Todos os animais foram transportados em caixas de
polipropileno contendo &gua do local de coleta e aeracdo para o Laboratorio de Aquicultura
Sustentavel do Instituto de Biociéncias, campus da UNESP, em Sao Vicente, SP (23° 58°27”’S
46° 23°40”W).

Os animais foram aclimatados as condicGes laboratoriais durante trés dias antes de
iniciar os experimentos. Durante esse periodo foram mantidos em aquarios individuais,
contendo um individuo por aquério, alimentados com racdo comercial para camardo (Guabi)
contendo 35% de Proteina Bruta e fotoperiodo controlado de 12h luz:12h escuro e
temperatura de 25°C. Macrobrachium amazonicum e M. potiuna foram mantidos em agua
doce, contendo 3L e 500ml de agua, e P. vannamei foram aclimatados nas respectivas
salinidades nas quais ficaram durante o experimento (20S, 30S e 35S), contendo 4L de agua

em cada aquéario. Foram realizados coletas pelo menos 7 animais (N = 7) em cada tratamento..

4.2 Avaliacdo da Composicdo do Microplastico

As amostras de glitter foram analisadas quanto ao tipo de polimero utilizando
espectrometria de massas por cromatografia em fase gasosa de pirolise (Py-GC/MS) segundo
metodologias adaptadas de Gimiliani et al. (2020) no Instituto de Pesquisas Energéticas e

Nucleares da Universidade de S&o Paulo (IPEN/USP). Cerca de 0,2 mg de amostra foram
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transferidos para o0 amostrador do pirélito com uma espétula de ago inoxidavel para o copo de
amostra no sistema Py-GC/MS. No sistema GC, a temperatura da coluna iniciou-se a 40°C
por 2 min e atingiu 295°C com uma taxa de aquecimento de 20°C min-1 por 13 min. A
relagdo massa-carga no sistema MS foi de 25-200 m/z, e o split aplicado foi de 27 com um
impacto de elétrons de 70 eV. Os gases resultantes da queima da amostra foram transferidos
por gas portador de hélio através da coluna Ultra ALLOY-5 (ndo polar), cujas dimensdes
foram de 30 m de comprimento, 0,25 pm de espessura e 0,25 mm de didmetro. Um pyrolyzer
dos laboratérios da fronteira (modelo EGA/PY-3030D) foi usado com uma micro fornalha na
modalidade do Unico tiro, conectada a um sistema de Shimadzu GC/MS (modelo QP5000).
Os gases resultantes da queima foram separados e quantificados utilizando o sistema GC/MS.
Paralelamente a analise da amostra, foi realizada uma analise do cloreto de polivinila padrado
(PVC). Antes de cada analise, uma amostra em branco foi analisada nas mesmas condicdes, a

fim de determinar qualquer interferéncia no tempo de retengdo da amostra.

4.3 Exposicdo dos Animais ao Microplastico e Diferentes Salinidades

Apos o periodo de aclimatacdo as condicdes laboratoriais, 0os animais foram expostos
durante 10 dias a diferentes concentragdes de microplastico glitter (0,4mg/L, 4mg/L e 40
mg/L) e os animais controles permaneceram em agua livre de glitter (0 mg/L). As diferentes
concentracdes de glitter avaliadas aqui foram escolhidas conforme estudos realizados por Ping
(2018) e representam concentracdes reais de microplasticos encontrados no ambiente
aquatico. O glitter utilizado tinha cerca de 0,08 mm e tinha cor branca. As trés espécies
estudadas também foram mantidas em salinidades em que sdo encontradas em seu habitat
natural. Dessa forma, o camardo P. vannamei foi exposto as salinidades de 20, 30 e 35S,
contendo 4L agua em cada aquéario, M. amazonicum foi exposto a agua doce e salobra de 10 e
20S, contendo 3L de 4gua em cada aquéario e M. potiuna apenas a agua doce, contendo 500ml
em cada aquario (FREIRE et al., 2003; AUGUSTO et al., 2007). Os animais foram mantidos
em aquarios individuais. As dguas doce e marinha foram filtradas em uma bomba a vacuo de
ar comprimido (Prismatec) e coleta no Aquéario Municipal de Santos (23° 59' 10.7" S 46° 18'
30.1" O) . As salinidades foram obtidas por meio da diluicdo da agua do mar com agua doce e

conferidas por refratdmetro (AquaOcean).

Nos experimentos em que foi avaliada a capacidade de P. vannamei recuperar sua

homeostase, os animais foram mantidos na salinidade 35 concentragéo de glitter 4 mg/L
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durante 10 dias e na sequéncia transferidos para &gua filtrada livre de microplastico durante
trés, quatro, cinco e seis dias. Apds 0s respectivos periodos, a fisiologia (consumo de
oxigénio, excrecdo de amonia, relacdo O/N, indice hepatossomatico e osmorregulagdo) foi
avaliada.

Durante os experimentos os animais foram mantidos em aquarios individuais sob
aeragdo constante, fotoperiodo de 12h luz:12h escuro e alimentados com ragdo comercial para
camardo (Guabi). Todos os experimentos foram realizados com pelo menos 7 animais (N =

7). Todos os camarfes estavam no estdgio de inter-muda do ciclo de muda.

