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CAPITULO 1-

INTRODUCAO GERAL

Os efeitos da mudanca climatica e dos microplasticos nafisiologia dos
animais de cultivo

RESUMO

A aquicultura é altamente dependente do clima e, portanto, a mudanca climética
€ uma ameaca para a producdo global de alimentos. Simultaneamente a
mudanca climatica as zonas costeiras sofrem outras pressdes antropicas como
poluigdo, construgdo de portos, industrializacdo, atividades recreativas, dentre
outras atividades. Nesse contexto, os plasticos representam cerca de 90% do
lixo marinho. A mudanca climéatica e a poluicdo por microplasticos sdo uma
ameaca ambiental global e podem gerar danos e prejuizos a biodiversidade e a
aquicultura. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar por meio
de duas abordagens uma malha de processos fisiologicos de crustaceos e
moluscos de interesse econdmico, expostos a acidificacdo oceanica e alteracdes
de salinidade previstas pelo IPCC, bem como ao microplastico, um contaminante
emergente. Na primeira abordagem utilizamos do balanco energético como uma
ferramenta para avaliar os efeitos da acidificacdo oceéanica e das variacdes de
salinidade em Penaeus vannamei. O balanco energético descreve como a
energia ingerida é canalizada para os processos fisioldgicos e se mostrou uma
boa ferramenta para a compreenséao do fluxo de energia em espécies sujeitas a
alteracdes climaticas. A segunda abordagem foi investigar os efeitos do
microplastico na fisiologia de moluscos e crustaceos marinhos e/ou estuarinos
mantidos nas salinidades em que s&o encontrados na natureza. Em geral,
nossos resultados mostram que a combinacdo dos fatores causa alteractes
importantes nos parametros fisiolégicos, como metabolismo, excre¢cdo de
amonia, osmorregulacdo, entre outros avaliados e nos atenta ainda mais a
necessidade de medidas mitigatérias para que os organismos e a sociedade

consigam se adaptar a esses novos desafios
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Palavras-chaves: acidificacdo oceanica, salinidade, aquicultura, microplastico,

balanco energético, metabolismo, osmorregulagéo.

ABSTRACT

Aquaculture is highly dependent on the climate and, therefore, climate change is
a threat to global food production. Simultaneously with climate change, coastal
zones suffer from other anthropogenic pressures such as pollution, construction
of ports, industrialization, recreational activities. In this context, plastics account
for about 90% of marine litter. Thus, climate change and microplastic pollution
are a global environmental threat and can cause damage to biodiversity and
aquaculture. Thus, the present study aims to evaluate, through two approaches,
a mesh of physiological processes of crustaceans and molluscs of economic
interest, exposed to ocean acidification and changes in salinity predicted by the
IPCC, as well as to microplastics, an emerging contaminant. In the first approach
we used the energy balance as a tool to evaluate the effects of ocean acidification
and salinity variations in Penaeus vannamei. The energy balance describes how
ingested energy is channeled to physiological processes and has proved to be a
good tool for understanding the flow of energy in species subject to climate
change. The second approach was to investigate the effects of microplastic on
the physiology of marine or estuarine molluscs and crustaceans kept at the
salinities in which they are found in nature. In general, our results show that the
synergy of the factors causes important changes in the evaluated physiological
parameters and highlights the need for mitigation measures so that organisms
and society can adapt to these new challenges.

Key words: ocean acidification, salinity, aquaculture, pollution, energy balance,

metabolism, osmoregulation.
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INTRODUGAO

Este trabalho faz parte de um projeto da Unido Europeia, denominado
Horizon 2020/Aquavitae. Trata-se de um programa de pesquisa e inovacao para
investigar novas espécies, processos e produtos que contribuam para aumentar
a producédo e melhorar a sustentabilidade da aquicultura no Atlantico. Nesse
sentido, um dos objetivos do Horizon/2020 € avaliar os efeitos a¢des antrdpicas,
como mudanca climéatica e polui¢cao, na biologia das espécies com potencial para
a aquicultura no Atlantico. Nessa tese foi avaliada uma malha de processos
fisiolégicos (balanco energético, osmorregulacdo, metabolismo, excrecdo
nitrogenada e tipo de substrato energético oxidado) de crustdceos e moluscos
de interesse econ6mico no Brasil e/ou no mundo expostos em laboratério a
acidificacdo oceanica e alteracdes de salinidade previstas pelo IPCC (2018),

bem como ao microplastico, um contaminante emergente.

Desde 1990 a producdo a aquicultura vem crescendo de forma exponencial,
tornando-se o setor de producdo de alimentos que mais cresce no mundo
(Ahmed et al., 2019; FAO, 2020) e sendo frequentemente elencada como uma
solucéo para atender as crescentes demandas por alimentos deste século (Béné
et al., 2016). Segundo dados da FAO (2022), a participacdo da aquicultura na
producéo global de pescados passara dos atuais 49% para 53% em 2030. No
Brasil a producdo de pescado oriundo da aquicultura se equiparou com o da
pesca em 2018 (Valente et al., 2021). Apesar desse crescimento, existe o desafio
de fornecer proteina de qualidade para cerca de oito bilhdes de pessoas em um
planeta em processos de mudanca climética e com elevados niveis de poluicéo.

A aguicultura é altamente dependente do clima e, portanto, a mudanca
climatica € uma ameaca para a producéo global de alimentos (Myers et al., 2017;
Ahmed et al., 2019). A partir dessa perspectiva, a aquicultura ganha atencéo
académica significativa, sendo incluida nos ultimos relatérios do IPCC (IPCC,
2018; 2022) e o relatdrio de terras do IPCC (IPCC, 2022). Tais relatérios indicam
gue o aquecimento, a acidificagdo dos oceanos, alteracdes na precipitacao,

elevacdo do nivel do mar e aumento na frequéncia de eventos extremos
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causarao efeitos adversos na producédo de alimentos da aquicultura e pesca,

colocando em risco a seguranca alimentar global (IPCC 2022).

As mudancgas climéticas estéo relacionadas ao aumento da liberacdo de
gases de efeito estufa (GEE), como diéxido de carbono (CO2), metano (CHa4) e
oxido nitroso (N20) na atmosfera, associado a queima de combustiveis fosseis
e outras causas antropogénicas (Hall- Spencer and Harvey, 2019; Mikhaylov et
al.,2020). Como consequéncia o ambiente marinho tem experimentado varias
mudancas, incluindo acidificacdo, aumentos dos extremos de temperatura,
aumento do nivel do mar, aumento das inundacdes, intrusdo de agua salgada
em regides de agua doce e salobra, perda da cobertura de geleiras e um
aumento na gravidade e frequéncia de tempestades (Chance, 2019; Cesana et
al., 2021; IPCC, 2022). Espera-se que os efeitos das mudancas climéticas na
producdo aquicola sejam diretos ou indiretos (Reid et al., 2019; Maulu et
al.,2021). Os efeitos diretos influenciam a fisica, a fisiologia e 0 comportamento
dos estoques de peixes, moluscos e crustaceos nos sistemas de producéo (Reid
et al., 2019; Froehlich et al., 2022). Ja os efeitos indiretos podem ser desde
alteracdes da produtividade primaria e secundaria e/ou da estrutura dos
ecossistemas, até diminuicdo nos suprimentos e iNnsuMos essenciais para o
cultivo como: farinha e 6leo de peixe (Adhikari et al., 2018; Khatri-Chhetri et
al.,2020 Maulu et al.,2021). Essas alteracbes podem aumentar os custos da

producao e dos servicos necessarios aos produtores.

Nos ultimos anos, varios estudos tém mostrado os efeitos da mudanca
climatica na biologia de espécies aquéticas (Ramaglia et al., 2018; Strefezza, et
al., 2019; Vianna et al., 2019; Spencer and Harvey, 2019; Vargas et al., 2022).
Na base de dados da Web of Science é possivel encontrar mais de 5000 artigos
relacionados ao tema. No entanto, ainda sdo poucos os trabalhos que avaliam a
combinacao dos efeitos dos estressores climaticos, de acordo com as alteracdes
previstas pelos relatérios do IPCC. Essa avaliagdo € fundamental porque a
exposicdo simultanea pode produzir respostas mais reais e totalmente diferentes

devido a interacdes entre os estressores (Tripp et al., 2022).

Dentre essas alteracdes a acidificacdo oceanica e as variacbes de
salinidade merecem destaque. A escala de pH é definida como logaritmo

negativo da concentracdo de ions de hidrogénio. Isso faz com que pequenas
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mudancas no pH signifiguem grandes mudancas na acidez. Desde o inicio da
era industrial, o pH médio global da dgua do mar diminuiu de 8,2 para 8,1,
correspondendo a um aumento de 30% na acidez (Caldeira and Wickett, 2003;
Jiang et al., 2019; Kwiatkowski et al., 2020). Estima-se que a reducdo do pH
oceénico diminua 0,4 unidades até 2100 e até 0,77 unidades até 2300, isso
corresponderia a um aumento de mais de 150% na acidez da agua do mar
(Newton et al., 2015; Hartin et al., 2016; Findlay and Turley, 2021). O oceano
absorve cerca de um ter¢co do CO2 atmosférico, o que resulta em alteracdes na
quimica da agua, e diminuicdo do pH e reducao na disponibilidade de carbonato
de célcio para os organismos marinhos (IPCC, 2022). Os efeitos da acidificacéo
oceanica geram respostas variadas nos organismos. Enquanto algumas
espécies parecem se adaptar bem, outras apresentam aumento da mortalidade,
alteracbes no crescimento, metabolismo, processos osmorregulatérios,
comportamento, imunidade, entre outros (Ramaglia et al., 2018; Long et al.,
2019; Gravinese et al., 2019a; Ross and Behringer, 2019). A salinidade € um dos
principais fatores ambientais que influenciam a distribuicdo das espécies na
natureza (Whitehead et al., 2011; Uyhelji et al., 2016). Um estudo no manguezal
de Ciénaga Grande de Santa Marta (CGSM), uma das areas de maior
mortalidade de manguezais do mundo, comprovou que a diminuicdo da
salinidade (1993 a 2015), foi a responsavel pela melhora na recuperacéo da area
e aumento da biodiversidade (Jaramillo et al., 2018). A mudanca climatica pode
alterar a salinidade pelo aumento das precipitacdes, do nivel do mar, dos
periodos de estiagem, da intensidade e frequéncia de eventos extremos, entre
outros (Frolicher et al., 2018, IPCC, 2022). Por exemplo, no sul asiatico
(Bangladesh) e no baixo delta do Ganges ja estdo sendo observadas alteracées
na salinidade, devido a invasdo do mar nessas areas (Banerjee et al., 2017,
Chen and Mueller, 2018). O pH e a concentracdo de ions nos organismos
aquaticos, como crustaceos e moluscos sdo controladas por processos
fisiolégicos localizados principalmente nas branquias. Trata-se de 6rgaos
multifuncionais envolvidos também com a excre¢ao nitrogenada e a respiracao
e alteracdes de uma dessas funcdes podem reverberar sobre as demais (Freire
et al., 2008; McNamara et al., 2015).
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Simultaneamente as mudancas climaticas, as zonas costeiras marinhas
sofrem outras pressbes antrépicas como poluicdo, construcdo de portos,
industrializagéo, atividades recreativas, residuos urbanos, derrames de aguas
residuais e até mesmo a aquicultura praticada de forma nao sustentavel
(Galappaththi et al, 2020). Nesse contexto, os plasticos merecem destaque
dentre os contaminantes emergentes, pois representam cerca de 90% do lixo
marinho sendo encontrados desde a superficie até o fundo do mar (Ruiz- Orején
et al., 2019; Behringer and Duermit-Moreau, 2021). A producao global de plastico
atingiu 370 milhdes de toneladas/ano em 2019 e metade dessa producao foi
destinada para uso uUnico, tendo um aumento em sua demanda durante a
pandemia da COVID 19 (Borrelle et al., 2020; Torres e De-la-Torre, 2021). Os
plasticos que vao parar no ambiente acabam sofrendo com processos de
degradacdo e sdo fragmentados em particulas menores devido as condi¢cfes
naturais dos ecossistemas marinhos, como a dindmica das correntes oceénicas,
radiacdo solar, abrasdo e interagbes com embarcacdes e organismos. Essas
particulas menores sdo comumente conhecidas como microplasticos (1 a 5000
Mm) e nanoplasticos (particulas menores que 1 um) (Frias and Nash, 2019).
Trata-se de particulas sélidas sintéticas ou matrizes poliméricas com formas
regulares ou irregulares de origem primaria ou secundaria e insolavel em agua
(Frias and Nash, 2019). Em 2020 foi estimado um total de 24,4 trilhdes de
microplasticos pesando entre 82.000 e 578.000 toneladas flutuando no oceano
(Isobe et al., 2021).

Estudos sobre a poluicdo por micro- e nanoplasticos ainda séo recentes,
mas ja foram encontrados em todos os ecossistemas, até mesmo em lugares
nao habitados como a regido da Antartica (Galloway et al., 2017; Waller, et
al.,2017; Rochman and Hoellein, 2020). Micro- e naoplasticos sdo encontrados
com frequéncia no sistema gastrointestinal e nas branquias de animais
marinhos, sendo associado a diminuicdo da alimentacdo e subsequentes
deficiéncias nutricionais, como na lagosta da Noruega Nephrops norvegicus e no
caranguejo Carcinus maenas (Welden e Cowie, 2016a, 2016b), a alteracdes
genéticas e moleculares no robalo europeu (Dicentrarchus labrax), a danos
histol6gicos nos tecidos branquias e gastrointestinais do camardo Penaeus

vannamei e na truta arco-iris Oncorhynchus mykis, dentre outros (Brennecke, et

20
Caunesp



Doutoranda: Andressa Cristina Ramaglia da Mota Orientadora: Alessandra S. Augusto

al.,2015; Granby et al., 2018; Yu et al. 2018; Hu et al., 2021; Karbalaei et al.,
2021).

A mudanca climatica e a poluigdo por plasticos podem gerar danos e
prejuizos a biodiversidade e a aquicultura, mas estudos que mostrem os efeitos
de tais perturbadores sobre a biologia dos organismos podem gerar dados para
o desenvolvimento de estratégias capazes de reduzir tais danos e/ou permitirem
uma adaptacéo a tais alteracdes no meio ambiente. No Capitulo 2 desta tese
utilizamos do balanco energético como uma ferramenta para avaliar os efeitos
da acidificacdo oceéanica e das variagbes de salinidade em P. vannamei, 0
camardo mais cultivado no mundo. O balanco energético descreve como a
energia ingerida € canalizada para os processos fisiologicos. Ele pode ser
alterado em funcdo de variacbes na demanda energética para mecanismos
ativos e se mostrou uma boa ferramenta para a compreensao do fluxo de energia
em espécies sujeitas a alteracGes climaticas. Esta ferramenta tem sido muito
aplicada em estudos nutricionais refinando assim as técnicas de producéo,
otimizando a dieta, a taxa de alimentacdo e o manejo. Aqui nGs expusemos 0s
animais durante 30 dias aos pHs 8.0 (controle) ou 7.3 (reduzido) e a diferentes
salinidades (20, 25, 30, 35 e 40). Os resultados obtidos mostram que a salinidade
foi um fator importante para a canalizacéo de energia para as diferentes fungdes
fisiolégica e que em nenhuma das situacdes avaliadas ocorreu o crescumento
foi afetado. O camar&do P. vannamei se mostrou um organismo com grande
resiliéncia e adaptabilidade as alteracdes ambientais, utilizando- se estratégias

como o aumento do metabolismo, para a manutencéo da sua homeostase.

