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RESUMO

CASTRO, Gleyson Borges. Efeitos toxicos do microplastico polietileno em Allonais
inaequalis, Chironomus sancticaroli e Daphnia magna sob exposi¢des convencionais e de
estresse. 2020. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Hidraulica e Saneamento) — Escola de
Engenharia de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2020.

A ocorréncia de microplasticos no ambiente aquatico esta sendo documentada em vérias partes
do mundo, todavia os efeitos que estas microparticulas podem ocasionar na biota de 4guas doces
ainda sdo pouco conhecidos. Neste sentido, nesta pesquisa foram investigados os efeitos
toxicos do microplastico polietileno (MP) — um dos mais produzidos entre os polimeros —, de
tamanho entre 40-48 um, para invertebrados aquaticos de ambientes continentais. Ensaios de
curta duracdo e crénicos foram conduzidos com o oligoqueta Allonais inaequalis, 0 inseto
Chironomus sancticaroli e o crustaceo Daphnia magna, considerando-se condicdes
padronizadas e ndo convencionais de exposicdo (estresse térmico, nutricional e na
disponibilidade de sedimento). As doses de MP testadas foram 20; 40; 80; 160 e 320 mg L.
Os resultados obtidos mostraram que A. inaequalis ingeriu as microparticulas, mas ndo teve sua
sobrevivéncia afetada pelo MP em exposicdes de curta duracao (taxas > 75 %). Além disso, as
temperaturas de 19 e 29 °C ndo exerceram toxicidade adicional para a espécie em 96 h (p >
0,05). Entretanto, observou-se que apds 96 h sob 24 °C, a falta de sedimento reduziu a taxa de
sobrevivéncia do organismo (p < 0,05). O MP néo afetou a reproducdo da espécie, mas apos
240 h de exposicédo, na temperatura de 19 °C e na auséncia de sedimento, A. inaequalis teve sua
reproducdo amplamente diminuida (23 novos organismos), ao passo que em 29 °C e na presenca
de sedimento, a espécie atingiu sua maior prole (715 novos organismos). Para Chironomus
sancticaroli, 0 MP ndo alterou suas taxas de sobrevivéncia, seja em exposic¢des de curta duracdo
ou crbnicas (taxas > 62 %). Apds 10 dias, larvas de C. sancticaroli ndo apresentaram
deformidades bucais, mas tiveram o seu desenvolvimento afetado pelo MP (reducdo de 13 a 18
% do seu comprimento larval). Sob estresse pela falta de sedimento, a espécie se mostrou
sensivel ao MP, emergindo 5 a 6 dias mais cedo em relacdo ao tratamento controle. O MP néo
causou diferenciagdo no comprimento de asas de fémeas, mas a auséncia de sedimento fez com
que as asas fossem maiores e as fémeas potencialmente mais fecundas. Nos insetos, a falta de
sedimento causou menores taxas de sobrevivéncia, menor comprimento de larvas e menores
taxas e tempos de emergéncia quando comparados as exposi¢des com sedimento (p < 0,05).
Em exposicOes de curta duracdo, Daphnia magna ingeriu 0 MP, mas sua mobilidade, producéo
de muda e comprimento do corpo ndo foram afetados pelas microparticulas (p > 0,05). Por
outro lado, o estresse nutricional causou uma diminui¢do na postura da exuvias e menores
comprimentos do corpo. Nos ensaios cronicos, 0 MP ndo mostrou impactar a longevidade,
muda e o nimero de neonatos produzidos. Em contrapartida, o tempo para as duas primeiras
ninhadas foram reduzidos de 10 a 13 % e o comprimento final de dafnias adultas dos
tratamentos de 160 e 320 mg L* foram significativamente menores que as do controle. Estes
achados mostraram que as respostas dos organismos podem variar de acordo com o tipo de
espeécie, o tempo de exposicdo e das condi¢cbes ambientais, e que o microplastico polietileno
pode ser potencialmente toxico considerando-se algumas variaveis de analise.