4.4 Avaliagdo do Consumo de Oxigénio, Excrecdo de Amdnia e Relagdo O/N

Apos 10 dias de exposicdo as diferentes concentragdes de microplastico, os animais
foram colocados individualmente em c&maras respirométricas fechadas (LI et al., 2007;
AUGUSTO et al., 2016; RAMAGLIA et al., 2018) para a medigdo do consumo de oxigénio.
As camaras continham agua com as mesmas salinidades e concentracGes de microplasticos
em que 0s animais estavam nos aquarios. Foram mantidos durante 30 minutos sob aeracdo,
com o intuito de reduzir o estresse ocasionado pela manipulacdo. ApoOs esse periodo, a
concentracdo de oxigénio foi mensurada com o auxilio de um oximetro (monitor e probe YSI,
modelos 53 e 5905, respectivamente). A concentracdo de oxigénio foi medida novamente
apos 3 horas. Camaras respirométricas controle, sem animais, foram mantidas nas mesmas
condicdes experimentais e as variagdes nas concentracdes de oxigénio serdo calculadas pela

diferenca entre os valores obtidos no inicio e no final do experimento.

Apos a determinacdo do consumo de oxigénio, 0s animais presentes em cada camara
respirométrica foram eutanasiados por congelamento, secos em estufa e pesados (massa seca).
O consumo de oxigénio foi expresso como taxa individual (g O? ind? 24h) e em funcdo da
massa seca (g O?> mg MS™? h ). A taxa respirométrica foi avaliada de acordo com formula a

sequir:

TR = {[(Co - Cf). V/AT] - f}MS

Onde,

TR: taxa respirométrica (ug O2/mg MS/h)

Co: concentracdo inicial de oxigénio na camara (ml Oz /1)
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Cf: concentracdo final de oxigénio na camara (ml Oz /1)

V: volume da camara respirométrica (L)

AT: duracédo do experimento (h)

f: alteracdo na concentracdo de oxigénio nas camaras controles
MS: massa seca do animal (mg)

A excrecdo de amonia foi determinada pela colorimetria (KOROLEFF, 1976) em
amostras de agua obtidas das camaras respirométricas ao final dos experimentos citados
acima. Os dados foram apresentados como a soma da amdnia ndo ionizavel (NH3) e ionizavel
(NH4" ), com o consumo de oxigénio, bem como a excrecdo de amonia foram expressos como
taxas individuais (g ind* dia™l) e massa seca especifica (ug mg™? massa seca h™* ). O substrato
energético oxidado foi calculado pela relacdo atdomica O:N dividindo-se o oxigénio
consumido (mol) pela amonia excretada (mol) (MAYZAUD & CONOVER, 1988). A relacéo
atdbmica O:N é utilizada para indicar o tipo de substrato energético que o animal esta
consumindo (proteina, carboidrato ou lipidio). Taxas abaixo de sete indicam o uso de
proteinas, taxas entre 7 e 24 estdo relacionadas ao uso de carboidratos e taxas acima de 24
indicam o uso predominante de oxidacao de lipidios (MAYZAUD & CONOVER, 1988).

O tipo de substrato energético oxidado que deve predominar nos crustaceos sdo 0s
carboidratos, visto que sua reserva energética € glicogénio, na qual é uma reserva de energia

produzida e armazenada através da transformacdo dos carboidratos em glicose, pelo
hepatopancreas e nos musculos. (HERREID E FULL, 1988; KUCHARSKI E DA SILVA,
1991; VINAGRE E DA SILVA, 1992). O glicogénio armazenado é um substrato de facil
mobilizacdo e disponibilidade rapida durante varios processos fisioldgicos, como: processo de
ecdise, osmorregulacao, crescimento e periodos de jejum (KUCHARSKI E DA SILVA, 1991;
VINAGRE E DA SILVA, 1992).

Macrobrachium potiuna, M. amazonicum e P. vannamei foram eutanasiados em gelo

e 0 hepatopancreas foi retirado para avaliacdo do indice hepatossomatico. Respectivamente,
os corpos dos animais foram pesados e mantidos em estufa a 60°C por 48h e pesados

novamente (peso seco).

4.5 Avaliagdo do Indice Hepatossomatico
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O indice hepatossomatico esta relacionado ao estoque de reservas energéticas oxidadas
durante a producdo de ATP intracelular, o qual pode ser utilizada para atender a demanda

energética em situacdes de estresse (VOGT, 2019).

O indice hepatossomatico foi calculado de acordo com a férmula a seguir: indice

Hepatossomatico = (Peso seco do 6rgao/ peso seco do animal) X 100.

4.6 Avaliacdo da Osmolalidade da Hemolinfa

Apods os animais serem eutanasiados por congelamento, foram retirados cerca de 20 pl
de hemolinfa da regido cefalotérax de P. vannamei, utilizando-se seringa de insulina e agulha
#25-8. A osmolalidade da hemolinfa foi medida em amostras de 10 pl em um micro-
osmdmetro de pressdo a vapor (Wescor, Modelo 5500) na Universidade de S&do Paulo/USP,

campus de Ribeirdo Preto. Os resultados séo apresentados em mOsm/Kg agua.