No Capitulo 3 nos investigamos os efeitos do micropléstico do tipo PET
(poliestileno) na fisiologia de moluscos e crustdceos marinhos ou estuarinos
(Perna perna, Crassostrea brasiliana, Callinectes danae, Leptuca thayeri e P.
vannamei) mantidos nas salinidades em gque séo encontrados na natureza. De
forma geral, nés queriamos entender se o efeito do microplastico na fisiologia
dos invertebrados é alterado devido a salinidade em gque o animal se encontra.
Isso é especialmente importante porque muitas das espécies estudadas sao
encontradas em salinidades variadas e também porque a mudanca climética e
fendbmenos como o El Nino podem mudar a salinidade da agua devido aos

aumentos do nivel do mar, aumento ou reducdo do regime de chuvas e
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evaporacdo da agua das pocas de maré (Jaramillo et al., 2018). Nossos
resultados mostram que quando os animais s&o expostos a diferentes
salinidades e ao microplastico a combinacdo dos dois fatores causa alteracdes
importantes no consumo de oxigénio, e alteracées pontuais na osmorregulacao,
excrecao nitrogenada e no tipo de substrato energético oxidado. Dentre os
animais expostos ao contaminante, a ostra C. brasiliana foi o organismo que teve
menor alteracao fisiologica, provavelmente devido a estratégias de alimentacéo
seletiva. J& no caranguejo L. thayeri foi observado a maior quantidade de

alteracdes devido a exposicao de microplastico.

Em geral, nossa hipotese é que tanto acidificacdo oceanica assim como
o microplastico terdo efeitos combinados com a variagdo da salinidade,
influenciando diretamente nos processos fisiolégicos dos organismos avaliados.
Isso corrobora com 0 nosso objetivo de estudar esses estressores em conjunto,
uma vez que eles estdo ocorrendo simultaneamente. Além disso, o balanco
energético também se mostrou mais uma ferramenta para auxiliar nos estudos
dos efeitos de alterag6es ambientais na distribuicdo de energia dos organismos.
As informacfes obtidas nos nossos capitulos podem auxiliar no gerenciamento
de riscos e na criacdo de medidas de mitigacdo para que as agéncias de tomada
de decisdo possam formular politicas de mitigacdo para enfrentar essas

ameacas
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CAPITULO 2

O balango energético como uma ferramenta para avaliar os efeitos
combinados entre a acidificagdo oceanica e a variagao de salinidade em

Penaeusvannamei, o camarao-branco-do-pacifico

Revista de referencia: Journal Comparative Biochemistry and Physiology - B
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RESUMO

O balanco energético descreve como a energia ingerida é canalizada para os diferentes processos
fisiologicos e pode ser alterado em funcdo de variagdes na demanda energética dos organismos. Esta
ferramenta tem sido pouco usada na avaliagdo dos impactos ambientais sobre a biologia dos animais
aquaticos. Nosso objetivo foi usa-la para avaliar os efeitos da acidificagdo oceanica e salinidade na
fisiologia de Penaeus vannamei, o camardo marinho mais cultivado no mundo. Os animais foram expostos
durante 30 dias aos pHs 8.0 (controle) ou 7.3 (reduzido) e a diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 ou 40).
Além do balanco energético, avaliamos uma malha de processos fisioldgicos (ingestdo, defecacdo,
crescimento, metabolismo, excrecdo, substrato energético, indice hepatossomatico e osmorregulagdo). A
salinidade possui efeito mais acentuado que o pH na fisiologia de P. vannamei porque alterou quase todos
0s parametros avaliados. Além disso, os efeitos do pH variaram em funcdo da salinidade. Salinidades
maiores que 20 sdo danosas a espécies porque causaram reducdes nas taxas de ingestéo e crescimento, além
de aumento na taxa de defecacdo. Comparando-se os dois pHSs, verificamos que a acidificacdo causou
alteracBes pontuais nas salinidades avaliadas como o aumento na taxa de ingestdo acompanhada por
variagBes no crescimento. Além disso, em pH acidificado o consumo de oxigénio aumentou 60% em
relacdo aos animais mantidos em pH controle, provavelmente devido ao maior gasto com 0s processos de
regulagdo &cido-base. Observamos mudangas no balanco energético em fungdo do pH em que os animais
foram expostos. Nesse sentido, destacamos o aumento da energia canalizada para o metabolismo
(salinidade 20: de 33 para 52%) em animais expostos ao pH acidificado. Concluimos que o balanco
energético é uma boa ferramenta para avaliar os impactos da mudanca climéatica na biologia dos animais e
gue em P. vannamei a salinidade possui um efeito mais acentuado na fisiologia que a acidificacdo oceénica

prevista no IPCC.

Palavras chaves: energética, mudanca climatica, aquicultura, fisiologia, crustaceos.

ABSTRACT

The energy balance describes how the ingested energy is channeled to the different physiological processes

and can be altered due to variations in the energy demand of the organisms. This tool has been little used

30
Caunesp



Doutoranda: Andressa Cristina Ramaglia da Mota Orientadora: Alessandra S. Augusto

in the evaluation of environmental impacts on the biology of aquatic animals. Our objective was to use it
to evaluate the effects of ocean acidification and salinity on the physiology of Penaeus vannamei, the most
cultivated marine shrimp in the world. The animals were exposed for 30 days to pH 8.0 (control) or 7.3
(reduced) and different salinities (20, 25, 30, 35 or 40). In addition to energy balance, we evaluated a
network of physiological processes (ingestion, defecation, growth, metabolism, excretion, energy substrate,
hepatosomatic index and osmoregulation). Salinity has a more pronounced effect than pH on the physiology
of P. vannamei because it altered almost all parameters evaluated. Furthermore, the effects of pH varied as
a function of salinity. Salinities greater than 20 are harmful to the species because they cause reductions in
ingestion and growth rates, in addition to an increase in the defecation rate. Comparing the two pHs, we
found that acidification caused punctual changes such as an increase in the ingestion rate accompanied by
variations in growth. In addition, at acidified pH, oxygen consumption increased by 60% in relation to
animals kept at control pH, probably due to greater expenditure on acid-base regulation processes. We
observed changes in energy balance as a function of the pH at which the animals were exposed. In this
sense, we highlight the increase in energy channeled to metabolism (salinity 20: from 33 to 52%) in animals
exposed to acidic pH. We conclude that the energy balance is a good tool to assess the impacts of climate
change on animal biology and that in P. vannamei salinity has a more pronounced effect on physiology

than ocean acidification predicted by the IPCC.

Keywords: Energetics, climate change, aquaculture, physiology, crustaceans.

1. INTRODUCAO

A energia é definida como a habilidade para produzir trabalho e calor (Letcher & Williamson, 2004).
Os animais a obtém por meio da alimentagdo e seu uso eficiente é um requisito essencial e limitante para a
existéncia bem-sucedida das espécies (Coelho et al. 2019; Sokolova 2021). Nesse sentido, o balango
energético de uma espécie descreve a forma como os individuos obtém energia dos alimentos e a utilizam
para processos fisioldgicos relacionados ao crescimento, metabolismo, excrecdo, fezes e no caso dos
artrépodes, no processo de muda (Levine and Sulkin, 1979; Lemos and Phan, 2001; Mantoan et al.2021).
O balango energético dos organismos é uma ferramenta que tem sido muito aplicada as espécies cultivadas

e, principalmente, em estudos nutricionais porque ele ajuda a entender como a dieta modula 0s mecanismos
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fisiologicos refinando assim as técnicas de producéo, a taxa de alimentacdo e 0 manejo (Du and Niu 2002;
Zhang et al. 2011; Augusto et al. 2020; Donohue et al.2021). Entretanto, varios outros fatores podem alterar
a canalizacdo da energia para as diferentes fungGes fisiologicas. Dentre esses fatores destacam-se a
ontogénese, estagio reprodutivo, temperatura, salinidade, pH,dentre outros (Feng et al. 2008; Hu et al. 2011,
Sui et al. 2016; Xue et al. 2021; Mantoan et al. 2021). Portanto,0 balango energético pode ser uma
ferramenta importante para avaliar os efeitos de alteragdes do meio ambiente como mudanca climatica
(Melzner et al.2020; Becker and McCluney, 2021), fenémenos naturais como EI Nino,contaminagdes por
metais (Louis et al.2019; Vlaeminck et al. 2021), microplasticos (Shang et al 2021; Sui et al. 2022) e outros
contaminantes (Verheyen and Stoks 2020) na biologia dos animais. Poucos autores tém usado o balango
energetico nesse sentido e a maioria dos trabalhos publicados quantificou apenas uma parte dos sistemas
fisiol6gicos que recebem a energia ingerida e inferem sobre os demais sistemas (Castafio-Sanchez et
al.2020; Vianna et al. 2020; Jiang and McGaw, 2023).

No que tange & mudanca climatica, uma das principais preocupagdes é entender como a acidificagao
oceanica afetara as espécies, populac@es e ecossistemas nas proximas décadas (Talbot et al. 2019; Hsieh et
al.2021). A acidificacdo oceénica se deve a uma maior absor¢do de CO, pelos oceanos 0 que causa reducéo
do pH da &gua (Hall-Spencer and Harvey 2019; Figuerola et al. 2021). Somado a isso, 0 aquecimento da
atmosfera e dos oceanos (IPCC 2022) esté alterando os regimes de chuvas e o nivel do mar o que pode
influenciar a salinidade dos ambientes costeiros. Tais alteracdes de salinidade podem causar extremos hipo
ou hiper salinos e impor aos organismos novos desafios osmaticos (Miller et al. 2014). De acordo com as
previsdes 0s mares mais proximos a linha do Equador terdo um aumento na salinidade, enquanto que as
regifes mais proximas aos Pélos a salinidade tende reduzir (Frankignoul et al.2009). Tanto o pH quanto a
salinidade podem afetar os mecanismos de regulagdo acido-base (Shui et al. 2022), metabolismo energético
(Feng et al. 2008; Furtado et al. 2017; Muralisankar et al. 2021), osmorregulacdo (Ramaglia et al. 2018
McNamara and Freire 2022; Podbielski et al. 2022), imunidade (He et al. 2022), comportamento (Praskash
et al. 2022), expressdo génica (Jones et al. 2019; Porteus et al. 2021; Shui et al. 2022), dentre outros. Os
impactos da acidificagfo oceénica e das varia¢Oes da salinidade incluem a perda da biodiversidade marinha
e estuarina e ameacas a populacdo que utiliza recursos pesqueiros originarios da pesca ou da aquicultura
(Richards et al. 2015; Mangi et al. 2018).

Muitos camardes peneideos como Penaeus vannamei, Farfantepenaeus brasiliensis, Farfantepenaeus

subtilis e Litopenaeus schmitti possuem importdncia comercial, sendo intensamente pescados e/ou
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cultivados.Dentre eles o camardo-branco-do-pacifico, Penaeus vannamei, estd entre os 20 principais
produtos aquicolas, representando cerca de 50% dos crustaceos cultivados no mundo em 2020 e 90% das
capturas de camar&o no golfo da Califérnia (Frias-Esppericueta et al. 2004; FAO 2022). E um importante
recurso alimentar, com alto teor em propriedades nutricionais, além de ser um animal eurialino, de rapido
crescimento e resilientes a situacfes de estresse (Abdelrahman et al. 2019; Muralisankar et al. 2021; Li et
al. 2021). Os efeitos negativos consequentes da diminuicdo do pH na &gua ja comecaram a ser relatados
para P. vannamei. Dentre estes destacam-se diminui¢cdes na sobrevivéncia, no crescimento, na taxa de
ingestdo, composicao bioquimica e concentragdes corporais de quitina e ions como sédio, potassio e célcio
(Luo et al.2020; Muralisankar et al. 2021; Weerathunga et al.2023). No entanto, ainda sdo poucos 0s
trabalhos que avaliaram os efeitos sinérgicos de vérios fatores abidticos como acidificacdo oceénica e
variacdo da salinidade na biologia desse importante recurso pesqueiro e em varias outras espécies de
interesse econdmico.

O objetivo deste trabalho foi utilizar a ferramenta do balango energético, bem como uma malha de
processos fisioldgicos (taxas de ingestdo, defecagdo e crescimento, metabolismo, excrecdo, substrato
energetico oxidado, indice hepatossomético, e osmorregulacdo), para avaliar os efeitos da acidificagdo
ocednica e das variacGes de salinidade no camardo branco-do-pacifico P. vannamei. O pH reduzido (7,3)
foi escolhido de acordo com as previsdes de reducdo de até 0,77 até 2300 (IPCC 2018; Findlay and Turley,
2021), e todas as salinidades em que os animais foram expostos (20, 25, 30, 35 e 40) referem-se aquelas
em que 0s animais sdo encontrados na natureza.

Com isso nos acreditamos que a utilizagdo de ferramentas metodologicas, como o balanco de energia

e a medicdo dos parametros fisiol6gicos dos animais ira ajudar a entender os efeitos da mudanca
climética principalmente dentro dos sistemas de produgdo, e auxiliardo nas tomadas de decissdo para
estratégias de cultivo e/ou nos processos de mitigacdo e adaptacdo mais eficazes e resilentes para a

sustentabilidade da producéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO E ACLIMATACAO DOS ANIMAIS NO LABORATORIO

Juvenis de P. vannamei foram coletados com o auxilio de rede de tarrafas nos viveiros de fazendas de
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camardo em Santa Catarina. O comprimento da carapaca de P.vannamei variou de 8 a 10,1 cm e 0 peso
variou de 4,5 a 8 g. As variaveis da dgua no local de coleta, salinidade, pH e temperatura, foram verificadas,
respectivamente, com refratdbmetro, pHmetro e termdmetro. Os animais foram transportados em caixas de
polipropileno contendo 4gua do local de coleta com aeracéo constante até o Laboratério de Aquicultura
Sustentavel/UNESP em Sao Vicente, SP, Brasil (23°58'S 46°23'W) e foram aclimatados as condigdes de
laboratério em aquarios individuais contendo 4gua com salinidade (30), pH (8,0) e temperatura (25°C) igual
ao local de coleta, por quatro dias. Os camardes foram alimentados com racdo comercial para camardes
marinhos (Guabitech Active, 40% proteina bruta), correspondendo a 5% de sua biomassa total uma vez ao
dia.Os experimentos foram realizados com dez animais por tratamento (N = 10) e os camardes utilizados

estavam na fase de intermuda.

2.2 EXPOSICAO DE ANIMAIS A DIFERENTES pHS E SALINIDADES

Apos o periodo de aclimatagéo as condi¢des de laboratdrio, os animais foram transferidos para aquérios
individuais (20L) e expostos por 30 dias a diferentes pHs (8,0 ou 7,3) e salinidades (20, 25, 30, 35 ou 40).
Os valores de pH em que os animais controle foram mantidos (8,0) foram escolhidos de acordo com os
valores da area onde os animais foram coletados. A condicdo de hipercapnia (pH 7,3) foi escolhida apés
estudos de previsdo de cenarios futuros em que o pH das aguas oceénicas pode sofrer uma reducdo de até
0,7 unidades (Caldeira e Wickett 2003; IPCC 2018; Findlay and Turley, 2021 ). O pH reduzido foi obtido
por borbulhamentode constante de CO, em agua usando um cilindro equipado com manémetro, difusor e
valvula solendide durante todo o periodo de experimento (Dissanayake e Ishimatsu 2011; de la Haye et al.
2012; Ramaglia et al. 2018). As salinidades de 20, 25 e 30 foram obtidas diluindo a 4gua do mar com &gua
doce sem cloro. A salinidade 40 foi obtida apés o congelamento da agua do mar e a coleta das primeiras
porcdes durante o descongelamento. Os fatores abioticos (pH, temperatura e salinidade) foram verificados
diariamente (Tabela 1) e amostras de agua foram coletadas para determinar a alcalinidade total (AT)
determinada por titulagdo (Gran 1950). Alcalinidade total média, salinidade, temperatura e pH foram
inseridos no software CO2SY'S para calcular a presséo parcial de CO2 (pCO2) e os estados de saturacéo de
calcita (Q Cal) e aragonita (Q Ag) para cada tratamento, juntamente com as constantes de dissociacdo de
carbonato K1 e K2 (Dickson e Millero 1987) e KSO4 (Dickson 1990). O software CO2-SYS foi usado para

calcular as pressdes parciais de CO2 (pCO2; patm) e os estados de saturagdo da 4gua do mar para calcita
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(Q Cal) e aragonita (Q Ar).