Palavras-chave: Polimero. Invertebrados aquéticos. Toxicidade. Efeitos cronicos.






ABSTRACT

CASTRO, Gleyson Borges. Toxic effects of polyethylene microplastics on Allonais inaequalis,
Chironomus sancticaroli and Daphnia magna under conventional and stressful exposures.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Hidraulica e Saneamento) — Escola de Engenharia de
Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2020.

The occurrence of microplastics in the aquatic environment is being studied around the world,
however the effects of these microparticles on freshwater biota are still poorly known.
Therefore, this research aimed to investigate the toxic effects of microplastic polyethylene (MP)
- one of the most produced among polymers -, size between 40-48 um, for invertebrates from
freshwater environments. Short-term and chronic bioassays were conducted with the
oligochaeta Allonais inaequalis, the insect Chironomus sancticaroli and the crustacean
Daphnia magna, considering standard and unconventional conditions of exposure (thermal,
nutritional and sediment stress). The MP doses tested were 20; 40; 80; 160 and 320 mg L. The
results showed that the MP are ingested by A. inaequalis, but their survival is not affected by
MP in short-term exposures (rates > 75%). In addition, the temperatures 19 and 29 °C does not
give additional toxicity for the species in 96 h (p > 0.05). However, it was observed that after
96 h under 24 °C, the lack of sediment reduces survival rate of the organism (p < 0.05). MP did
not affect the reproduction of the worms, but after 240 h of exposure, at 19 °C and in the absence
of sediment, A. inaequalis had its reproduction reduced (23 new organisms). In contrast, under
29 °C and in the presence of sediment, the species reached its largest offspring (715 new
organisms). In Chironomus sancticaroli, the MP does not change its survival rates, whether in
short-term or chronic exposures (rates > 62%). After 10 days, C. sancticaroli larvae did not
present mentum deformities, but their development was affected by MP (13 to 18% reduction
in their larval length). Under stress due to lack of sediment, the species was sensitive to MP,
emerging 5 to 6 days earlier compared to the control treatment. The MP did not cause distinction
in the wing length of females, but the absence of sediment made the wings longer and the
females potentially more fertile. In insects, the lack of sediment caused lower rates of survival,
shorter lengths of larvae and lower rates and times of emergence compared to exposures with
sediment (p < 0.05). In short-term exposures, Daphnia magna ingests MP, but its mobility,
molting process and body length are not affected by microparticles (p > 0.05). On the other
hand, nutritional stress caused a decrease in the posture of molts and shorter body lengths. In
chronic bioassays, MP did not showed impact on the longevity, molting production, and the
number of offspring produced. However, the time for the first two brooding was reduced by 10
to 13% and the final adult daphnids lengths of 160 and 320 mg L treatments was significantly
shorter than those of the control. These findings showed that the responses of the organisms
might change according to the species, time of exposure and environmental conditions, and
polyethylene microplastic can be potentially toxic.

Keywords: Polymer. Aquatic invertebrates. Toxicity. Chronic effects
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1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, parte da comunidade cientifica tem somado esforcos para o
conhecimento dos potenciais riscos que substancias quimicas sintéticas ou naturais — antes ndo
comumente monitoradas no ambiente — podem oferecer a biota aquética e a salide humana.
Estas substancias constituem o grupo dos contaminantes emergentes, a exemplo de farmacos,
produtos de higiene pessoal, drogas ilicitas, microplasticos e nanomateriais, que apresentam
crescente entrada em ambientes aquaticos continentais, marinhos e em sistemas terrestres
(LAPWORTH et al., 2012; GEISSEN et al., 2015).