4.7 Analise Estatistica

O efeito do microplastico e da salinidade sobre a fisiologia dos animais foi avaliado
por ANOVA de dois fatores (concentracbes de glitter e salinidades) seguida pelo teste de
médias mdaltiplas de Student Newman-Keuls (SNK), o qual localiza as médias
estatisticamente diferentes. Essas analises foram realizadas apds as analises das condicdes de
normalidade de distribuicdo e igualdade de variancia, utilizando o programa Sigma Stat e

empregando um nivel minimo de significancia de P = 0,05.

As figuras foram apresentadas através dos dados inseridos no programa Graphpad e,

editadas pelo software Inkscape.

5. RESULTADOS

5.1 Composicdo do Microplastico

Os componentes identificados nas amostras de glitter foram cloreto de hidrogénio,
tolueno, antraceno, acrilato de metila e o benzeno, sendo este Ultimo em maior quantidade na

amostra de glitter (Figura 1).
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Figura 1 Componentes identificados em 0.2 mg de amostra de microplastico do tipo glitter
por pirolise acoplada a espectrometria de massa: HCL: Cloreto de Hidrogénio, B: Benzeno,
MMA: Acrilato de Metila, T Tolueno, AN: Antraceno.

5.2 Consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio no camardo marinho P. vannamei, os efeitos da exposicdo ao
microplastico variaram em funcdo da concentracdo de glitter e da salinidade, sendo que
ocorreram aumentos nas salinidades elevadas de 30S (79%) e 35S (190%) em relacdo ao
controle. Em 20S o glitter ndo afetou o consumo de oxigénio de P. vannamei (Figura 2). No
camardo diddromo M. amazonicum o glitter causou diminuicdo do consumo de oxigénio
apenas em 10S (~70%) em relacdo ao controle (Figura 3). No camardo dulcicola M. potiuna o
consumo de oxigénio diminuiu em todos os animais expostos ao glitter (~20%), independente

da concentracgdo (Figura 4).
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Figura 2: Consumo de oxigénio (ug mg™ massa seca h™') em adultos de Penaeus vannamei,
expostos a diferentes concentragdes de microplastico e salinidades. Letras maiusculas
diferentes indicam diferenca estatistica entre animais expostos a diferentes concentracdes de
microplastico, mas mantidos na mesma salinidade. Letras minusculas diferentes indicam
diferenca estatistica em animais mantidos em salinidades diferentes, mas expostos a mesma

concentragdo de microplastico. (M = SEM, N =7, P <0.05).

M amazonicim

= 5+
= Aa
;En 4 Ba 1 0mg/l
= Ba ;
g 0.4 me/l
5 3- Ba - '
= 40 mg/1
@D gl Ab Ab b
% Ab
o
= 14
r% 0
] T T
10 20
Salinidade

17



Figura 3: Consumo de oxigénio (pg mg™ massa seca h®) em adultos de Macrobrachium
amazonicum expostos a diferentes concentracbes de microplastico e salinidades. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre animais expostos a diferentes
concentragdes de microplastico, mas mantidos na mesma salinidade. Letras minusculas
diferentes indicam diferenca estatistica em animais mantidos em salinidades diferentes, mas

expostos a mesma concentragao de microplastico. (M = SEM, N =7, P <0.05).
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Figura 4: Consumo de oxigénio (ug mg™' massa seca h) em adultos de Macrobrachium
potiuna expostos a diferentes concentragdes de microplastico em agua doce. Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre animais expostos a diferentes

concentracdes de microplastico. (M £ SEM, N =7, P <0.05).

O consumo de oxigénio de P. vannamei mantido em agua controle (sem glitter) foi de
1,6 + 0,5 pg mg? massa seca h?, mas aumentou (170%) apds 10 dias de exposicdo ao
contaminante. Os animais voltaram a ter o mesmo consumo de oxigénio dos animais mantidos
em situagdo controle apenas no 6° dia (2,2 + 0,4 pg mg™ massa seca h?), apés transferéncia

para agua sem glitter (Figura 5).
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Figura 6: Consumo de oxigénio (ng mg™ massa seca h') em adultos Penaeus vannamei
mantidos em agua sem microplastico (controle), expostos a gua contaminada com 4mg/L de
microplastico glitter durante 10 dias e transferidos, posteriormente, para agua livre de
microplastico durante trés, quatro, cinco e seis dias. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca estatistica entre animais expostos a diferentes dias de exposicdo a agua livre de
microplastico glitter (M £ SEM, N =7, P <0.05).