Tabela 1. Pardmetros da dgua do mar durante o experimento, pH, temperatura (°C) e salinidade (%o)
foram medidos diariamente e amostras de agua (Média £ EP, n= 10) foram coletadas para analise de
Alcalinidade Total (umol Kg-1). O software CO2-SY'S foi usado para calcular as pressdes parciais de CO2

(patm) e os estados de saturagdo da dgua do mar para calcita (QQCal) e aragonita (QAr).

pH Salinity AT (mmol Kg-1) pCO2 (matm) QCal QAr
7.90 £0.10 20 1685 + 385 405 + 49 2.77+03 1.72+0.2
7.94 +0.06 25 1999 + 152 448 +34 3.590+0.3 2.29+0.2
oH 80 7.99 + 0.04 30 2122+ 210 450 + 44 4.13+041 2.68 +0.27
7.96 + 0.04 35 2985 + 206 608 + 42 6.14+ 0.56 412 +041
8.03 +0.03 40 2729 + 253 540 + 50 593+ 0.55 3.91+0.36
7.32+0.05 20 1761 + 284 2353 + 380 0.64+0.1 0.40 + 0.06
7.27 +0.04 25 1995 + 280 2530 + 355 0.81%0.11 0.51% 0.07
7.24 +0.05 30 2138+ 171 2138+ 171 0.95 +0.08 0.62 +0.05
pH7.3 7.35+0.04 35 3073 + 366 3648 + 435 1.48+0.18 0.97+0.12
7.29 +0.02 40 3551 + 494 4161 + 579 1.82+0.25 1.20+0.17

Durante 29 dias de exposicdo, foram avaliadas as taxas de ingestdo, ingestdo e crescimento dos
animais. O consumo de oxigénio, excre¢cdo de amdnia, substrato energético oxidado, indice
hepatossomatico, balanco energético e osmorregulagdo foram medidos no dltimo dia (30). Esses

procedimentos sdo explicados abaixo.

2.3 AVALIACAO DO ORGCAMENTO ENERGETICO

2.3.1 Ingestdo (C) e taxa de egestdo (F)

A taxa de ingestdo e egestdo estava disponivel de acordo com Augusto et al (2020) e Mantoan et al
(2021). Os camardes foram pesados no inicio dos experimentos e 5% da biomassa individual da racéo
comercial (Guabitech Active, 40% proteina bruta) foi determinada para alimenta¢do. Os animais foram
alimentados no final da tarde durante 29 dias. As sobras de ragdo foram retiradas de cada aquario

separadamente, todos os dias pela manhd por sifonagem, colocadas em estufa a 600C por 48 horas €
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posteriormente pesadas (Mettler Toledo, 1 pug). Amostras de alimento controle foram previamente pesadas
e colocadas em aquarios nas mesmas 161 condicdes experimentais, sem animais, para estimar a perda de
peso do alimento por lixiviagdo. Amostras controle foram secas em estufa a 60 °C por 48h, pesadas e
armazenadas em freezer (-20°C) para analise energética. A taxa de ingestao foi determinada pela diferenca
entre a massa de alimento oferecido e o que restou nos aquarios. As fezes liberadas foram quantificadas
diariamente por meio da coleta de material fecal. Pela manhd,apés a sifonagem, com o auxilio de uma
pipeta plastica, as fezes foram separadas do restante da ragdo. As amostras fecais foram secas em estufa a
600C por 48 h e pesadas em balanca analitica (Mettler Toledo, 1 ug). A taxa de ingestdo foi calculada
dividindo-se a quantidade total de fezes pelos dias de experimento. O contelido energético dos alimentos e

fezes foi determinado usando uma bomba adiabética (IKA, C2000 Basic).

2.3.2  Crescimento (P)

Os animais foram pesados no primeiro dia de experimento e novamente apés 30 dias. Ao final do
experimento (30° dia), os animais foram eutanasiados por congelamento, secos em papel absorvente,
pesados e colocados em estufa a 600C por 48 horas e pesados novamente. Os corpos dos animais foram
moidos em moinho e armazenados em freezer (-20°C) para posterior anélise do teor energético. O contetido

energético do corpo de cada animal foi determinado em uma bomba adiabética (IKA, C2000 Basic).

2.3.3  Exuvia (E)
O valor utilizado como energia contida no exoesqueleto foi de 2,72%, valor encontrado na literatura para

juvenis de P. vannamei alimentados com ragdo comercial (Coelho et al. 2019).

2.3.4  Metabolismo (R), excrecdo de amonia (U) e relacdo O: N

O consumo de oxigénio foi avaliado em respirometria de acrilico em cdmara de 2,5 L equipada com
oximetro e monitor (YSI modelos 53 e 5905, respectivamente). Os animais foram aclimatados por 30
minutos as camaras respirométricas contendo dgua com aeragdo constante e com 0s mesmos parametros
fisico-quimicos da &gua do aquario em que os animais foram mantidos. ApGs esse periodo, a aeracao foi

retirada das camaras, foi medida a concentracao inicial de oxigénio e as camaras foram seladas. Apos trés
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horas, novas medicdes foram feitas. Foram utilizados apenas animais que estavam na fase de intermuda,
pois alguns parametros fisiolégicos podem ser alterados dependendo do ciclo de muda. As camaras de
controle sem animais foram mantidas nas mesmas condicdes experimentais. Apds a determinacdo do
consumo de oxigénio, os animais presentes em cada cAmara foram mortos por congelamento, pesados
(massa mida), secos em estufa e novamente pesados (massa seca). O consumo de oxigénio foi determinado

pela taxa respirométrica calculada de acordo com a férmula abaixo (Winddows e Johnson 1988):

RT = {[(Co — Cf). V/AT] - f}/DW

TR: taxa respirométrica (ug 02 mgMS-1 h-1); Co: concentracdo inicial de oxigénio na cAmara (mLO2 /L);
Cf: concentragdo final de oxigénio na camara (mLO2 /L); V: volume da cdmara de respirometria (L); AT:
duracdo do experimento (h); f: mudanca na concentracdo de oxigénio nas camaras de controle; DP: massa

seca animal (mg).

A excrecdo total de amonia foi medida em amostras de &4gua obtidas de cAmaras respirométricas
ao final da medicdo do consumo de oxigénio. As variacBes na concentracdo de aménia total foram
calculadas pela diferenca entre os valores obtidos nas amostras e nos controles (cAmaras sem animais). A
concentragdo de amonia foi determinada por colorimetria (Koroleff 1983) e corresponde a soma de NH * e
NH* e foi expresso como taxa de massa seca (ug NH -H. mg DW-1 h-1). Os valores de consumo de oxigénio
foram convertidos em energia como 14.06 Jmg-102 (Gnaiger, 1983; Lemos et al., 2006) e excrecao total
de amdnia como 24.87 Jmg-1 NH3 —N (Lemos et al., 2006).

A relacdo O: N foi calculada dividindo-se a quantidade de oxigénio consumida pela excre¢do de
nitrogénio excretado. Valores entre trés e 16 indicam o uso de proteinas, entre 16 e 60, 0 uso de uma mistura
de proteinas e lipideos; valores acima de 60 indicam a predominancia de lipideos como substrato energético

(Mayzaud and Conover, 1988).

24 AVALIACAO DO INDICE HEPATOSSOMATICO (HSI)

Apb6s medido o consumo de oxigénio e aménia, o hepatopancreas de cada animal foi dissecado,

pesado, mantido em estufa a 60°C por 48 horas e pesado novamente. O indice hepatossomatico foi calculado

37
Caunesp



Doutoranda: Andressa Cristina Ramaglia da Mota Orientadora: Alessandra S. Augusto

de acordocom a formula abaixo:

HSI (%) = (massa do hepatopancreas x 100)/ massa corporal.

25 AVALIACAO DO BALANCO ENERGETICO

O balanco energético foi calculado pela formula abaixo:

Consumo energético (C) = Energia gasta no crescimento (P) + Energia gasta no metabolismo (R) + Energia

gasta na excrecdo (U) + Energia gasta nas fezes (F) + Energia gasta na exuvia (E)

2.6 AVALIAGAO DA OSMOLALIDADE E CAPACIDADE OSMORREGULATORIA DA

HEMOLINFA

Apos eutandsia e pesagem dos animais, foram retirados aproximadamente 20 pl de hemolinfa da
regido do cefalotorax, utilizando-se uma seringa de insulina e agulha n°® 25-8. As amostras foram
armazenadas em freezer (-20°C) para posterior analise de osmolaridade. A osmolalidade da hemolinfa foi
medida em amostras de 10 pul em um microosmémetro de pressdo de vapor (Wescor, Modelo 5500). Os
resultados sdo apresentadosem  mOsm/Kg de agua. A capacidade osmorreguladora foi calculada pela

razdo: A osmolalidade da hemolinfa/A osmolalidade média (Lignot et al. 2000; Freire et al. 2003).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

O efeito dos parametros fisioldgicos pH (8,0 ou 7,3) e salinidade (20, 25, 30, 35 ou 40) foi avaliado
por analise de variancia de duas vias (pH e salinidade). As analises foram seguidas pelo teste de médias
multiplas de Student-Newman-Keuls (SNK) para localizar médias estatisticamente diferentes. As analises
foram realizadas apés verificacdo das condi¢des de normalidade de distribuicdo e igualdade de variancia
por meio do programa Sigmastat 3.5 e empregando-se um nivel minimo de significancia de P < 0,05. Os

dados sdo apresentados como Média + Erro Padrdo da Média.
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3. RESULTADOS

3.1 CONTEUDO ENERGETICO DA RAGCAO ANIMAL, CORPO E FEZES

Os animais foram alimentados com dieta comercial contendo 18,56 + 0,07 KJ/g de energia. Em
geral,o pH néo afetou o contetido energético dos corpos e fezes dos animais (P < 0,05) (Tabela 2). As fezes

dos animais foram menos energéticas nas salinidades entre 25 a 40
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Tabela 2. Conteldo energético (kJ g~ * DP) do corpo e fezes (kJ g™*) do camardo branco do pacifico, Penaeus vannamei, exposto a dois pHs (8,0 ou 7,3) e cinco salinidades (20, 25, 30,
35 ou 40) durante 30 dias (Média = EP, N = 10).

pH 8.0 pH 7.3

Salinity 20 25 30 35 40 20 25 30 35 40

Body Energy 18.72% 0.2ABa  18.68+0.24B¢ 18.35+0.24% 18.29+0.24% 18.93+0.28% | 1850+0.2"8¢ 18.42+0.2% 18.35+0.2% 18.57+(p2a8a 19.10+0.2%

Feces Energy 9.21+0.3% 7.21+0.2% 6.52 £ 0.2 6.03 £ 0.3% 5.86 +0.2%@ 8.99+03% 739+03% 7.17+02%  6.31+02% 6.14 + 0.2

Letras mailsculas diferentes indicam diferengas significativas entre diferentes salinidades e 0 mesmo pH. Diferentes letras mindsculas indicam diferencas significativas

entre diferentes pHs na mesma salinidade. Os dados sdo apresentados como Média + Erro Padrao da Média. (P < 0,05).
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3.2 INGESTAO, EGESTAO, CRESCIMENTO, iINDICE HEPATOSSOMATICO, O: N

As taxas de ingestdo, egestdo e crescimento em P. vannamei sdo mostradas na Tabela 4. Em ambos
pH nas salinidades maiores que 20 houveram reducdes na taxa de ingestdo (até 30% menor) acompanhadas
por aumentos na taxa de defecacdo (até 190 % mais alto). Em salinidades superiores a 20 também
observamos taxas de crescimento mais baixas. Tais reducdes chegam a 85% na salinidade de 25,
independente do pH (Tabelas 3 e 4). Comparando animais expostos ao pH controlado e pH reduzido foram
observadas apenas alteracdes pontuais nas taxas de ingestéo (salinidade 25: +13% e salinidade 30: -10%),
ingestdo (salinidade 40: -12%) e crescimento (salinidade 20: +21% e salinidade 30: -20%) em relacéo ao
controle de pH. De acordo com a relacdo O: N os animais oxidaram principalmente proteinas como
substrato energético. De forma geral, o IHS ndo foi alterado em fun¢éo da salinidade. Uma reducao de 25%

foi observada nos animais expostos ao pH reduzido na salinidade de 40.
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Tabela 3. Resultados de uma ANOVA de duas vias testando os efeitos da exposi¢éo a dois pH (8,0 ou 7,3) e cinco salinidades (20, 25, 30, 35 ou 40) por 30 dias nas
taxas de ingestdo (C), relacdo fezes/ingestdo ( F/C), crescimento (P) e indice hepatossomatico (HSI) do camardo branco do pacifico, Penaeus vannamei.

PH Salinity pH x Salinity Residual
DF MS F P DF MS F P DF MS F P DF MS
C/WWi (%) 1 0,0558 1,625 0,206 |4 1,051 30,62 <0,001 4 0,0997 2,904 0,027 |261 0,0343
F/C (%) 1 169,274 2,147 0,147 4 5035,073 63,86 <0,001 4 147,47 1,870 0,124 | 6150,04 78,847
PIWWi (%) 1 0,669 0,0141 0906 |4 4131,927 86,83  <0,001 4 80,035 1,682 0,166 |2902,92 47,589
HSI 1 1,061 1,330 0,256 4 3,002 3,763 0,011 4 1,412 1,770 0,154 | 3191 0,798

WWi: peso Umido inicial. WW= peso mido. DW = peso seco.
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Tabela 4. Taxas médias diarias de ingestdo (C), defecacdo (F), razdo fezes/ingestdo (F/C), crescimento (P), razdo atbmica O:N e indice hepatossomatico
(HSI), do camarao branco do pacifico, Penaeus vannamei, exposto a dois pHs (8,0 e 7,3) e cinco salinidades (20,25,30,35 e 40) durante 30 dias (Média +
SE, N=10).

pH 8.0 pH 7.3
Salinity 20 25 30 35 40 20 25 30 35 40
C/ WWi (%) 2.44+0.07% 1.67+0.06% 1.86+0.06% 2.15+0.06° 1.96+0.06%| 2.37+0.09¢ 1.88+0.07%° 1.68+0.06% 2.06+0.06 1.82 +£0.0752
F/IC (¢ 29.90 13.14Aa Ba Ba Ca Cal Aa Ba Ba Ca Ch
(%) 42,41 +2.20°%% 44.34 £2.325% 68.93 £2.96% 64.21 £ 2.32 26.42 £3.11 46.53 + 2.46°* 44.93 + 2.20 69.06 + 2.81 77.09 £ 2.63
49.04 +2.48% 9.41+158 27.81+265% 17.42+2.65% 10.57 +3.518 59.25+351A 7.07 £0.428 22.20+2.48% 20.50+2.87% 10.01 +2.48%
P/WWi (%)
Aa Aa B A Ba Aa Ba
. 12.42 £ 257 12,44 + 290" 14.27 + 2.37"2 740 + 2375 13.01 £ 2.24"9 11.12 +2.68% 18.82+2.24 11.73 +2.248a 11.71 + 32.68
O:N 15.81 +3.55 4P ;
p P P P p P P+L P
IHS 453+0.40% 336+045 372+034% 441+040% 508+045| 4.05+0.40°% 276+0.44%% 433+0.34% 4.68+0.40"  3.80 +0.45"%

Letras maiusculas diferentes indicam diferengas significativas entre diferentes salinidades e o mesmo pH. Diferentes letras minsculas indicam diferengas
significativas entre diferentes pHs na mesma salinidade. Os dados sdo apresentados como Média + Erro Padrdo da Média. (P < 0,05). WWi: peso Umido
inicial. WW= peso umido. DW = peso seco.
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3.3 CONSUMO DE OXIGENIO, EXCRECAO DE AMONIA, SUBSTRATO ENERGETICO E

INDICE HEPATOSSOMATICO

O consumo especifico de massa seca de oxigénio (ug O2 mg DW—1 h—1) variou apenas em fungéo
do pH (Tabela 5, Figura 1). Em pH acidificado houve aumento nas salinidades 20 (+61%), 35 (+38%) e 40
(+38%) em relacdo aos animais mantidos em pH controle. Em geral, a excre¢do de aménia ndo foi afetada

pela salinidade ou pH e foi mantida em torno de 0,08 pg NH *-N mg DW h™* (Tabela 5, Figura 1).