A contaminacdo ambiental por microplasticos (particulas de tamanho <5 mm) é uma
realidade, e estd diretamente relacionada a inddstria mundial de materiais poliméricos e ao
consumismo humano. A producéo global de plasticos € crescente, ao passo que os polimeros
mais produzidos sdo os do tipo polietileno (36%), polipropileno (21%) e policloreto de vinila
(12%) (GEYER et al., 2017). Em face da sua onipresenca e ampla dispersdo em ambientes
aquaticos e depositos sedimentares, atualmente o plastico é objeto de analise para seu uso como
marcador estratigrafico do Antropoceno (ZALASIEWICZ et al., 2016).

A ocorréncia deste contaminante emergente em lagos, rios e estuarios da Europa, Asia
e Américas do Sul e do Norte tem sido cada vez mais relatada, apesar da baixa frequéncia de
pesquisas nestes ambientes, comparando-se o nimero de estudos com énfase a contaminagéo
microplastica no ambiente marinho. Esta abordagem em &aguas continentais € recentemente
discutida, tendo em vista que as primeiras hipdteses sugerem que a abundancia de
microplasticos em zonas marinhas pode estar diretamente relacionada a entrada deste
contaminante via aguas interiores, como os rios (CRAWFORD; QUINN, 2017; DRIS et al.,
2018).

Além da ocorréncia de microplasticos em aguas continentais, vem sendo reportado o
impacto da ingestdo desse contaminante e do contato provocado nos organismos aquaticos,
sejam eles bactérias, algas, invertebrados, peixes, aves aquaticas e mamiferos, cujos prejuizos
no sistema bioldgico englobam danos fisiologicos, morfoldgicos, reprodutivos e genéticos
(FAURE etal., 2012; FAURE et al., 2015; PHILLIPS; BONNER, 2015; HURLEY etal., 2017;
SAetal., 2018).

Associado a ocorréncia e ao efeito de microplasticos, estressores nutricionais, térmicos

e no habitat de ecossistemas de dgua doce podem adicionalmente impactar a biota, dado que no


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213305416300029#!
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ambiente aquético natural coexistem pressdes antropogénicas, processos complexos de
interagdes bioldgicas e mudancas climaticas (NOGES et al., 2016).

Logo, tendo em vista as lacunas que atualmente existem no entendimento da
problematica de microplasticos em ecossistemas de aguas doces, somado a necessidade de
elucidar, a partir de espécies-modelo, o potencial impacto para invertebrados aquéaticos de
referéncia internacional e nativas no Brasil, neste estudo foram investigados os efeitos toxicos
de microparticulas virgens de polietileno em organismos que representam aspectos funcionais
distintos no ambiente aquatico - Allonais inaequalis, Chironomus sancticaroli e Daphnia
magna - considerando-se, além das condi¢cBes convencionais de exposicdo, experiéncias de

estresse.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar os potenciais efeitos toxicos do microplastico polietileno (MP), de tamanho
entre 40-48 um, em espécies de diferentes funcdes troficas de ecossistemas de &gua doce:
Allonais inaequalis (Oligochaeta: Naididae), Chironomus sancticaroli (Diptera:
Chironomidae) e Daphnia magna (Cladocera: Daphniidae), sob exposi¢6es convencionais e de

estresse de curta duracéo e crénicas.

2.2 Objetivos especificos

A. inaequalis

¢ Investigar o efeito tdxico do microplastico polietileno a sobrevivéncia e reproducédo da
espécie, sob condicbes de disponibilidade de sedimento e estresse térmico;

e Analisar a ingestdo de microplastico pela espécie;

C. sancticaroli

e Investigar o efeito toxico do microplastico polietileno a sobrevivéncia e ao
desenvolvimento da espécie, sob condicBes de disponibilidade de sedimento;

e Investigar a ocorréncia de deformidades bucais;

e Identificar mudancas no padrdo de emergéncia e incidéncia de machos e fémeas;

e Estimar a fecundidade potencial das fémeas emergidas.