5.3 Excrecdo de Amdnia

A excrecdo de ambnia em P. vannamei € mostrada na Figura 7, a salinidade elevada de
35S causou aumento na excrecdo de aménia quando comparada a salinidades 20 e 30(até
1750%) independentemente da presenca do glitter. Nessa salinidade, o glitter causou aumento
(+120%) na excrecdo nitrogenada nos animais expostos a 0,4 mg/L. De forma geral, em M.
amazonicum a excre¢do nitrogenada aumentou em funcdo da salinidade e oscilou em funcao
da presenca do glitter (Figura 8). Em M. potiuna, a excrecdo de amonia apresentou diferenca

significativa na concentragéo de 0,4mg/L de glitter em aproximadamente 240% (Figura 9).
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Figura 7: Excregdo de amonia (ug mg™ massa seca h™) em adultos de Penaeus vannamei,

expostos a diferentes concentragdes de microplastico e salinidades. Letras maiusculas

diferentes indicam diferenca estatistica entre animais expostos a diferentes concentracdes de

microplastico, mas mantidos na mesma salinidade. Letras minusculas diferentes indicam

diferenca estatistica em animais mantidos em salinidades diferentes, mas expostos a mesma

concentracdo de microplastico. (M = SEM, N =7, P <0.05).
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Figura 8: Excrecdo de amodnia (ug mg? massa seca hl) em adultos de Macrobrachium
amazonicum expostos a diferentes concentracbes de microplastico e salinidades. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre animais expostos a diferentes
concentragbes de microplastico, mas mantidos na mesma salinidade. Letras minudsculas
diferentes indicam diferenca estatistica em animais mantidos em salinidades diferentes, mas

expostos a mesma concentragao de microplastico. (M = SEM, N =7, P <0.05).
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Figura 9: Excre¢do de amodnia (ug mg? massa seca h?) em adultos de Macrobrachium
potiuna expostos a diferentes concentragdes de microplastico em agua doce. Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre animais expostos a diferentes

concentracdes de microplastico (M + SEM, N =7, P <0.05).

A excrecdo de amdnia em P. vannamei mantido em agua controle (sem glitter) foi de
0,62 + 0,1 pg mg™ massa seca h, e ndo houve diferenca na excrecdo de amdnia entre animais
mantidos em situacdo controle (dgua sem microplastico) e com microplastico. As diferencas
ocorreram apenas entre 0s animais expostos ao microplastico e aqueles transferidos para agua

livre do contaminante apds quatro e cinco dias (aumento de aproximadamente 135%).
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Figura 10: Excrecdo de amodnia (ug mg™ massa seca h™') em adultos de Penaeus vannamei
mantidos em agua sem microplastico (controle), anteriormente expostos a agua contaminada
com 4mg/L de microplastico glitter durante 10 dias e transferidos, posteriormente, para agua
livre de microplastico durante trés, quatro, cinco e seis dias. Letras maiusculas diferentes
indicam diferencas entre 0s animais expostos a diferentes condi¢des de exposicdo. (M £ SEM,
N =7,P0,05).

5.4 Tipo de Substrato Energético Oxidado e indice Hepatossomatico

Em P. vannamei o glitter teve efeito no tipo de substrato energético oxidado
principalmente na salinidade de 30S, visto que 0s animais trocaram os carboidratos por
lipidios ou proteinas em funcdo da concentracdo de glitter. Em M. amazonicum o tipo de
substrato energético mudou principalmente em funcdo da salinidade, predominando lipidios
em 10S e carboidratos em 20S. Em M. potiuna a exposicdo ao glittrer provocou a troca de

carboidrato por proteina, independentemente da concentracdo do contaminante.

Em P. vannamei o indice hepatossomatico apresentou oscilagfes em 20S, mas em 35S
aumentou quando os animais foram expostos as maiores concentracdes de glitter (4 e 40

mg/L). A transferéncia desta espécie para agua livre de glitter por até seis dias ndo foi
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suficiente para os animais recuperarem a homeostase perdida. De forma geral, em M.
amazonicum e M. potiuna o indice hepatossométio ndo alterou em fungdo da salinidade ou

glitter na 4gua (Tabelas 3 e 4).

Tabela 1: Indice Hepatossomatico (IHS) e Tipo de substrato energético oxidado (O/N) no

camardo P. vannamei exposto a diferentes concentraces de microplasticos (MP).

Concentragdo THS /N
de MP 208 308 358 208 308 358
Omg/l |51 +£04%43+0,3%82|3,1£03%172+28%C|144+£324C (2,824 p
04mg/l [39=£04%36+03"(37£03%[16,1+3,7%C|259+29L[28+24"P
4mg/l  [48+04™46+03%(59+03147+23%C|31.4+29%L [25+24"P
40mg/l 3,704 51038 510355451 +£28%L|2,1£32P [1,6=29%4P

MP: microplastico. C: carboidrato, P: proteina e L: lipidio. Os valores com as letras
mailsculas diferentes indicam diferencas estatisticas em animais mantidos na mesma
salinidade; valores com letras minusculas diferentes indicam diferencas em animais mantidos

em salinidades diferentes.

Tabela 2: Tipo de substrato energético oxidado (O/N) e Indice hepatossomatico (IHS) do
camardo marinho P. vannamei, expostos a 4 mg/L de glitter durante 10 dias e transferido para

agua livre deste contaminante durante trés, quatro, cinco e seis dias.