Tabela 5: Resultados de uma ANOVA de duas vias testando os efeitos da exposicdo a dois pH (8,0 ou 7,3)
e cinco salinidades (20, 25, 30, 35 ou 40) por 30 dias no consumo de oxigénio e excre¢do de aménia do

camardo-branco-do-Pacifico, Penaeus vannamei.

pH Salinidade pH x Salinidade Residual
DF MS F P DF MS F P DF MS F P DF MS
Consumo de
oxigénio 1 2,98 19,62 <0,001 4 2,739 451 0,003 4 0,383 0,63 0,64 | 69 10,485
Excrecéo de
Amébnia 1 0,00002 0,0209 0,88 4 0,0051 4,423 0,003 4 0,002 1,37 0,25 | 76 0,0012
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Figura 1: (A) Consumo de massa seca especifica de oxigénio (ug O2. mg DW-1 h-1) do camaréo branco
do pacifico, Penaeus vannamei, exposto a dois pHs (8,0 e 7,3) e cinco salinidades (20,25,30 ,35 e 40)
durante 30 dias (B) Massa seca especifica de amonia excretada (ug TAN. mg DW-1 h-1) do camardo
branco do pacifico, Penaeus vannamei, exposto a dois pHs (8,0 e 7,3) e cinco salinidades (20, 25, 30, 35 ¢
40) durante 30 dias. Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre diferentes
salinidades e 0 mesmo pH. Diferentes letras mindsculas indicam diferencas significativas entre diferentes
pHs na mesma salinidade (Média + SE, N = 10) (P < 0,05).
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3.4 CAPACIDADE OSMORREGULATORIA

O padrao osmorregulador de P. vannamei é mostrado na Figura 2. Em pH controle P. vannamei
é um forte osmorregulador até uma salinidade de 30, mas em pH 7,3 hipoconformador a partir de uma
salinidade de 25. O ponto isosmotico em animais expostos a pH controle (~661,4 mOsm/Kg H»0) e pH
acidificado (658,4 Osm/Kg H»0O) ocorreram préximos a salinidade 20 (700 mOsm/Kg H,0). A capacidade

osmorregulatéria dos animais mantidos em pH controle foi de 0,70 e dos animais mantidos em pH reduzido

foi de 0,75.
1500-
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=
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Figura 2. Osmolalidade de Penaeus vannamei exposto a dois pHs (8,0 ou 7,3) e cinco salinidades (20,
25, 30, 35 ou 40) por 30 dias. A osmolalidade utilizada para a linha isosmética foi de 1%o salinidade =

31mOsm/ Kg H20.

3.5 BALANCO ENERGETICO

A energia ingerida e canalizada para as diferentes fungdes fisioldgicas € mostrada na Figura 3. A
salinidade teve um efeito importante na energia ingerida e canalizada para o crescimento e metabolismo.

Nesse sentido, os animais mantidos em pH controle e salinidades entre 25 e 40 (cerca de 2,21 + 0,15 kJ/dia)
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ingeriram metade da energia dos animais mantidos em 20 (4,13 0,17 kJ/dia). De forma geral, nas

salinidades maiores que 20 a energia canalizada para o crescimento foi reduzida, mas a energia canalizada

para o metabolismo aumentou ou apresentou forte tendéncia a aumentar. Comparando-se animais mantidos

em diferentes pHs observamos aumentos pontuais em funcdo da salinidade. Os seguintes parametros

aumentaram em pH reduzido: taxa de defeca¢do (25 e 40 salinidade: +.21 e 13% respectivamente), excre¢do

(25 salinidade: +55%) e metabolismo (20 salinidade: + 58%).

pHS.0

20= 88.35
25=91.66
30=104.58
35=96.13
40=97.23

Energy Budget (%)

pH7.3

20=108.88
25= 89.98
30=108.04
35=98.03
40=110.54

pHS.0
20=100%
25 =100%
30 =100%
35 =100%
40 =100%

20=
25=
30=
35=
40=

pH7.3

100%
100%
100%
100%
100%

Growth (P):

pHS.0
20=36.05% = 2.96"
25=15.22%=% 2.96%
30=129.02% = 2.79'*
35=17.15% = 2.96%
40=14.67% = 2.965*

Metabolism (R)

pHS.0
20 = 32.64% £ 5.04"*
25=50.48% = 7.13B2
30=55.38% £ 4.51%
35=47.80% £ 4.76*5
40 = 54.87% = 4.51%2

pH7.3
51.64% % 7.13**
54.94% = 5.044

0= 60.95% = 4.76**
35=48.88% % 4.514*
40 = 68.30% % 5.394*

pH7.3
20 = 39.30% = 3.74**
25=9.78% * 3.16%*
30=128.40% £ 2.79¢*
35=122.35% £ 2.96*
40=12.01% £ 2.96%*

~

/

/ 20=15.39% = 1.08**
25=16.44% = 1.024* 2
30=16.50%=0.974* 3
35=21.91%=1.02%* 3
40=21.82%= 0978 4

J \‘\.4“ - Feces (F):

pHS.0

S
0

Excretion (U):

pHS.0
20 = 1.55% = 0.407
25=1.80% = 0,347
30=2.20% = 0,324
35=2.04% = 031
40=3.09% = 0.31

pH7.3
20 = 1.85% = 0.5045*
25=2.79% % 0.34*®
30=12.95% % 0.374*
35=1.33% = 0.31%
40=3.27% = 0.444*

pH7.3
20=13.47% % 1.37%
25=19.75% + 1.08°
0=14.58%
22.75
24.86% % 1.02€°

Figura 3. Distribuicdo de energia (expressa em % da energia ingerida) em camardes Penaeus vannamei

expostos a dois pHs (8,0 ou 7,3) e cinco salinidades (20, 25, 30, 35 ou 40) por 30 dias. Letras mailsculas

diferentes indicam diferencas significativas entre diferentes salinidades e o mesmo pH. Diferentes letras

minusculas indicam diferencas significativas entre diferentes pHs na mesma salinidade (Média + SE, N =
10). (P £0,05). Figura ilustrativa: FAO (2010).

4. DISCUSSAO

Os crustaceos sdo organismos de extrema importancia tanto na aquicultura como na ecologia dos

ambientes aquéticos. Trabalhos recentes tém mostrado que o grupo possui diferentes respostas em relacéo

a mudanga climatica como sobrevivéncia, alimentagdo, muda, crescimento, entre outros (Ramaglia et al.
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2018; Strefezza et al. 2019; Menu-Courey et al. 2019; Behringer and Duermit-Moreau 2021; Thangal et al.
2022). O presente estudo é o primeiro a utilizar o balanco energético como uma ferramenta para avaliar 0s
impactos da variacdo de salinidade e acidificacdo dos oceanos na fisiologia do camardo-brancodo-pacifico
(P. vannamei), e verificar que tais fatores abioticos alteram a canalizacdo da energia ingerida pelo animal.
A analise comparativa dos balangos energéticos mostra que salinidade e pH podem afetar a forma como a
energia é canalizada para as diferentes fungdes. A maior porcentagem de energia ingerida é canalizada para
metabolismo, independente da salinidade ou pH Entretanto a maior parte das diferecas significativas
detectadas esindicam que ocorreu uma modulacao dos processos fisiolégicos e bioquimicos, o que pode ser
explicados pelo fato do camardo L. vannamei ter um alto grau de eurialinidade, tolerando diversas
salinidades e pHs reduzidos e serem bem resistentes e capazes de se adaptar em diferentes condi¢es (Feng,

et al., 2008; Saraswathy et al. 2021; Valle-Gough et al. 2022)

A interacéo entre variagao de salinidade e acidificacdo oceénica na taxa de ingestdo

Conhecer as respostas dos organismos aos multiplos estressores é fundamental para entendermos
como estes se comportaram diante a mudanca do clima (Przeslawski et al. 2015; Hurd et al. 2019). No
nosso estudo a interagdo entre os fatores salinidade e pH so influenciou na taxa de alimentacdo (ver Tabela
3 e 4). Resposta semelhante também foi observada em juvenis de lagostas americanas (Homarus
americanus) (Waller et al. 2017; Menu-Courey et al. 2019). J& nos animais mantidos na salinidade 30 e pH
reduzido foi observado uma reducéo na taxa de ingestao, possivelmente por uma diminuicéo das atividades
de bombeamento ou comportamental. A interagdo entre os fatores também alterou a taxa de
absorcdo/alimentacdo, tendo uma menor taxa de alimentacdo em salinidades reduzidas em ascidia Ciona

intestinalis e no mexilhdo Mytilus edulis (Rastrik al. 2018).

Os Efeitos da salinidade na fisiologia de P. vannamei

A salinidade é um dos fatores abi6ticos mais importantes na fisiologia dos animais aquéticos e
determina a distribuicdo das espécies na natureza principalmente porque afeta pardmetros como o uso da
energia, crescimento, metabolismo, imunidade, sobrevivéncia, reproducdo, dentre outros. Aqui nds

observamos que nas salinidades superiores a 20 ocorrem reducGes nas taxas de ingestdo, defecagdo e
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crescimento, bem como alterages no balanco de energia nos animais mantidos.

E possivel que as reducdes nas taxas de ingestdo seja consequencia em alteracdes na obtenco de
nutrientes, minerais e energia, contribuindo para a reducéo do crescimento de P. Vannamei em salinidades
acima de 20. Alteragdes na taxa de ingestdo em funcdo da salinidade também ja foram observadas: em
peixes (Alosa sapidissima, Ctenopharyngodon idella) (Shui et al.2019; Djiba et al.2021), crustaceos
(Daphnia magna) (Zadereev et al.2022), equinodermos (Luidia clathrata) (Honeycutt and Pomory, 2019),
moluscos (Ischadium recurvum, Mytella charruana e Perna viridis) (Galimany et al.2018) dentre outros.
Alguns autores tém sugerido que variacdes da salinidade podem afetar a taxa de ingestdo alimentar dos
animais devido a alteracBes na palatabilidade do alimento e na quimiorrecepg¢do, mecanismo responsavel
pela identificacdo e busca do alimento (Mikhailova and Kasumyan 2010; Kasumyan 2019). Diante da
reducdo na taxa de ingestao os animais poderiam ter usado a energia estocada no hepatopéncreas ou oxidado
substratos mais energéticos em suas mitocdndrias. No entanto, o indice hepatossomético e o tipo de
substrato energético oxidado (principalmente proteinas) por P. vannamei ndo sofreram alteracGes
relevantes. Alguns autores tém sugerido que espécies podem reduzir a ingetsdo alimentar devido a menor
necessidade de energia para a osmorregulacdo (Garcia et al. 2014). Em camardes peneideos como Penaeus
indicus, Penaeus monodon e Penaeus semisulcatus aumentos na taxa de crescimento tém sido relacionados
com a proximidade do ponto isosmotico (Ye et al. 2009; Anand et al. 2023). Yan et al. (2007) mantiveram
P. vannamei nas salinidades de 0.2, 11, 21 e 31 e verificaram que as taxas de ingestdo e crescimento da
espécie é inversamente proporcional a salinidade. Uma das hipéteses dos autores é que quando os animais
sdo expostos a salinidades préximas do seu ponto isosmético, menos energia é necessaria para a
osmorregulacdo, e esta pode ser usada no crescimento (Ye et al. 2009; Anand et al. 2023). Aqui n6s
observamos que P. vannamei é um forte osmorregulador, mas seu ponto isosmético ocorre proximo da
salinidade de 20, situacdo o que pode explicar nos observarmos um maior crescimento nessa salinidade

A redugdo da taxa de ingestdo de P. vannamei mantido em salinidades elevadas também foi
acompanhada por um aumento da defecagdo. No entanto, essas fezes continham menos energia que aquelas
dos animais mantidos em agua salobra de 20, sugerindo uma melhoria na absor¢éo de substratos energéticos
no intestino dos animais. O aumento na taxa de defecacdo pode ser devido a alteracGes na digestibilidade,
absorcdo de nutrientes e solubilidades das fibras devido a elevada concentracdo de sais no intestino, o que
poderia afetar o trénsito intestinal (Feng et al. 2008; Shang et al. 2023; Zhang et al. 2023). Alteracdes na

absorcdo intestinal foram observadas no mexilhdo (Mytilus coruscus) mantido nas salinidades de 15 e 25
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(Sui et al. 2023; Shang et al. 2023). Entretanto as alteracdes na absorcéo dos nutrientes exibem diferencas
na capacidade de equilibrar as demandas fisioldgicas de digestdo de alimento, por exemplo, no caranguejo
Cancer magister baixas salinidades reduz a digestdo mecanica e a secre¢do enzimatica dos animais, ja no
siri Callinectes sapidus a permanéncia em baixas salinidades ndo afeta a eficiéncia na absorcéo de nutriente
nem a digestibilidade dos alimentos (Curtis et al.2013).

A salinidade também alterou a o balango energético de P. vannamei. Além do ganho de energia
ter sido reduzido nas salinidades maiores que 20, a sua canalizag8o para o crescimento, defecagéo, excrecéo
e metabolismo também sofreram alteracfes em algumas salinidades. Uma das coisas mais importantes
observadas nesse sentido, é que enquanto na salinidade de 20 os animais canalizam energia igualmente para
0 crescimento e o metabolismo, nas salinidades maiores (25, 30, 35 e 40) eles passam a canalizar mais
energia para o metabolismo (ver Figura3). Tais alteragdes podem afetar diferentes aspectos da biologia dos
animais como a reproduc&o e o enfrentamento de fatores que imponham desafios 8 homeostase. No camardo
Penaeus monodon foi observado que a salinidade teve um efeito imediato e significativo na sobrevivéncia,
crescimento e alocac6es de energia dos animais, indicando que uma faixa de salinidade fora de 20 a 30
aumentara a energia canalizada para respiracdo, excre¢do e exuvias e, reduzindo significativamente o
crescimento e a eficiéncia da converséo alimentar (Ye et al. 2009). No camardo marrom Crangon crangon
também foi observado que salinidades abaixo do seu ponto isosmoético (salinidade 21) ocorre um aumento
na demanda de energia que foi relacionado com o aumento no metabolismo devido manutengédo osmética
em baixas salinidades (Reiser et al.2017).

A salinidade é um dos fatores abidticos mais importantes na aquicultura, pois como foi visto niveis
otimos afetam diretamente o crescimento, a sobrevivéncia e a eficiéncia de producdo e muitas vezes sdo
especificos da espécie (Okomoda et al., 2020). Além de que a manuten¢cdo da homeostase em diferentes
salinidades tem um custo energético alto, pois perturba o equilibrio osmético nos organismos aquéticos.
Prevé- se que o nivel do mar e 0 aumento das precipitacdes afete as instalagdes de producao na aquicultura,
por meio da intrusdo de agua salina (Kibria et al., 2017) ou do aumento na entrada de 4gua doce nos viveiros.
Portanto, a alteracdo de salinidade pode trazer prejuizos para a produgdo, levando a custos mais altos e
menores ganhos econdmicos (Maulu et al.2021).

A variacdo da salinidade também pode diferentes tipos de ecossistemas, resultando em mudancgas
na composicdo de espécies, abundancia e distribuicdo de organismos, produtividade e mudancas

fenoldgicas que podem ameagar além da producdo da aquicultura terrestre e marinha a biodiversidade dos

Caunesp 50



Doutoranda: Andressa Cristina Ramaglia da Mota Orientadora: Alessandra S. Augusto

ambientes naturais (Doneyet al., 2012). Com os nossos resultados conseguimos entender como as alteracdes
salinicas ira afetar diretamente a espécie indicar qual a melhor salinidade para uma producdo saudavel e
rentavel. Além disso, entender esses efeitos é importante para saber quais as espécies serdo resilientes e

melhores para a sustentabilidade na producdo aquicola.

Os Efeitos da acidificagdo oceénica na fisiologia de P. vannamei

O pH é um importante fator abi6tico que modula as atividades bioquimicas e enzimaticas dos
animais. Nos crustaceos, o pH dos fluidos corporais é regulado principalmente pelas branquias por meio de
transportadores de membrana, bombas e canais de ions que séo responséveis pela compensagdo ativamente
a queda do pH corporal, aumentando o transporte dos ions de H+ ou de HCO - , ambos diretamente
relacionados ao transporte de Na+ e Cl- e as bombas de Na/K-ATPase e a V/ATPase. (Freire et al 2008;
Henry et al., 2012). De acordo com as Gltimas previsdes do IPCC (2018) o pH da superficie da agua pode
ser reduzido de até 0,4 unidade antes de 2100 e 0,7 unidade até 2300. Animais que forem incapazes de
manter o pH dos seus fluidos corporais em niveis 6timos poderdo sofrer alteragbes em seus processos
bioguimicos, afetando também aspectos da fisiologia como visto em vérias espécies de crustaceos (Bhuiyan
et al. 2022; Weerathunga et al. 2023;). Aqui nés observamos que a redu¢do do pH de 8.0 para 7.3 afetou
principalmente o consumo de oxigénio, a osmorregulacéo e o balanco energético de P. vannamei.

O consumo de oxigénio ¢ uma medida indireta do metabolismo e costuma sofrer variagcGes em
situacdes que impdem desafios a homeostase dos animais. Esse parametro fisioldgico fornece informages
importantes para a compreensao das repostas dos animais em relacdo a exposicao a estressores ambientais,
bem- estar- animal, manejo do cultivo, entre outros fatores (Waller et al. 2017; Augusto et al. 2020;
Mantoan et al. 2021;). Em P. vannamei a exposi¢do ao pH reduzido causou um aumento de até 60% do
consumo de oxigénio em comparagao aos animais mantidos em pH controle nas salinidades de 20, 35 e 40.
Essa resposta também ja foi observada nos caranguejos Paralithodes camtschaticus e Paralithode platypus
(Long et al. 2019), no mexilhdo M. coruscus (Tang et al. 2022), no peixe Dicentrarchus labrax (Crespel et
al 2019), dentre outros. O aumento no consumo de oxigénio pode ser devido a um aumento da demanda
energética em animais expostos ao pH reduzido, como por exemplo a regulagdo do pH (Knapp et al., 2015;
Klymasz-Swartz et al., 2019; Allen et al., 2020). Diferentemente de P. vannamei, em muitas espécies como

o siri C. danae (Ramaglia et al. 2018), no mexilhdo Mytilus edulis (Gu et al. 2019) e a lagosta Jasus
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lalandii (Knapp et al. 2015) sdo observadas reduces no consumo de oxigénio ap0s exposicdo ao pH
reduzido. Tais redugdes costumam ser devido a uma diminuicdo de afinidade entre o oxigénio e a
hemocianina ou a danos estruturais nas branquias como infiltracdo de hemdcitos, edema, inflamacéo,
lamelas fundidas, entre outras (Kathyayani et al. 2019).

Quando P. vannamei foi exposto ao pH reduzido e mantido nas salinidades de 25 e 30, 0 consumo
de oxigénio permaneceu inalterado, sugerindo que os animais ndo foram capazes de aumentar o suprimento
de energia para 0s mecanismos ativos. Nessas salinidades, bem como em 35, os animais mantidos em pH
reduzido reduzem a capacidade de hiporregular a osmolalidade de hemolinfa e passaram a hipoconformar.
Tal perda da capacidade osmorregulatéria ap6s exposicdo ao pH reduzido também ja foi descrito no siri
Callinectes danae (Ramaglia et al., 2018). Essas alteragbes podem ocorrer porque transportadores como a
Na+ /H+ s8o compartilhados pela osmorregulacéo e pelo controle acido-base (Ramaglia et al., 2018). Nos
camardes Palaemon elegans e P. serratus foi observado que a compensacao da reducgéo do pH da hemolinfa
ocorre por meio de mecanismos ativos de trocas idnicas mantendo a homeostase idnica quando expostos a
hipercapnia (Dissanayake and Ishimatsu 2011). A perda da capacidade osmorregulatéria é uma resposta
preocupante porque 0s animais osmorreguladores possuem maior capacidade de invadir e migrar novos
ambientes, além da osmorregulagéo ser considerado um mecanismo fisiol6gico que gasta mais energia que
a osmoconformacdo, que é dependente de osmolitos intracelulares (Rivera-Ingraham and Lignot, 2017).

O balango energético de P. vannamei exposto ao pH acidificado sofreu alteracfes em relacdo aos
animais mantidos em pH controle em algumas salinidades. O pH acidificado causou aumento da energia
perdida nas fezes e excrecdo, bem como da energia investida no metabolismo. Tal investimento no
metabolismo pode estar relacionado ao enfrentamento as mudangas causadas na biologia do animal e
também a uma possivel regulacdo do pH. No gastrépode Austrocochlea concamerata e nos ouri¢os-do-
mar Strongylocentrotus intermedius e Tripneustes gratilla a exposicdo ao pH reduzido causou uma
diminuicdo no balanco de energia devido a reducdo da taxa de alimentacdo e assimilacdo de energia,
indicando estados bioenergéticos insustentaveis e afetando o crescimento (Leug et al. 2020, Zhang et al.
2022). Entretanto, nos nossos resultados a exposi¢do ao pH reduzido ndo afetou a energia canalizada para
o0 crescimento da espécie. Essa é uma resposta importante e que mostra resiliéncia da espécie a acidificagdo
ocednica, pelo menos durante o periodo de 30 dias. Portanto, embora mecanismos como osmorregulacéo e
a energia canalizada para defecagdo, excrecdo e metabolismo tenham sido afetados pelo pH reduzido, a

energia canalizada para o crescimento foi poupada em P. vannamei.
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Nos concluimos o balango energético mostrou-se uma boa ferramenta para avaliar os impactos da
mudanca climatica, podendo ser empregado na compreensdo dos fluxos de energia diante de estressores
ambientais.Através dele e dos paramentros necessarios para seu calculo foi possivel observar que em P.
vannamei a salinidade afeta de forma acentuada as taxas de ingestdo, defecacédo e crescimento e o pH afeta
mais o metabolismo e a osmorregulacdo. Esses resultados sdo um alerta diante das previsGes referentes a
mudanca climatica, porque foram observados em salinidades que sdo encontrados na natureza (Pousse et
al. 2020; Leung et al. 2020; Shang et al. 2023). Percebemos tambem que a combina¢do das variaveis ndo
foi acentuada, a maioria dos efeitos da variacdo de salinidade e do pH reduzido foram independentes. Outro
ponto importante, é que praticamente todas as respostas medidas ndo tiveram uma linearidade sugerindo
fortemente que a maior parte das diferecas significativas detectadas indica uma modulagdo dos processos
fisiol6gicos e bioquimicos, o que pode ser explicados pelo fato dos organismos serem bem resistentes e

capazes de se adaptar em diferentes condicdes.
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RESUMO

Os microplésticos estdo se tornando um problema emergente global,
principalmente porque muitos dos seus efeitos na biologia dos animais aquaticos
ainda ndo sdo compreendidos. Neste trabalho investigamos os efeitos do
microplastico poliestileno (0 e 40 mg/L) na fisiologia de moluscos e crustaceos
marinhos e estuarinos (Perna perna, Crassostrea gasar, Callinectes danae,
Leptuca thayeri e Penaeus vannamei) mantidos nas salinidades em que sao
encontrados na natureza (20, 25, 30, 35 e 40) durante 10 dias. Os seguintes
parametros fisioldgicos foram investigados: osmorregulacdo, metabolismo,
excrecdo de amonia e tipo de substrato energético oxidado. Verificamos que os
efeitos do microplastico na fisiologia dos invertebrados s&o bastante
dependentes da salinidade, mas ndo encontramos um padréo de alteracdes nos
mecanismos fisioldgicos dos animais expostos ao microplastico em funcdo do
seu habitat natural ou grupo taxondmico porque as respostas foram espécie-
especificas. De forma geral, a presenca do microplastico ndo afetou o padréo
osmorregulatério dos animais, mas foram observadas altera¢des pontuais em
algumas salinidades. Por exemplo, no mexilhdo P. perna (salinidade 20) e no
caranguejo entre-marés L. thayeri (salinidades 30 e 35) ocorreram perdas da
capacidade osmorregulatéria, provavelmente devido a reducdo no consumo de
oxigénio e consequente indisponibilidade de ATP para os mecanismos de
absorcao/secrecdo de sal. O metabolismo foi o parametro fisioldgico mais
afetado em todas as espécies expostas ao microplastico e foi dependente da
salinidade em que os animais estavam. De forma geral, a ostra C. gasar foi a
menos afetada pelo microplastico (alteracdo somente na salinidade de 20) e L
thayeri foi a mais afetada (alteracbes em todas as salinidades). Mudancas no
consumo de oxigénio podem alterar a energia obtida por meio da respiracao
celular e sua canalizagcdo para processos fisiolégicos essenciais como
crescimento, reproducdo, comportamento, além da osmorregulacdo observada
aqui. E de forma geral na excre¢do de aménia e no substrato energético oxidado
foram observadas alteracbes pontuais, possivelmente acumulo de
microplasticos nas branquias e as diferentes salinidades podem ter influenciado

nesses resultados. NOs concluimos que a salinidade possui um papel importante
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no gque tange aos efeitos dos microplasticos na fisiologia dos invertebrados. Essa
descoberta € muito relevante porque fendbmenos naturais como mudanca
climatica e El Nino alteram a salinidade da agua devido aos aumentos do nivel
do mar, evaporacdoes e alteracbes dos regimes de chuvas tornando os

invertebrados mais ou menos suscetiveis aos efeitos dos microplasticos.

Palavras chaves: polietileno; ormorregulacdo, metabolismo, crustaceos,

moluscos.
ABSTRACT

Microplastics are becoming an emerging global problem, mainly because many
of their effects on the biology of aquatic animals are still not understood. In this
work we investigated the effects of polystyrene microplastic (O and 40 mg/L) on
the physiology of marine and estuarine molluscs and crustaceans (Perna perna,
Crassostrea gasar, Callinectes danae, Leptuca thayeri and Penaeus vannamei)
kept in the salinities where they are found in nature (20, 25, 30, 35 and 40) for 10
days. The following physiological parameters were investigated: osmoregulation,
metabolism, ammonia excretion and type of oxidized energetic substrate. We
found that the effects of microplastic on the physiology of invertebrates are very
dependent on salinity, but we did not find a pattern of changes in the physiological
mechanisms of animals exposed to microplastic as a function of their natural
habitat or taxonomic group because the responses were species-specific. In
general, the presence of microplastic did not affect the osmoregulatory pattern of
the animals, but punctual changes were observed in some salinities. For
example, in the mussel P. perna (salinity 20) and in the intertidal crab L. thayeri
(salinities 30 and 35) there were losses of osmoregulatory capacity, probably due
to the reduction in oxygen consumption and consequent unavailability of ATP for
the mechanisms of salt absorption/secretion. Metabolism was the most affected
physiological parameter in all species exposed to the microplastic and was
dependent on the salinity in which the animals were. In general, the oyster C.
gasar was the least affected by the microplastic (change only in salinity of 20)
and L thayeri was the most affected (changes in all salinities). Changes in oxygen
consumption can alter the energy obtained through cellular respiration and its

channeling to essential physiological processes such as growth, reproduction,
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behavior, in addition to the osmoregulation observed here. And in general, in the
excretion of ammonia and in the oxidized energy substrate, punctual changes
were observed, possibly accumulation of microplastics in the gills and the
different salinities may have influenced these results. We conclude that salinity
plays an important role regarding the effects of microplastics on invertebrate
physiology. This discovery is very relevant because natural phenomena such as
climate change and El Nino change the salinity of the water due to sea level rise,
evaporation and changes in rainfall patterns, making invertebrates more or less

susceptible to the effects of microplastics.

Keywords: polyethylene; ormoregulation, metabolism, crustaceans, molluscs

5. INTRODUCAO

A poluicdo por plastico nos ambientes aquaticos vem sendo relatada
desde a década de 1970 (Scott, 1972; Cundell, 1973; Moris, 1980; Menéndez-
Pedriza and Jaumot, 2020; Dusaucy et al., 2023). Nos ultimos anos o crescente
aumento na quantidade de plastico encontrado nos corpos hidricos vem sendo
motivo de preocupacdes, pois se estima que 95% dos residuos marinhos tenham
o plastico como componente principal (Wang et al., 2018; Zhang et al., 2021a).
Por ser um material versatil, leve, resistente e com um bom custo-beneficio, o
plastico é amplamente utilizado em diversos ramos da industria, substituindo
materiais como vidro, metal e papel (Frias and Nash, 2019; Menéndez-Pedriza
and Jaumot, 2020; Bergmann et al., 2022; Sharma et al., 2023). Devido a essas
caracteristicas a demanda global anual por plasticos aumentou
exponencialmente nas Ultimas cinco décadas. S6 no ano de 2019 foram
produzidas aproximadamente 370 milhdes de toneladas (Mohrig, 2020;
PlasticsEurope, 2020; Silva et al., 2020, Martinho et al., 2022), podendo chegar
a 500 milhdes de toneladas/ano de plasticos produzidos até 2025 (Huang et al.,
2021a). O que foi descoberto como um material revolucionario tornou-se uma
ameaca ambiental global, considerando a grande lacuna entre o aumento da
producdo de plastico, a baixa taxa de reutilizacdo e a sua distribuicdo
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onipresente em ecossistemas marinhos e de agua doce (Wagner et al., 2018;
Zeng et al., 2018; Borrelle et al., 2020; Ziani et al., 2023).

As grandes particulas de plasticos, meso e macroplasticos, podem causar
efeitos visiveis na biodiversidade aquatica, como sufocamento, emaranhamento,
blogueio intestinal entre outros, que ja estdo bem documentados (Wilcox and
Hardesty, 2015; Thiel et al., 2018; Zhu et al., 2019). Entretanto, os microplasticos
e nanoplasticos estdo se tornando um problema emergente global,
principalmente porque muitos dos seus efeitos ainda ndo sdo compreendidos
(Wang et al. 2016; Suckling and Richards, 2020; Catarino et al., 2021; Soares et
al.,, 2021, Ziani et al., 2023). Ja foram encontrados entre 93 a 236 bilhées de
toneladas de microplasticos nos oceanos (Van Sebille et al., 2015; Koelmans et
al.,, 2019). Os microplasticos sdo particulas sélidas, sintéticas, de matriz
polimérica, insoliveis em agua, com forma regular ou irregular, de tamanho
variando de 1 ym a 5 mm (microplasticos) ou menores que 1 ym (nanoplasticos)
(Gigault et al., 2018, Jiang et al., 2020). Eles podem ser classificados também
pela sua origem de fabricacdo em primarios ou secundarios (Dris et al., 2017;
Frias and Nash 2019, NOAA, 2021). Os primarios sdo aqueles que foram
fabricados e liberados no meio ambiente na forma de pequenos granulos (um) e
sdo usados na fabricacdo de produtos cosmeéticos, esfregdes abrasivos,
produtos de limpeza, entre outros (Andrady, 2017; Anbumani and Kakkar, 2018;
Vivekanand et al.,, 2021). Ja os secundarios sdo aqueles fragmentos que
resultam da deterioracdo de plasticos maiores por meio de processos
mecanicos, radiacdo solar, abrasdo e interacbes com embarcacoes e
organismos (Shah et al., 2008; Costa et al., 2010; Andrady, 2017; Frias and
Nash, 2019).

Devido as diferentes caracteristicas dos polimeros plasticos nos oceanos,
0s microplasticos sdo encontrados desde a superficie até o sedimento
(Rochmann et al., 2019; Nurul et al., 2020; Von Friesen et al.,2020), fazendo com
gue eles sejam facilmente ingeridos ou absorvidos por espécies de diferentes
tamanhos ou nichos ecoldgicos (Lei et al., 2018; Franzellitti et al., 2019; Ziani et
al., 2023). A absorcdo de microplasticos pode ocorrer por meio de ventilacéo,
ingestao direta ou por transferéncia na cadeia trofica (Watts et al., 2016; Au et
al., 2017; Koelmans et al.,2022; Pisani et al., 2022; Ziani et al., 2023). Estudos
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tém mostrado que os microplasticos absorvidos podem se acumular nos tecidos
de organismos aquaticos ou serem translocados para o sistema circulatorio e
diferentes 6rgaos e tecidos (Avio et al., 2015; Al-Sid-Cheikh et al., 2018; Paul-
Pont et al., 2018; Chen et al., 2022), afetando o crescimento (Besseling et al.,
2014; Mao et al., 2018; Urbina et al., 2023), o comportamento (Yin et al., 2019),
a reproducéo (Sussarellu et al., 2015; Han, et al., 2022; Jiang et al., 2022), o
metabolismo (Katrina et al., 2019; Rios-Fuster et al., 2021; Trestrail et al., 2021;
Wang et al., 2021), a regulacdo osmotica e i6nica (Watts et al., 2016; Zheng and

Wang, 2022), dentre outros.