Exposicéao IHS O/N
Controle 31+03% 28+24AP
Agua contaminada 59+0,38 25+24AP
3 dias apos transferéncia 43+02°¢ 40+124°P
4 dias ap0s transferéncia 55+0,4 8¢ 33+04AP
5 dias ap0s transferéncia 50+0,2 8¢ 1,2+0,28P
6 dias ap0s transferéncia 47+0,58¢ 36+05AP
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P: proteina. Valores com letras mailsculas diferentes indicam diferengas estatisticas em

animais mantidos em periodo diferente de exposi¢do. (M + SEM, N =7, P 0,05).

Tabela 3: Indice Hepatossomatico (IHS) e Tipo de substrato energético oxidado (O/N) no

camardo M. amazonicum exposto a diferentes concentra¢des de microplasticos (MP).

Concentragio [HS O/N
de MP 108 208 108 208
0 mg/l
484074 57+07% | 1863=114ML | 213+88%(C
0,4 mg/l
48+074 8,0+0,7 5 71,1888 L 132+994C
4 mg/1
6,407 4 47+07% | 81411481 | 4432114%0L
40 mg/l
53+0,7" 544074 65,1 £ 888 188+ 884 C

MP: microplastico. C: carboidrato, P: proteina e L: lipidio. Os valores com as letras

mailsculas diferentes indicam diferencas estatisticas em animais mantidos na mesma

salinidade; valores com letras minusculas diferentes indicam diferencas em animais mantidos

em salinidades diferentes.

Tabela 4: Indice Hepatossomatico (IHS) e Tipo de substrato energético oxidado (O/N) no

camardo M. potiuna mantido em agua doce e exposto a diferentes concentracGes de

microplasticos (MP).

Concentracdo de MP IHS O/IN
0 mg/l 7,7+0,64 21,6 +36°C
0,4 mg/l 76+0,7A 6,1+1,88 P
4 mg/l 76+09A 57+27% P
40 mg/I 72+054 35+148pP

MP: microplastico. P: proteina. Os valores com as letras mailsculas diferentes indicam

diferencas estatisticas em animais expostos a diferentes concentragdes de microplastico.
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5.5 Osmolalidade

A presenca do glitter na agua nao afetou a capacidade osmorregulatoria das espécies,
as quais permaneceram osmorregulando em todas as salinidades e concentragdes do
contaminante. Penaeus vannamei hiperosmorregulou em 20S e passou a hiporregular em
salinidades a partir de 30S, os animais mantidos em 4 mg/L na salinidade 35 houve diferenca
estistica, com um aumento de 107% na osmolalidade da hemolinfa em relag&o ao controle. No
camardo diddromo M. amazonicum mantido em 10S a osmolalidade da hemolinfa aumentou
(cerca de 122%) na presenca do micropléastico. Em M. potuina a osmolalidade da hemolinfa
em &gua doce foi de 392,2 + 19,2 mOsm/kg de agua e a presenca do microplastico na dgua

nao alterou estatisticamente esse valor.

Penaeus vannamei

1000

--+- 0mgl
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—&— 4 mg/l
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300
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Salinidade

Figura 11: Osmolalidade (mOsm/Kg de agua) da hemolinfa dos camardes Penaeus vannamei,
expostos a diferentes concentracdes de glitter. Os valores com as letras mailsculas diferentes
indicam diferencas estatisticas em animais mantidos na mesma salinidade; valores com letras

minusculas diferentes indicam diferencas em animais mantidos em salinidades diferentes.
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Figura 12: Osmolalidade (mOsm/Kg de agua) da hemolinfa dos camarbes Macrobrachium
amazonicum expostos a diferentes concentracGes de glitter. Os valores com as letras
mailsculas diferentes indicam diferencas estatisticas em animais mantidos na mesma
salinidade; valores com letras minusculas diferentes indicam diferencas em animais mantidos

em salinidades diferentes.
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Figura 13: Osmolalidade (mOsm/Kg de agua) da hemolinfa dos camardes Macrobrachium
potiuna expostos a diferentes concentracdes de glitter. Os valores com as letras maidsculas

diferentes indicam diferencas estatisticas em animais mantidos em dgua doce.

A transferéncia para agua livre de microplastico ndo alterou a osmolalidade da
hemolinfa de P. vannamei mesmo apdés seis dias de exposicéo, as quais permaneceram 109%

maiores que nos animais controles (Tabela 5).

Tabela 5: Osmolalidade da hemolinfa no camardo marinho P. vannamei, expostos a 4mg/L
durante 10 dias (agua contaminada) e transferido posteriomente para agua livre de glitter
durante trés, quatro, cinco e seis dias. Animais controles permaneceram em agua livre de

glitter durante todo o periodo experimental.

Exposigéo Osmolalidade
Controle 769,8 + 31,5~

Agua contaminada 836,7 +£8,0°

3 dias apds transferéncia 847,2 + 18,78
4 dias apos transferéncia 836,4 + 11,28
5 dias apds transferéncia 843,4 + 13,38
6 dias apds transferéncia 850,7+ 11,48

Valores com letras maiusculas diferentes indicam diferencas estatisticas em animais mantidos
em periodos de diferente exposi¢do. Osmolalidade da agua de 35S: 1085mOsm/kg agua. (M %
SEM, N =7, P 0,05).