Além de enfrentar os efeitos de contaminantes como 0s microplasticos,
0S organismos aquaticos também estdo sob pressdo das variagdes naturais do
ambiente e das mudancas climaticas (Frolicher et al., 2018, IPCC, 2022).
Portanto, os microplasticos podem ter efeitos sinérgicos com outros estressores
ambientais, como salinidade, temperatura, pH, amoénia, dentre outros (Du et al.,
2023; Han et al., 2021; Dinh et al., 2022; Lee et al., 2023; Xing et al., 2023).
Dentre estes parametros ambientais, a variacao da salinidade € um importante
fator, porque define a distribuicdo das espécies na natureza (Whitehead et al.,
2011; Uyhelji et al., 2016). Nesse sentido enquanto espécies eurialinas
conseguem tolerar amplas variagfes da salinidade do meio externo e serem
resilientes as mudancas consequentes do aumento do nivel do mar ou do regime
de chuvas, as espécies estenoalinas toleram pequenas variacdes de salinidade
e sao mais propensas a sofrerem os efeitos de mudancas ambientais (Whitehead
etal., 2011; Uyhelji et al., 2016). Além disso, ha na natureza animais que mantém
a osmolalidade da sua hemolinfa constante, os osmorreguladores, e outros que
sdo incapazes de osmorregular, sdo os osmoconformadores (Figura 1). Tal
capacidade também possui relacdo com a resiliéncia a diferentes ambientes
salinicos e pode ser alterada por mudancas climaticas. Ramaglia et al (2018)
verificou que o siri Callinectes danae perde sua capacidade osmorregulatéria
guando exposto ao pH reduzido e os efeitos combinadas da temperatura com a
salinidade modulam a capacidade osmoética dos peixes Sparus aurata e
Harpagifer antarcticus (Vargas-Chacoff et al.,2020, 2021). Ainda ndo se sabe
exatamente se poluentes como 0s microplasticos afetam a capacidade

osmorregulatéria das espécies aquaticas. No caranguejo Carcinus maenas a
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exposicdo ao microplastico afeta a troca ibnica branquial e diminui a
osmolalidade da hemolinfa nas primeiras horas (Watts et al., 2016) mas no

caranguejo violinista Minuca rapax a regulagdo osmdtica ndo € afetada
(Capparelli et al 2023).

Linha Isosmotica

Osmoconformador
estrito

Osmorregulador
estrito

/ Hiper- hipo- osmorregulador

Concentragao de solutos do fluido corporal

Concentracdo de solutos do meio

Figura 1- Estratégias osmorregulatérias utilizadas para manutencéo dos fluidos

corporais internos (adaptada de Willmer et al., 2005).

Os processos osmorregulatérios de invertebrados como crustaceos e
moluscos ocorrem principalmente nas branquias e sado dependentes de energia
(ATP) (Sokolova et al., 2012a; Rivera-Ingraham and Lignot, 2017; Urzta and
Urbina, 2017) (Figura 2). As branquias sdo 6rgdos multifuncionais, que estao
associadas também com as trocas gasosas, excrecdo de aménia e regulacéo do
pH (Freire et al., 2008; McNamara et al., 2015). Como tém contato continuo com
o ambiente externo, as branquias, sao reconhecidas como um dos tecidos que
mais acumulam microplasticos (Browne et al., 2008; Ding et al., 2018; Lu et al.,
2016; Truchet et al., 2023). Animais expostos ao contaminante podem sofrer
lesGes nas lamelas branquiais e necrose tecidual (Hu et al., 2020; Teng et al.,
2021). Tais danos estruturais podem comprometer as funcgdes fisiologicas do

tecido branquial.
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| Meio externo
K+ H* HCOy
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CO, H;0O
2K+
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Meio interno- Hemolinfa

Figura 2: Modelo hipotético para o transporte acoplado de Na* e ClI™ através do
epitélio branquial em hiperosmorreguladores de regifes entre-marés ou
estuarinos. O transportador apical de Na* /K* /2CI~ impulsionado pelo gradiente
de Na+ direcionado para dentro, suplementado por canais apicais de K*, que
reciclam K* e hiperpolarizam a membrana apical, criando um potencial celular
negativo que conduz o efluxo de CI~ atraves dos canais basais de CI-. A absorcao
de Na* pode ser aumentada através do antiportador Na* /H* apical. O potencial
transepitelial externo positivo resultante conduz um movimento paracelular
interno substancial de Na* através deste epitélio permeavel (McNamara e Faria,
2012).

O fornecimento de energia para o metabolismo é um fator limitante para
0s processos fisioldgicos e para a sobrevivéncia das espécies (Yung-Che and
Pung- Pung, 2008). A taxa metabdlica € medida com base no consumo de
oxigénio de um organismo e pode ser alterada dependendo dos desafios
ambientais (Ramaglia et al., 2018; Souster et al., 2018). Por exemplo, no
caranguejo Hemigrapsus crenulatus, um caranguejo de entremarés, quando

expostos as baixas salinidades foi possivel observar um maior consumo de
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oxigénio, acompanhadas de um aumento da capacidade osmorregulatéria
(Urzta and Urbina, 2017), em mexilhdes juvenis, Mytilus chilensis a combinac¢éo
dos efeitos entre a variacdo da salinidade e acidificacdo oceanica, causou uma
reducdo no consumo de oxigénio (Duarte et al., 2018). Ainda néo se sabe muito
bem como a sinergia entre as variag6es de salinidade e microplasticos afeta o
consumo de oxigénio das espécies (Du et al.,2023; Sui et al., 2023) mas no
caranguejo Carcinus maenas (Watts et al., 2016) e no mexilhdo Mytilus coruscus

ja foram observadas reducdes (Sui et al., 2023).

Adicionalmente, do ponto de vista quimico, salinidades diferentes alteram
caracteristicas importantes dos polimeros de plasticos, como a flutuabilidade e
a agregacado das particulas, podendo induzir o efeito salting-out. Esse efeito
diminui a solubilidade das moléculas do solvente na fase aquosa, levando a
formacdo de um sistema bifasico (Menéndez-Pedriza and Jaumot, 2020;
Pinheiro et al., 2021). De forma geral, o efeito da salinidade ir4d depender das
propriedades dos microplasticos e dos produtos quimicos avaliados (Menéndez-
Pedriza and Jaumot, 2020). A mudanca dessas caracteristicas pode tornar o
microplastico mais biodisponivel no ambiente. No entanto, ainda sdo poucos 0s
estudos que investigaram os efeitos dos microplasticos em combinacédo com as

variacdes de salinidade nas quais 0s animais aquaticos estdo expostos.

No presente capitulo, nds investigamos os efeitos do microplastico do tipo
PET (poliestileno) na fisiologia de invertebrados marinhos e/ou estuarinos (Perna
perna, Crassostrea gasar, Callinectes danae, Leptuca thayeri e Penaeus
vannamei) mantidos nas salinidades em que sdo encontrados na natureza. De
forma geral, nés queremos entender se o efeito do microplastico na fisiologia dos
invertebrados € alterado devido a salinidade em que o animal se encontra. I1sso
€ especialmente importante porque muitas das espécies estudadas sao
encontradas em salinidades variadas e também porque mudancas climaticas e
fenbmenos como o El Nino podem mudar a salinidade da agua devido aos
aumentos do nivel do mar, aumento ou reducdo do regime de chuvas e

evaporacao da agua das pocas de mare.
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2. MATERIAS E METODOS

2.1 COLETAS DOS ANIMAIS

Os animais foram coletados em entre os anos de 2022 (P. perna, C.
brasiliana. C. Danae e P. vannamei) e 2023 (C. danae, L thayeri e P. vannamei,)
(Figura 3).

Mexilhdo Perna perna

O mexilh&do P. perna (5 - 12 g) foi coletado na regido do costao rochoso
localizado na Praia dos Sonhos em Itanhaém, SP (24°11'S, 46°48'W). O
mexilhdo marrom Perna perna esta entre os bivalves comestiveis mais populares
do mundo. E encontrado com abundancia em quase toda a extens&o do litoral
brasileiro e na Costa Africana. Sendo o mexilhdo que atinge maior tamanho, &
uma espécie de grande interesse comercial e muito utilizada na miticultura (Pierri
et al., 2016). Alem disso, sado organismos osmoconformadores com tolerancia a
variacOes de temperatura (Resgalla et al., 2007) e salinidade (Rola et al 2017)

Ostra Crassotrea brasiliana

A ostra C. brasiliana (52 - 113 g) foi obtida na reserva extrativista na
comunidade quilombola do Mandira, regido estuarino-lagunar de
IguapeCananéia na cidade de Cananéia-SP (25°01’S, 48°02'W). E uma espécie
gue ocorre ao longo da costa brasileira desde o estado do Maranhao até Santa
Catarina (Machado et al. 2002) podendo ser encontrada em substratos rochosos,
manguezais e estudrios (Varela et al., 2007). Sado animais eurialinos, sesseis e
filtradores, devido a essas caracteristicas sofrem muita influentco com flutuacao
das condicbes ambientais, influenciando fortemente o crescimento e a
sobrevivéncia desses moluscos bivalves durante distintas fases do seu ciclo de

vida.
Caranguejo violinista Lepthuca thayery

O caranguejo chama-maré L. thayeri (1,70 - 4,59), foi coletado escavando
suas tocas com pas, no estuario do rio Jaguareguava em Bertioga (23°49'S,
46°09'W). O L. thayeri (Rathbun, 1900) é a terceira espécie de caranguejo-

violinista mais comum na costa brasileira (Thurman et al., 2013). Ocupa areas
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de manguezais em todas as regides tropicais e subtropicais, desde o Golfo do
México até o estado de Santa Catarina, no sul do Brasil (Melo, 1996). Os
individuos permanecem ativos nas marés baixa e alta (De Grande et al., 2018).
E uma espécie mesohalina, ocupa habitat eurialino entre 1,2 e 60 psu (Thurman
et al., 2013, 2017; Faria et al., 2017).

Siri Callinectes danae

O siri C. danae (40 — 109 g) foi coletado na cidade de Peruibe, SP
(24°38'S, 47° 02'W), com armadilhas de rede (pucgd) e carcaga de peixe, usado
como isca. O siri C. danae ocorre por todo Oceano Atlantico da Florida, EUA, até
a costa sul do Brasil (Melo 1996; Guerin and Stickle, 1997; Chacur and
Negreiros-Fransozo, 2001). No litoral brasileiro € a segunda espécie mais
abundante na regido sul, sendo a primeira no litoral catarinense (Medeiros, 1982;
Pita 1985; Morerira, 1988), e a mais consumida na culinaria da regido nordeste
(Calado and Souza, 2003). Geralmente costumam ser coletados junto a fauna
acompanhante, porém as capturas pelas comunidades caicaras também séo
frequentes, para subsisténcia e /ou consumo (Severino-Rodrigues et al., 2001,
Branco and Fracasso, 2004). O C. danae é um crustaceo eurialino e um nadador
ativo, sendo encontrado em ambientes de aguas salobras, estuarios e areas de
mar aberto (Melo, 1996). Essa tolerancia a variacdes de salinidade esta
diretamente relacionada ao seu ciclo de vida. Em geral as larvas do se
desenvolvem em ambiente de mar aberto, depois iniciam a migracdo para a

regido estuarina.
Camarao Penaeus vanammei

O camarao-branco- do-pacifico P. vannamei (3 - 7,8 g) foi coletado com
rede de tarrafas nos viveiros de fazendas de camardo no estado de Santa
Catarina- Brasil (26°20’S, 48°73'W). Trata-se de uma espécie originaria da costa
do Pacifico, com distribuicdo desde o Golfo da Califérnia até o norte do Peru
(Shu, 2007; Feng et al., 2008). E um animal eurialino, de rapido crescimento, alta
taxa de sobrevivéncia em cultivos de alta densidade, além disso, também é rico
em propriedades nutricionais, por esses motivos, tornou-se a espécie de
crustaceo mais cultivada no mundo (Abdelrahman et al., 2019; Muralisankar et
al., 2021; Li et al., 2021).
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Todos os animais coletados foram transportados para o Laboratorio de
Aquicultura Sustentdvel da UNESP, campus do litoral paulista, em caixas
contendo agua do local de coleta com aeracdo constante. Os animais foram
aclimatados as condi¢Ges laboratoriais durante quatro dias em aquarios de vidro
contendo aeragao constante e agua com salinidade (30%0), pH (8,0) e
temperatura (25°C). Mexilndes, ostras, camarbes e caranguejos foram
alimentados diariamente com racdo comercial para camarao (Guabitech Active,

40% de proteina bruta). Os siris foram alimentados diariamente com filé de peixe.

Ponta Grossa
: Curitiba
T

Aroucana,

Cachaga Artesanal Sao Francisco - Vila da Gloria

(Ve

Alambique Rancho Santa Fe'

Figura 3. (A) Locais de coleta A- Costao rochoso praia dos sonhos Itanhaém; B-
Reserva extrativista do Mandira; C- Praia do Guarau- Peruibe; D- Rio
Jaguareguava- Bertioga; E- Fazenda de camarao- Santa Catarina; 3(B)- Animais
coletados A- mexilhdo Perna perna; B- ostras Crassostrea gasar; C- siri
Callinectes danae; D-caranguejo chama- maré Leptuca thayeri; E- camaréo

Penaeus vannamei.

2.2EXPOSICAO AO MICROPLASTICO

Apbs o periodo de aclimatacdo as condicdes laboratoriais, 0os animais
foram transferidos para aquarios de vidro (20L) e expostos por dez dias a
diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 ou 40) e concentracdes de microplasticos
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(0 ou 40 mg/L) (Figura4). O microplastico utilizado foi tereftalato de polietileno
(PET) virgem, adquirido da Polyscience, Inc. Este € um dos plasticos mais
produzidos e identificados nos ambientes marinhos (Andrady et al., 2011). Para
selecionarmos o tamanho desejado (100 a 500 ym), o microplastico foi moido
em um moedor de graos e peneirado em um conjunto de peneiras para
granulometria. A &gua dos aquarios foi previamente filtrada para evitar
contaminacgao por microplastico. As salinidades 20, 25 e 30 foram obtidas por
meio da diluicdo da agua do mar, com agua doce (desclorificada). As salinidades
de 35 e 40 foram obtidas apdés congelamento da 4gua do mar e recolhida as
primeiras por¢des durante o descongelamento. Os fatores abioticos, temperatura
(25°C) e salinidade foram verificados diariamente com o auxilio de termémetro e
refratbmetro, respectivamente. Mexilhdes, ostras, camardes e caranguejos
foram alimentados diariamente com racdo comercial para camarédo (Guabitech
Active, 40% proteina bruta). Os siris foram alimentados diariamente com filé de
peixe. A troca de dgua dos aquarios foi realizada a cada trés dias a fim de que a
qualidade da agua e a concentracdo de microplastico fossem mantidas. Os

experimentos foram realizados com oito animais (N= 8).

Figura 4. Estante e aquéarios em que 0s animais foram mantidos e expostos aos

diferentes tratamentos.
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Apés 10 dias de exposicdo foram avaliados os seguintes parametros
fisiologicos dos invertebrados: consumo de oxigénio, excre¢cdo de aménia, tipo

de substrato energético oxidado e osmolalidade da hemolinfa.