6.DISCUSSAO

Dados recentes da literatura tém mostrado que os microplasticos podem afetar
diferentes aspectos da biologia das espécies aquaticas. Devido a suas caracteristicas que
podem gerar danos fisicos nos tecidos e, além de possuir aditivos prejudiciais ao organismo.
De acordo com Falasco e De Gusmdo (2018), os microplastico podem conter outros
contaminantes quimicos nocivos, com efeitos de desregulacdo enddcrina. Estes incluem
aditivos plasticos, como ftalatos e bisfenol A, cuja ingestdo frequente aumenta o potencial de
toxicidade gastrointestinal, hepatica, reprodutiva e neurotoxicidade nos organismos
(FALASCO E DE GUSMAO, 2018). Na amostra de glitter branco foram identificados

aditivos, nos quais incluem cloreto de hidrogénio, tolueno, antraceno, benzeno e acrilato de
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metila. Esse ultimo, por exemplo, é fortemente irritante e o contato prolongado com os olhos
ou a pele pode causar danos graves. O acrilato de metila é altamente toxico nas vias
gastrointestinais e para as mucosas, mas em contato com pele é moderadamente toxico
(BOYKO E BRYGADYRENKO, 2023). A exposi¢do cronica a esse composto produz lesdes
nos pulmdes, branquias, figado, hepatopancreas e rins em animais experimentais (BOYKO E
BRYGADYRENKO, 2023). Além disso, o acrilato de metila oferece um grande risco de

exploséo quando os seus vapores sdo expostos ao calor.

Um dos nossos objetivos no presente trabalho foi entender se espécies que vivem em
diferentes ambientes salinicos possuem vulnerabilidades diferentes ao microplastico do tipo
glitter presente em todos os cursos de agua. Nesse sentido, notamos que a salinidade é um
fator importante no que tange aos efeitos do glitter na fisiologia das espécies de camardes aqui
avaliadas. Também notamos que o camardo marinho P. vannamei pode recuperar alguns
aspectos da sua fisiologia apos ser transferido da agua contendo glitter para um ambiente livre
do contaminante, embora o indice hepatossomatico, um sinalizador do uso das reservas

energéticas estocadas, ndo se recupera apds seis dias de experimentos.

O metabolismo é um conjunto de reagBes quimicas que ocorrem no organismo. De
forma geral, os crustaceos elevam o consumo de oxigénio diante de situacdes estressantes a
fim de aumentar a obtencdo de energia para 0s mecanismos regulatorios (RAMAGLIA et al.,
2018). Essa resposta pode acontecer em crustaceos expostos a salinidades, temperaturas e pHs
muito diferentes do seu habitat natural, por exemplo (SETIARTO et al., 2004; BIANCHINI et
al., 2008; RAMAGLIA et al.,, 2018). No entanto, em algumas situacdes podem ocorrer
reducdes no consumo de oxigénio devido a ineficiéncia dos mecanismos responsaveis pela
captacdo de oxigénio nas branquias (LANNING et al., 2010). Alguns estudos ja
demonstraram que o metabolismo pode sofrer os efeitos da presenca de microplastico no meio
ambiente (GALLOWAY, 2015; CHAE E AN, 2017; BERGAMI et al., 2017). AlteracGes no
consumo de oxigénio dos crustaceos podem impactar diretamente outros mecanismos
fisiologicos que gastam energia, inclusive a osmorregulacdo, parametro essencial para a
sobrevivéncia das espécies em diferentes gradientes salinicos (CHARMANTIER E SOYEZ,
1994).

No presente trabalho observamos aumentos no consumo de oxigénio quando a espécie
marinha (P. vannamei) foi exposta a salinidades elevadas e em concentragdes mais altas de
glitter (30 ou 35S e 4 mg/L ou 40 mg/L). Os aumentos verificados no consumo de oxigénio

em P. vannamei podem estar relacionados a aumentos do gasto energético a fim de que o
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animal possa lidar com a presenga do microplastico no corpo. Em caranguejos da espécie C.
maenas foi visto que 0 aumento no consumo de oxigénio e na regulacdo de ions (WATTS et
al., 2016). Também observamos redu¢des no consumo de oxigénio quando a espécie diadroma
(M. amazonicum) e a dulcicola (M. potiuna) sdo mantidas em dgua menos salinas e expostas
ao micropléastico. E possivel que as reducbes no consumo de oxigénio verificadas aqui
estejam relacionadas a lesdes branquiais causadas pelo microplastico. Além disso, tais
reducdes no consumo de oxigénio verificadas em M. potiuna e M. amazonicum expostos ao
microplastico também podem estar relacionadas a alteracdes no padrdo de atividade dos
animais e escassez de substrato energético oriundos da alimentagdo. Em algumas espécies
como na espécie de pepino do mar Holothuria cinerascens ocorre reducdo na taxa de ingestao
alimentar devido ao acumulo de microplasticos no tubo digestorio e consequente sensacdo de
saciedade (IWALAYE et al., 2021).