2.3  AVALIACAO DO CONSUMO DE OXIGENIO, EXCRECAO DE AMONIA
ESUBSTRATO ENERGETICO OXIDADO (O: N)

O consumo de oxigénio (Figura 5A) e a excrecdo de amonia (Figura 5B)
foram realizados de acordo com Augusto and Masui (2014). Os animais foram
colocados individualmente em camaras respirométricas fechadas contendo 4gua
com as mesmas salinidades e concentracdes de microplasticos dos aquarios em
gue foram retirados. Os animais permaneceram nas camaras respiromeétricas
por 30 minutos sob aeracdo constante para aclimatacao, visando a reducédo do
estresse causado pela manipulacdo. Apos esse periodo, a aeracgao foi retirada e
a concentracdo de oxigénio na agua medida com o auxilio de um oximetro
(monitor e probe YSI, Modelos 53 e 5905, respectivamente) e a camara foi
vedada. O tempo em que O0S animais permaneceram nas camaras
respirométricas variou em funcdo do tamanho dos animais e da quantidade de
oxigénio consumido. Foram realizados experimentos pilotos para estabelecer o
tempo de permanéncia nas camaras. Dessa forma, os animais permaneceram
por trés horas (mexilhdo), seis horas (ostra) ou duas horas (siri, caranguejo e
camarao) nas camaras e logo apos esse periodo a concentracdo de oxigénio foi
medida novamente. Camaras controles sem animais dentro foram mantidas nas
mesmas condi¢cdes experimentais. Varia¢cdes na concentracdo do oxigénio foram
calculadas pela diferenca entre os valores obtidos no inicio e no final do
experimento. A taxa respirométrica foi calculada pela diferencga entre os valores
obtidos nas amostras e controles (sem animais). (Winddows and Johnson,
1988).

RT = {[(Co — Cf). VIAT] - f/DW

RT: taxa respirométrica (ug O2 mgDW-1 h-1); Co: concentragdo inicial de

oxigénio na camara (mlO2 /L); Cf: concentragcdo final de oxigénio na camara
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(mlO2/ L); V: volume das camaras (L); AT: tempo de duragdo do experimento
(h); f: mudancas na concentracéo de oxigénio das camaras; DW: massa seca do

animal (mg).

A excrecdo de amonia foi determinada por colorimetria (Koroleff, 1983)
em amostras de 4gua obtidas das camaras respirométricas no final dos
experimentos de medicdo do consumo de oxigénio. Os dados foram
apresentados como a soma da amdnia nao ionizavel (NH3s) e ionizavel (NH*4). O
consumo de oxigénio e a excrecdo de amobnia SA0 expressos COMo massa seca
especifica (ug mg- 1massa seca hl). O substrato energético oxidado foi
calculado por meio da relagdo atdbmica entre o oxigénio consumo e a amodnia
excretada (O: N). Valores até 16 indicam o uso de proteinas, entre 16 e 60, o
uso de uma mistura de proteinas e lipidios; valores acima de 60 indicam a
predominéancia de lipidios como substrato energético (Mayzaud and Conover,
1988).

Figura 5. Avaliacdo do consumo de oxigénio e excre¢cdo de amonia dos animais.
A: Animais mantidos nas camaras com aeracao, para medida inicial do consumo
de oxigénio. B: amostras de agua obtidas das camaras respirométricas no final

dos experimentos para determinar a excrecdo de amonia.

Ao término dos experimentos, os animais foram eutanasiados por
congelamento e amostras de hemolinfa foram retiradas. O corpo de cada animal
foi pesado e colocado na estufa por 48h a 60°C e pesados novamente.
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2.4  AVALIACAO DA OSMOLALIDADE DA HEMOLINFA

ApoOs serem eutanasiados com gelo, cerca de 100 pl de amostra de
hemolinfa foram retiradas da regido do musculo adutor dos moluscos (mexilhdo
e ostra), membrana artrodial na base do ultimo pereidopode dos siris e
caranguejos e do cefalotorax dos camardes, utilizando-se seringa de insulina
com agulha #25-8. A hemolinfa foi armazenada em freezer para posterior analise
da osmolalidade. A osmolalidade da hemolinfa foi medida em amostras de 10 pl
em um micro- osmometro de pressao a vapor (Elitechgroup VAPOR, Modelo
5600). Os resultados sdo apresentados em mOsm/ Kg agua. A capacidade
osmorreguladora das espécies, diferenca entre a osmolalidade da hemolinfa e
do meio externo em uma dada salinidade, foi calculada pela razdo: A

osmolalidade da hemolinfa/A osmolalidade do meio (Freire et al., 2003).

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a analise de variancia de dois fatores
(ANOVA). Em seguidas foram submetidos ao teste de médias mdltiplas de
Student-Newman- Keuls (SNK) para localizar as médias estatisticamente
diferentes. As analises foram feitas ap0s averiguar as condi¢cdes de normalidade
de distribuicdo e igualdade de variancia usando o programa Sigma Stat 2.0 e
empregando um nivel minimo de significancia de P< 0,05. Para a construgéo das
figuras foi utilizado o programa GraphPad Prism 7. Os dados sdo apresentados

com Média +Erro Padrao da Média.

3. RESULTADOS

3.1 OSMOLALIDADE DA HEMOLINFA E CAPACIDADE
OSMORREGULADORA (CO)
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De forma geral, o microplastico ndo afetou o padrdo osmorregulatério das
espécies estudadas. Observamos apenas mudancas pontuais na osmolalidade
da hemolinfa (Figura 6). O mexilhdo P. perma é uma espécie
osmoconformadora, mas que hiperosmorregula em salinidade de 20. A
exposicdo ao microplastico causou a perda da capacidade osmorregulatéria
dessa espécie. A ostra C. gasar manteve o seu padrdo osmoconformador em
todas as situacdes experimentais, mas a osmolalidade da hemolinfa se afastou
da linha isosmotica quando exposta ao microplastico (salinidades 25 e 30). O siri
C. danae osmorregulou até a salinidade de 35 e osmoconformou a partir dai,
independentemente do microplastico. O caranguejo L. thayeri hiperosmorregulou
até a salinidade de 25 e hiporregulou nas salinidades superiores. A presenca do
microplastico mudou sutiimente esse padrdo porque a espécie perdeu tal
capacidade osorregulatéria entre as salinidades de 25 e 35. O camarao P.
vannamei manteve-se fortemente osmorregulador, independente do

microplastico.
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Tabelal: Capacidade Osmorregulatoria de Perna perna, Crassostrea gasar,
Callinectes danae, Leptuca thayeri e Penaeus vannamei, expostos a duas
concentracdes de microplastico (0 e 40 mg/L) e diferentes salinidades (20, 25,
30, 35 e 40) e por 10 dias.

0 mg/L 40 mg/L
Perna perna 0,70 0,78
Crassostrea gasar 0,74 0,71
Callinectes danae 0,48 0,53
Leptuca thayeri 0,27 0,32
Penaeus vannamei 0,16 0,20

3.2 CONSUMO DE OXIGENIO

A exposicao ao microplastico causou altera¢cdes no consumo de oxigénio
de todas as espécies e tais efeitos foram dependentes da salinidade (Tabela 2;
Figura7). Nao conseguimos encontrar um padrédo de aumentos e redugdes no
consumo de oxigénio de animais expostos ao microplastico em funcédo do seu
habitat natural porque as respostas foram espécie-especifica. De forma geral, a
ostra C. gasar foi a menos afetada pelo microplastico (alteracdo somente na
salinidade de 20) e L. thayeri foi a mais afetada (alteracdes em todas as
salinidades). No mexilhdo, P. perna, ocorreram redugdes nas salinidades mais
baixas (20 e 30) e aumentos nas superiores (35 e 40), mas na ostra C gasar
ocorreu alteracdo de+102% apenas na agua salobra de 20. No siri C. danae
ocorreram alteragdes nas salinidades intermediarias de 25 (-33%) e 30 (+118%)
apos exposicdo ao microplastico. No caranguejo chama-maré L. thayeri a
exposicdo ao microplastico causou aumentos no consumo de oxigénio nas
salinidades mais baixas (20 e 25) e reducdes elevadas (30 a 40). No camaréo,
P. vannamei, a exposi¢do ao microplastico causou reducdes na agua salobra (20

e 25) e aumento na 4gua do mar (35).
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Tabela 2. Resultados da ANOVA de dois fatores no consumo de oxigénio de Perna perna, Crassostrea gasar, Callinectes
danae, Leptucathayeri e Penaeus vannamei, expostos a diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40) e a duas concentragdes

de microplastico (0 e 40 mg/L) por 10 dias.

Concentracéao de

micropléstico (MP) Salinidade MP x Salinidade Residual
DF MS F P DF MS F P DF MS F P DF MS
Perna perna 1 0,00161 5,66 0,020 4 0,00097 343 0,012 4 0,02380 0,0059 <0,001 80 0,00029

Crassostrea gasar 1 0,00004 095 0334 4 0,00039 855 <0,001 4 000020 4,355 0,004 48 0,00005
Callinectes danae 1 0,0149 6,42 0,015 4 0,9000 38,61 <0,001 4 0,0141 6,044 <0,001 49 0,00233
Leptuca thayeri 1 0,161 1,33 0,257 4 0,272 224 0,08 4 0,856 7,066 <0,001 34 0,121

Penaeus vannamei 1 0,248 244 0,123 4 0,276 2,713 0,037 4 0,627 6,179 <0,001 66 0,102

Caunesp 81



Orientadora: Alessandra S. Augusto

Doutoranda: Andressa Cristina Ramaglia da Mota

@ B =
2 o 23 ;
b S mO o S
08 =H ° ¥
0B
o
o w
Ll

Bb
30
Salinity

30
Salinity

Leptuca thayeri
A
-

Crassostrea gasar
ﬁ , As

PSS \\\\NNNN\
1&% m m \;I— N
e 08
2H
- ]
& :
S g
3 3 g 5 8 - s
2 = o = e (U mp Sw -a1) uond wnsuod uasixo M
(47 mp -31) uondumsuod uasixo M
o . <
PPz 2t
: ANl e
o 8 H i .
& > g S 8 =2 8 3 3
m W .d.w W, (., 4y, mp 3w 5i) uondumsuod uagixo
m ZH = m P 8 me LA 1
Q 2 3 SN\
- gl
I T “—I-* 1 T A_Hﬂ l
(.4, mp Bw si) uondumsuod udBixo (,.4°,.wp B Fri) vondwnsuod uazxo

82

Crassostrea gasar, Callinectes

Salinity

de Perna perna,
Leptuca thayeri e Penaeus vannamei, expostos a diferentes salinidades

(20, 25, 30, 35 e 40) e a duas concentragfes de microplastico (0 e 40 mg/L), por
10 dias. Letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre

diferentes salinidades e a mesma concentracdo de microplastico. Diferentes

Figura 7: Consumo de oxigénio
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letras mindasculas indicam diferencas significativas entre diferentes

concentracfes na mesma salinidade (Média +SE, N =8) (P < 0,05).

3.3 EXCRECAO DE AMONIA

Nos animais expostos ao microplastico e mantidos em diferentes
salinidades, ocorreram algumas alteracdes na excrecdo de amonia (Tabela 3 e
Figura 8). N0s ndo conseguimos observar um padrao de alteracdes relacionado
ao habitat natural ou grupo taxonémico. Enquanto o mexilhdo P. perna exposto
ao microplastico apresentou aumentos e reducdes na excrecdo de ambnia em
varias salinidades, a ostra C. gasar apresentou alteragdo apenas na salinidade
20 (-74%). Em C. danae, o microplastico causou aumentos em salinidades
especificas (20, 30 e 35) e em L. thayeri ndo ocorreram alteracdes na excre¢ao
de amdnia. Em P. vannamei a exposi¢cao ao microplastico causou altera¢des nas
salinidades de 30 (+42%) e 35 (+65%).
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Tabela 3. Resultados da ANOVA de duas vias na excrecdo de amonia de Perna perna, Crassostrea gasar, Callinectes danae,
Leptuca thayeri e Penaeus vannamei, expostos a diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40) e a duas concentracdes de microplastico
(0 e 40 mg/L) por 10 dias.

Concentracao de microplastico Salinidade MP x Salinidade Residual
DF MS F P DF MS F P DF MS F P DF MS
Perna perna 1 0,0000003 0,04 0,840 4 0,000067 8,13 <0,0010 4 0,00015 17,57 <0,001 80 0,00001
Crassostrea gasar 1 0,114 1,56 0,218 4 1,365 18,70 <0,001 4 0,226 3,10 0,025 44 0,0730
Callinectes danae 1 0,996 44,36  <0,001 4 1,195 53,22 <0,001 4 0,253 11,29 <0,001 42 0,224

Leptuca thayeri 1 0,00064 3,16 0,085 4 0,00058 2,89 0,038 4 0,0001 0,47 0,756 32 0,00002

Penaeus vannamei 1 0,00026 1,09 0,301 4 0,00217 880 <0,000 4 000152 6,16 <0,001 66 0,00025
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Figura 8: Excrecdo de amoénia (ug NH3-H mg DW-1 h-1) de Perna perna,
Crassostrea gasar, Callinectes danae, Leptuca thayeri e Penaeus vannamei,
expostos a diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40) e a duas concentragdes
de microplastico (0 e 40 mg/L) por 10 dias. Letras maiusculas diferentes indicam
diferencas significativas entre diferentes salinidades e a mesma concentracao.
Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas entre diferentes

concentragfes na mesma salinidade (Média +SE, N =8) (P < 0,05).
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3.4 TIPO DE SUBSTRATO ENERGETICO OXIDADO

O tipo de substrato energético oxidado pelos animais expostos ao
microplastico em diferentes salinidades € mostrado na Tabela 4. De forma geral
0s animais oxidaram predominantemente proteinas, exceto L thayeri que oxidou
principalmente uma mistura de proteina e lipidio. Nessa espécie, algumas
mudancas foram observadas ap6s exposicdo ao microplastico como a troca de
apenas proteina por uma mistura de proteina/lipidio na salinidade de 25 e uma

mistura de proteina/lipidio por apenas proteina na salinidade de 30.
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Tabela 4. Substrato energético oxidado de Perna perna, Crassostrea gasar, Callinectes danae, Leptuca thayeri e Penaeus vannamei,

expostos a diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40) e a duas concentracdes de microplastico (0 e 40 mg/L) por 10 dias (Média *

SE, N= 8).
0 mg/L 40 mg/L
20 25 30 35 40 20 25 30 35 40
ABa Aba
Pernaperna 30£044p  33:04rp 22104 16:042p  Z0TOYT I q05050p  18504%P  14:07%P  42:04%P  28:04%P
1,3+0,1% 20,9 +1,08@ 17,7 £1,952 ca 24,5 +2,685 Ab b 16,5 +2,98 ra 38,9 +2,6%
Crassostrea gasar P sl P4 10,2+2,9%P PiL 7,9+23%P 96+1,9%"P P 6,7+2,9%P PiL
Aa Ab
Callinectes danae 20’2;:8’9 3,1+0,9%P 2,0+1,0%P 7,5+1,2P3p 3,8+0,9%P 1.2 ;‘;0’9 3,1+1,088P 1,8+14Bp 39+1,0°%P 2,8+0,8°%ap
. 23,3 £6,6" Aa 21,9+7,7% 26,7 £6,6" 305+£7,8% | 229+66% 33,3+54% 142+76" 20,9+66" 17,9 £6,6"

Leptuca thayeri Pil 1481777 P Pl Pil Pl Pl Pl P Pl PilL
Penaeus vannamei 13,4 £3,3% 16.642 78p 20,1 £2,5m 19,3 £2,5" 29,2+29% | 10,827 11,623 14,4 £22° 42,7 2,55 26,9 +3,3¢@

P e P+L P+L P+L P P P P+L P+L

Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre diferentes salinidades e a mesma concentracao. Diferentes letras

minusculas indicam diferencas significativas entre diferentes concentragdes e na mesma salinidade. Os dados sao apresentados

como Média + Erro Padrao da Média. (P < 0,05). P= Proteinas; L= Lipidios; P+L= Mistura Proteina + Lipidio.
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4. DISCUSSAO

Os microplasticos representam uma ameaca global aos ecossistemas
aguaticos e pouco se sabe sobre os fatores que influenciam a sua
biodisponibilidade, além disso, causam diferentes efeitos na biodiversidade, nos
ecossistemas e nos organismos (Chouchene et al., 2023). Nés verificamos aqui
gue a exposicao dos invertebrados ao microplastico do tipo PET pode afetar os
mecanismos fisioldgicos dependendo da salinidade em que o animal se
encontra. Os mecanismos afetados sdo importantes para a homeostase dos
moluscos e crustaceos estudados porque determinam sua distribuicdo na
natureza (osmorregulacdo) ou estdo relacionados com a energética do animal
(consumo de oxigénio, excrecdo e tipo de substrato energético oxidado). As
alteracdes observadas podem estar relacionadas com o efeito do microplastico
ao nivel celular e tecidual (como lesbes branquiais e intestinais), bioquimico
(alteracdo das reac0Oes intra- e extracelulares), comportamental (presenca do
microplastico no aquario) e até mesmo devido a interagdo quimica do

microplastico com o sal presente na agua.