Em Penaeus vannamei, quando exposto a dgua livre de microplastico do tipo glitter ha
recuperacdo do metabolismo apés 6 dias. De acordo com Cerqueira e Fernandes (2002),
técnicas de eliminacdo de um contaminante do ambiente, podem permitir 0 retorno da
homeostase dos animais. Muitas espécies aquaticas conseguem recuperar suas fungdes
fisiologicas apos a transferéncia para um ambiente livre de contaminante. Esse é o caso dos
moluscos bivalves que apos a transferéncia de um ambiente contaminado para um ambiente
livre de contaminante os animais realizam a depuracéo e recuperam suas funcdes metabolicas
e funcionais (DE SOUZA et al., 2021), o tempo pode variar em funcéo da espécie e da sua
fisiologia. Em fazendas marinhas de bivalves de interesse econdmico, essa técnica é bastante
empregada para garantir a remocgédo de impurezas dos animais e evitar intoxicacdo alimentar
pelos consumidores (DE SOUZA et al., 2021). No estudo de Ribeiro et al., (2017) o periodo
de eliminacdo do contaminante de 7 dias ndo parece ser suficiente para a eliminacdo dos
microplasticos de poliestireno em Scrobicularia plana. Durante esse periodo, as branquias de
S. plana aparentam possuir baixa capacidade de eliminacdo de poliestireno, sendo o principal
6rgao de contacto com os microplasticos, enquanto que a glandula digestiva parece eliminar
mais facilmente as microparticulas (RIBEIRO et al., 2017). A técnica também € descrita em
crustaceos como no estudo de Reyes Chavez (2014), em que foi analisado o processo de
acumulacéo e desintoxicacdo de chumbo em Macrobrachium americanum, o hepatoprancreas
e 0 exoesqueleto desenvolveram um acumulo crescente de chumbo durante 6 semanas, mas o

musculo e a hemolinfa desenvolveram um baixo acumulo de chumbo durante as quatro
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primeiras semanas e a desintoxicdo comegou a partir da quinta semana (REYES CHAVEZ,
2014).

Embora as trés espécies de camarbes estudadas aqui tenham sofrido alteracbes no
consumo de oxigénio, a capacidade osmorregulatéria ndo foi afetada e todos se mantiveram
osmorreguladores. A necessidade de manter o volume e a concentragdo dos solutos nos
fluidos do organismo em uma situagéo de estresse implica ao animal manter a osmorregulacéo
adequada para a manutencdo do equilibrio ibnico e osmético, com o intuito de proteger os
tecidos internos contra oscilagdes do meio externo, apresentando custos metabdlicos que
podem refletir no consumo de oxigénio (MANTEL E FARMER, 1983). As reducbes no
consumo de oxigénio em M. potiuna e M. amazonicum ndo afetaram a demanda energética
relacionadas aos mecanismos de absorcdo de sal em agua menos salina. Algumas alteracoes
pontuais foram observadas em P. vannamei e M. amazoniucm. Em M. amazonicum mantido
em 20S, salinidade onde a espécie é hiperosmorreguladora, a exposicdo ao microplastico
provocou um aumento da osmolalidade da hemolinfa. A escassez de informacdes sobre 0s
efeitos dos microplasticos e seus derivados na osmorregulacdo dificulta uma melhor
compreensdo de tais achados, mas os resultados sugerem um aumento dos mecanismos de
absorcdo de ions a partir do meio externo, aumento de substancias que aumentem a pressao
osmotica da hemolinfa e/ou reducéo da permeabilidade a agua. Em P. vannamei, tal aumento
ocorreu apenas na concentracdo de 4 mg/L de microplastico, ocasido em que também foi
verificado aumento do consumo de oxigénio, porém ela ndo retorna a situacao controle (769,8
+ 31,5 mOsm/kg de agua) quando exposta a 6 dias em agua livre de microplastico (850,7 +
11,4 mOsm/kg de agua). Trabalhos futuros deverdo investigar o fluxo de ions atraves das
membranas e a integridade dos epitélios transportadores de ions em espécies expostas ao

microplastico.

Em alguns animais aquaticos como organismos bent6nicos, corais, plancton, peixes e
grandes mamiferos marinhos (SHARMA E CHATTERJEE, 2017) os microplasticos afetam a
taxa de ingestdo, porque esses poluentes se acumulam temporariamente no sistema digestorio
dando a sensacdo de saciedade (IWALAYE et al., 2021). Em outros organismos, a presenca
dos microplasticos pode afetar a absorcdo intestinal de nutrientes. Chae et al., (2019),
observaram que de nanoplasticos alteraram rotas bioquimicas e nutricionais de P. vannanmei,
prejudicando a absorcdo dos alimentos.Murphy e Quinn (2018) observaram que a ingestéo por
microplastico em Hydra attenuata induz malformagdes e reduz a resposta funcional do

organismo, porém sem mortalidade. Tais alteracfes na taxa de ingestdo e absorcdo de

30



nutrientes poderiam causar alteragdes metabolicas relacionadas ao tipo de substrato energético
oxidado nas mitocondrias. De forma geral, no presente trabalho foram verificadas alteracGes
no tipo de substrato energético oxidado pelas trés espécies de camardes. Nesse sentido, P.
vannamei (apenas em 30S) e M. potiuna trocaram 0 substrato energético carboidrato por
proteinas e/ou lipidios em funcdo da presenca do glitter na agua mas M. amazonicum alterou o
tipo de substrato energético principalmente em funcdo da salinidade. Embora as proteinas
sejam relatadas como fator primordial para a construcdo de tecidos, em varias espécies de
crustaceos elas sdo oxidadas para obtencdo de energia. Esse é o0 caso de espécies como 0
lagostin Procambarus clarkii (SILVA-CASTIGLIONI et al., 2015) e M amazonicum
(AUGUSTO E VALENTI, 2016). Por outro lado, a troca por lipidios pode estar associada a

um maior suprimento de energia necessario para 0s mecanismos regulatérios ativos.

A excrecdo de amdnia também pode ser alterada em fungdo de uma alteracdo
metabdlica como, por exemplo, aumentos no catabolismo de aminoacidos que participam da
via neoglicogénica ou devido ao uso de aminoacidos como efetores osmoticos. Aqui nos
observamos que a excrecdo de amdnia sofreu alteracGes pontuais nas trés espécies estudadas,
aumentando principalmente em animais expostos a concentracdo de 0,4 mg/l de
microplastico. Em relacdo P. vannamei, a ambnia ndo foi alterada apds exposicdo ao glitter,
mas no 4° e 5° dia de transferéncia para a dgua sem contaminante, a excre¢cdo aumentou,
retornando no 6° dia. E possivel que P. vannamei tenha aumentado sua taxa de ingestdo
alimentar no 4° e 5° dia de exposicdo a agua livre de glitter (XU et al., 2020). Como uma
energia consideravel é consumida para resistir ao estresse ambiental, 0os organismos aquaticos
devem ajustar seu metabolismo energético para suportar as fungdes metabdlicas normais
(KYEONG et al., 2019).

O hepatopéncreas € o maior 6rgdo metabdlico de armazenamento de nutrientes e
fornecimento de energia, e exerce funcbes vitais para 0s camardes como, por exemplo,
digestdo, absorcdo de nutrientes, reserva e fornecimento de energia para o crescimento,
reproducdo e metabolismo (CHEN, 2020). A reducdo do indice hepatossomatico pode ocorrer
durante periodos em que 0s animais usam o estoque armazenado, no jejum, escassez de
alimentos e reducBes na assimilacdo dos nutrientes. O indice hepatossomatico também é
considerado um indicativo de condicdo metabdlica e, valores baixos pode ser consequéncia de
uma alta demanda de ATP, induzida pela exposi¢cdo a contaminantes, na qual utiliza das
reservas de energia armazenadas como glicogénio hepatico, levando a reducdo do peso do
6rgdo (ARAUJO et al., 2018; MACEDA-VEIGA et al., 2012). Em P. vannamei, ocorreram
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aumentos e reducBes do indice hepatossomatico, principalmente, em animais expostos as
maiores concentracdes de glitter (4 e 40 mg/l). Tal perda da homeostase ndo foi recuperada
apos a transferéncia para a agua livre de microplastico por seis dias. E possivel que o periodo
tenha sido insuficiente para o retorno do tamanho do 6rgao. Para Adams e Ryon (1994), em
ambientes poluidos o aumento do indice hepatossomatico pode estar associado ao aumento da
atividade do 6rgdo, que induz a ocorréncia de hiperplasia e hipertrofia nos hepatdcitos,
elevando o peso do 6rgao. No entanto, ndo pode ser excluida a possibilidade do acumulo de
microplastico e seus derivados no hepatopancreas, 0 que aumentaria sua massa quando

pesado.

7. CONCLUSAO

Podemos concluir que a exposicdo a diferentes concentracfes de microplastico do tipo
glitter afeta diferentes parametros fisiologicos (metabolismo, excrecdo nitrogenada, substrato
energético e osmolalidade) das espécies estudadas e que a salinidade tem um efeito
importante nos efeitos deste poluente. Além disso, o glitter contém outras substancias toxicas
como o acrilato de metila que é um composto quimico volatil, altamente irritante do sistema
gastrointestinal e mucosas. Os dados mostram que P. vannamei, uma espécie encontrada no
ambiente marinho/estuarino, parece sofrer maiores impactos da exposicdo ao microplastico
guanto é mantida em agua mais salina (35S), mas os camarfes M. amazonicum (diddromo) e
M. potiuna (dulcicola) sofrem efeitos dos microplasticos quando mantidos em agua menos
salina. No entanto, P. vannamei consegue recuperar o metabolismo seis dias ap6s a
transferéncia para agua livre de microplastico e o periodo de seis dias foi insuficiente para a
retomada do indice hepatossomatico, um importante 6rgao relacionado como estoque de

energia nos decapodes.
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