A manutencdo da homeostase osmotica e idnica intra- e extracelular €
fundamental para o funcionamento normal das células e consequentemente para
a sobrevivéncia e deslocamento dos organismos em diferentes ambientes (Lima
et al, 2009). A salinidade tem efeitos importantes nos padrées
osmorregulatérios, por isso as salinidades testadas no presente estudo (20, 25,
30, 35 e 40), sdo aquelas naturalmente encontradas nos ambientes das espécies
avaliadas. Nesse sentido, o efeito combinado do microplastico e da salinidade
sob os mecanismos osmorregulatérios ainda sao pouco conhecidos (Watts et al.,
2016; Capparelli et al., 2023). Nossos resultados mostram 0os mesmos padrdes
osmorregulatérios tanto na auséncia quanto na presenca do microplastico,
exceto em P. perna (salinidade 20) e L. thayeri (salinidades 30 e 35). Portanto,
para a maioria das espécies avaliadas aqui (C. gasar, C. danae, P. vannamei),
a presenca do microplastico na agua ndo afetou de forma importante a
osmolalidade da hemolinfa. A auséncia de efeitos dos microplasticos sob a

capacidade osmorregulatoria também foi observado em M. rapax (Capparelli et
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al.,, 2023) e C. maenas (Watts et al.,2016), possivelmente devido a uma

regulacéo idnica eficiente.

Enquanto P. perna perdeu a capacidade hiperosmorregulatéria (absorcéo
de sal), L. thayeri perdeu a capacidade hiporregulatéria (secrecdo de sal) na
presenca do microplastico (Figura 6). A perda da capacidade osmorregulatéria
nessas duas espécies expostas ao microplastico pode estar relacionada a
diminuicdo do consumo do oxigénio nas branquias, canalizacdo da energia para
outros mecanismos fisiologicos ativos, diminuicdo da taxa de ingestdo e
consequente reducdo na disponibilidade de substrato energético, alteracdes no
transporte de ions atraves das membranas (Ramaglia et al., 2018, Rivera-
Ingraham and Lignot, 2017; Urzta and Urbina, 2017). Como ja mencionado, a
osmorregulacao é um processo que dependente de energia (ATP) obtida durante
a respiracao celular (Sokolova et al., 2012a; Riveralngraham and Lignot, 2017,
Urzta and Urbina, 2017). Reducgbes na captacdo do oxigénio nas branquias
podem afetar a producdo de energia nas mitocondrias. Além disso, a energia
produzida pode ter sido canalizada para outros processos regulatorios mais
limitantes e dependentes de ATP. David et al., 2018 observou que ostras de
mangue Crassostrea rhizophorae que vivem em estuarios contaminados
reduzem a capacidade de regular a agua em diferentes tecidos. No caranguejo
C. maenas expostos ao microplastico também ocorre reducédo da concentracdo
de sddio da hemolinfa da hemolinfa e no consumo de oxigénio (Watts et al.,
2016). No mexilhdo osmoconformador Mytilus galloprovincialis exposto ao
micropléastico poliestireno foram detectadas alteracbes nos processos
osmorregulatérios, principalmente devido a um aumento de aminoéacidos livres e
outros osmolitos relacionados ao metabolismo energético (Capello et al., 2021).
A escassez de informacgdes sobre os efeitos sinérgicos dos microplasticos a
outros estressores na osmorregulacéo dificulta uma melhor compreenséo de tais

achados.

O consumo de oxigénio é um importante parametro fisiolégico a ser
medido diante de situacdes que impdem desafio a homeostase porque esta
relacionado ao fornecimento de energia necessario para o enfrentamento das
adversidades ambientais (Waller et al., 2017; Augusto et al., 2020; Mantoan et

al., 2021). Aqui nés observamos que a presengca do microplastico afeta o
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metabolismo de todas as espécies avaliadas. N0s ndo conseguimos observar
um padrao de respostas em funcdo do ambiente que a espécie vive ou do grupo
taxondmico a qual pertence, embora C. gasar tenha sido a espécie que menos
alterou o seu metabolismo em funcéo da presenca do microplastico (Figura 7).
Algumas espécies expostas ao microplastico aumentaram o consumo de
oxigénio em salinidades elevadas (P. perna, P. vannamei), mas outras
apresentaram essa mesma resposta em salinidades reduzidas (C. guasar e L.
thayeri).

O efeito do microplastico no consumo de oxigénio j& foi observado em
diferentes grupos como cnidarios (Ge et al., 2023), moluscos (Pedersen et al.,
2020; Fabra et al., 2021), crustaceos (Isinibilir et al., 2020; Svetlichny et al., 2021,
Shi et al., 2022), anelideos (Green et al., 2016) e peixes (Ding et al., 2020;
Stienbarger et al., 2021) expostos ao microplastico. As branquias sdo um dos
orgdos que mais acumulam microplasticos em seus tecidos devido ao contato
direto e continuo com o meio externo (Lu et al., 2016; Ding et al., 2018; Capparelli
et al.,2023). Reducdes no consumo de oxigénio observadas aqui podem estar
relacionadas aos danos branquiais causados pelos microplasticos como
infiltracdo de hemdcitos, edema e lesbes nas lamelas e mucosas (Hu et al., 2020;
Teng et al., 2021; Zheng and Wang 2023). O acumulo do microplastico nas
branquias em sinergia com a salinidade pode causar danos aos processos
respiratorios, principalmente devido ao fato das branquias serem extremamente
sensiveis a contaminantes ou a presenca de substancias estranhas (ou seja,
microplésticos) (Wang et al., 2013; Van Cauwenberghe et al., 2015). Além disso,
mudancas na salinidade também alteram a permeabilidade da superficie
branquial, influenciando assim a suscetibilidade aos efeitos toxicos do
microplésticos (Capparelli et al., 2023). Aumentos da taxa metabdlica pode ser
consequéncia de uma respiracdo mais rapida devido ao aumento da demanda
energética (Hebel et al., 1997; Woods et al., 2020). No camardao P. vannamei
exposto ao microplastico foram observados danos nos filamentos branquiais,
deformacéo dos vasos sanguineos branquiais e aumento do niamero de células
sanguineas (Xing et al., 2023). No peixe Oryzias melastigma a exposi¢cado a
diferentes tamanhos de microplasticos causou alteragbes histopatologicas

associadas a iondcitos, incluindo inchaco, desnaturagdo, necrose e apoptose
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celular (Zheng and Wang 2023). Além dos danos estruturais, as lesdes
branquiais podem aumentar a producao de radicais livres e, consequentemente,
0 estresse oxidativo (Mao et al. 2018). O estresse oxidativo é o desequilibrio
entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (radicais livres) e as defesas
antioxidantes e podem danificar tecidos (Betteridge, 2000). Alteracdes do
metabolismo no camardo Neocardina heteropoda expostos ao microplastico do
tipo poliestireno parecem estar relacionadas ao aumento do estresse oxidativo
(Kucera et al.,2022).

A ostra C. gasar foi a espécie que menos apresentou alteracdes na sua
taxa metabdlica quando exposta ao microplastico. Esse fato também foi
observado em outros estudos com ostras expostas ao microplastico (Fabra et
al., 2021; Sui et al., 2021). Uma das hipGteses para a maior resiliéncia desses
animais € que as ostras sdo organismos particularmente seletivos, possuindo
estrutura branquial complexa, as particulas cujas caracteristicas fisicas se
assemelham as dos alimentos (por exemplo, tamanho e forma), sdo absorvidas
e as nao selecionadas sdo eliminadas no manto (Fabra et al., 2021), ou seja,

elas conseguem eliminar alguns microplasticos evitando que sejam absorvidos.

EXCRECAO DE AMONIA

A taxa de excrecdo de amonia é um indicador do catabolismo proteico, do
estado nutricional e reprodutivo e da exposicdo dos animais aquaticos a
ambientes estressantes (Griffiths and Griffiths, 1987, Weihrauch et al. 2017). A
excrecdo de amodnia pode aumentar devido ao uso de aminoéacidos livres como
efetores osmoticos e reduzir devido a utilizacdo de proteinas basicas como
tampdes, reduzindo o catabolismo proteico (Hans et al. 2014; Fehsenfeld and
Weihrauch 2016). Assim como nas respostas metabdlicas, n6s ndo conseguimos
estabelecer entre as espécies estudadas uma relagcdo entre as respostas
fisioloégicas observadas e seu habitat natural ou grupo taxonémico. Dentre as
cinco espécies avaliadas, a excrecdo de amonia alterou pouco ou permaneceu
inalterada, respectivamente, na ostra C. gasar e no caranguejo entre-mares L.

thayeri, mas as demais espécies apresentaram aumentos ou reducdes em
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funcdo da salinidade. Diferentes respostas na excre¢cdo de amonia ja foram
observadas em animais expostos ao microplastico como nos bivalves Ruditapes
philippinarum (Jiang et al. 2022) e Mytilus coruscus (Sui et al., 2023), no camaréo
P. vannamei (Han et al., 2022) e nos peixes Sebastes schlegelii (Yin et al., 2019)
e Oryzias melastigma (Zheng and Wang 2023). De forma geral, o acumulo de
microplasticos nas branquias e os danos histolégicos causados podem alterar o
transporte de amoénia através das membranas, inclusive os transportadores de
NH - (Yin et a.,2019; Zheng and Wang 2023). Visto que excrec¢ao e respiracao
ocorrem nas branquias, alguns autores ja associaram respostas no consumo de
oXxigénio e excrecdo de amdnia em animais aquaticos expostos ao microplastico.
Por exemplo, no peixe- pedra S. schlegelii 0 estresse respiratério interferiu na
excrecdo de amonia apos a exposicdo ao microplastico (Yin et al.,2019) e no
bivalve M. coruscus a exposi¢cdo ao microplastico poliestireno também causou
aumento na excregao de amonia relacionado ao aumento do consumo de
oxigénio (Sui et al., 2023). Esse tipo de resposta ocorre porque 0s microplasticos
causam um estado de estresse nos organismos, que para a manutencdo da
homeostase aumenta seu metabolismo, resultando em uma digestdo mais
eficiente e um maior catabolismo proteico (Gruhn, 2020). Outra hip6tese é que
0s aminoacidos livres, conhecidos efetores osmoéticos intracelulares, estariam
sendo usados para a manutencdo dos processos de regulacdo osmdtica
(Weihrauch and Allen, 2018). Assim como C. gasar (alteracdo apenas em 20S)
ou L. thayeri, outros animais como o caranguejo Petrolisthes laevigatus (Urbina
et al. 2023) e a agua-viva Rhopilema esculentum também ndo alteram a
excrecdo dos compostos nitrogenados apOs exposicdo ao microplastico. Os
autores sugerem que os organismos forneceram combustivel suficiente aos

tecidos, evitando o aumento da utilizacéo de proteinas para obtencéo de energia.

A relacdo entre a amonia excretada e o oxigénio consumido (razao O: N)
pelos animais € considerado um indicador do tipo de substrato energético que
estd sendo oxidado (proteina e/ou lipidios) nas mitocéndrias para fornecer
energia (Mayzaud and Conover 1988; Fuhrer et al. 2012; Sui et al., 2023). Em
determinadas situacdes 0s animais podem trocar de substrato energético como
estratégia para obter mais energia, como € o caso da oxidagéo de lipidios, ou

porque estao oxidando suas proéprias proteinas corporais durante o jejum (Wang
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et al., 2021). No presente trabalho verificamos que as espécies estudadas
oxidam principalmente proteinas e que a presenca do microplastico afeta pouco
tal resposta. O caranguejo entre-marés L. thayeri € a Unica espécie que oxida
predominantemente uma mistura de proteina e lipidios e que mudou o tipo de
substrato energético em duas das salinidades (25 e 30) (ver Tabela 4). Embora
as proteinas sejam fundamentais para a construgao celular, diversos organismos
a utilizam como fonte de energia (Zhao et al. 2017). Porém diversos fatores
podem influenciar o tipo de substrato energético oxidado como dietas, sexo,
estagios ontogenéticos e até mesmo exposicdo a contaminantes (Gauquelin et
al. 2007; McGaw and Penney 2014; Augusto and Masui 2014). Ainda s&o pouco
conhecidos os efeitos dos microplastico e das salinidades, porém a alteracéo do
substrato energético pode ocorrer para que 0s animais mantenham a energia
necessaria para a manutencdo da homeostase. O caranguejo entre-marés se
alimenta da matéria organica presente sedimento. Em L. thayeri, as trocas de
tipo de substrato energético podem sugerir um déficit energético, talvez por uma

falsa sensacao de saciedade devido a ingestdo de microplastico.

Como visto, a salinidade é um fator importante no que tange aos efeitos
dos microplasticos da fisiologia dos invertebrados aqui avaliados. Entretanto o
meio em que o plastico esta inserido também pode alterar significativamente o
seu comportamento e seus processos bioquimicos. A presenca do sal na agua
pode afetar a floculacdo, sedimentacéo e a agregacao das particulas (Barletta et
al., 2019). Em um estudo feito com diferentes salinidades foi observado
alteracbes na cristalinidade (alinhamento de segmentos das cadeias de
polimeros) do material, esses resultados sugeriram que, o comportamento
quimico dos plasticos progrediu de maneira diferente devido as diferentes
salinidades da agua (Dong et al.,2022). Além disso, diversos estudos ja
relataram que a variacao de salinidade afetou a toxicidade de véarios tipos de
produtos quimicos ambientais, principalmente pela sua alta capacidade de
adsorcao de substancias (Hall and Anderson, 1995; Borecka et al., 2016;
Rebolledo et al., 2018). No entanto, os efeitos dos microplasticos em diferentes

salinidades ainda ndo estdo claros.

Nossos resultados sugerem que as concentragbes ambientais de

microplasticos em combinagdo com as salinidades ambientais, podem afetar os
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invertebrados marinhos, alterando os padrdes fisiologicos analisados. A
exposi¢cdo ao microplastico modificou o metabolismo de diferentes maneiras,
causando depressbes metabdlicas ou maior necessidade de energia para a
manutencdo da homeostase. As alteracbes no consumo de oxigénio podem
causar prejuizos no crescimento, reproducdo, comportamento, osmorregulacéo,
dentre outros. A ostra C. brasiliana foi a espécie que menos teve efeito nos

parametros fisioldgicos avaliados.

5. CONCLUSAO

Verificamos que os efeitos do microplastico na fisiologia dos invertebrados
sdo bastante dependentes da salinidade, mas ndo encontramos um padréao de
alteracdes nos mecanismos fisioldgicos dos animais expostos ao microplastico
em funcdo do seu habitat natural ou grupo taxondmico porque as respostas
foram espécie-especificas. De forma geral, o consumo de oxigénio foi o
parametro mais afetado pela presenca de microplastico na agua. Visto que o
consumo de oxigénio € um importante mecanismo fisiolégico associado ao
fornecimento de energia para 0s organismos, tal resposta pode afetar aspectos
importantes da biologia dos animais como o crescimento, reproducao, migracao,
fitness, dentre outros. No entanto, embora a osmorregulacdo seja um dos mais
importantes mecanismos fisiolégicos relacionados a permanéncia ou migracao
das espécies em diferentes gradientes salinicos, a presenca do microplastico
nao afetou o padrdo osmorregulatorio dos animais. De forma geral, a ostra C.
brasiliana foi a espécie menos afetada pelo microplastico, mostrando ser

resiliente no que tange aos mecanismos observados.
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