D. magna

e Investigar o efeito toxico do microplastico polietileno a mobilidade, longevidade e
reproducéo da espécie;

e Investigar o desenvolvimento da espécie quando exposta ao microplastico sob
disponibilidade de alimento;

e Analisar a ingestdo de microplastico pela espécie.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A emergéncia de plasticos e microplasticos: fontes e principais caracteristicas

O termo pléstico foi conhecido inicialmente na década de 1630, derivado do grego
plastikos, que tem por significado uma substancia capaz de ser modelada ou moldada. Todavia,
o0 termo genérico “plastico” utilizado na modernidade foi adotado pelo quimico e professor Leo
Hendrik Baekeland, considerado o pai da industria do plastico, a partir de 1909. Plasticos sdo
caracterizados por serem constituidos de macromoléculas com longas micromoléculas
conectadas sequencialmente, cujo arranjo molecular € denominado polimero. Plasticos sdo
essencialmente originados pela polimerizacdo de monémeros, e a observacdo e caracterizacdo
destes polimeros foi apresentada pela primeira vez em 1920 pelo quimico Hermann Staudinger
(CRAWFORD; QUINN, 2017).

As matérias-primas utilizadas na fabricacdo de plasticos sdo em sua maioria de origem
féssil: carvao, gas natural e petroleo (SEYMOUR, 1989; SHEN et al., 2020). Ao decorrer do
tempo, processos industriais visaram a estabilidade, versatilidade, resisténcia e durabilidade
desse material e fizeram com que os plasticos se tornassem comumente utilizados nas mais
diversas atividades cotidianas, como o uso em embalagens, produtos farmacéuticos,
cosméticos, construgdo civil, transportes, dispositivos elétricos e eletrdnicos, agricultura etc.
(SHAH et al., 2008).

O uso de plastico esta diretamente relacionado ao crescimento da populacdo mundial
(Rezania et al., 2018). A producdo de plastico aumenta anualmente e, no ano de 2016, foram
produzidas cerca de 335 milhGes de toneladas (PLASTICS EUROPE, 2017). Além disso,
estima-se que, de todo o montante de plastico produzido até o ano de 2015, 79% foi acumulado
em ambientes naturais ou aterros, 12% foi incinerado e apenas 9% seguiu para processos de
reciclagem (GEYER et al., 2017).

Neste sentido, a comunidade cientifica tem adicionado seus esforgos para o
conhecimento do perigo potencial que produtos quimicos sintéticos como o plastico,
anteriormente ndo comumente monitorado no ambiente, podem oferecer a biota (LAPWORTH
et al., 2012; GEISSEN et al., 2015). Estudos recentes indicam a contaminagéo plastica no
ambiente marinho (ALIMBA; FAGGIO, 2019), de 4gua doce (LI et al., 2018) e terrestre (MAI
et al., 2018), principalmente a contaminag&o causada por microplasticos.

Microplasticos sdo definidos como particulas de polimero sintético, com tamanho entre

0,001 e 5 mm (embora uma defini¢éo recente sugira considerar fragmentos menores que 1 mm),
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que podem ser originados por fontes primérias ou secundarias (EERKES-MEDRANO et al.,
2015).

As fontes primarias referem-se as microparticulas abrasivas adicionadas a produtos
comercializados, aos pos de resina plastica usados em processos industriais de jateamento e as
oriundas do processo de producédo de polimeros. Estes tipos de microplasticos podem encontrar
sistemas aquaticos pelo escoamento superficial, descarga de efluentes de estacbes cuja
tecnologia de tratamento ndo foi desenhada para a remocao de micro poluentes fisicos, ou a
partir de sistemas de drenagem domiciliar e industriais. As fontes secundarias — as mais
recorrentes na natureza — dizem respeito aos detritos plasticos de tamanho maior, que sdo
gradativamente fragmentados em particulas menores no meio ambiente por processos de
fotodegradacdo, abrasdo fisica e interacbes quimicas ou bioldgicas (WAGNER et al., 2014;
BROWNE et al., 2015).

Detritos de plésticos, globalmente conhecidos, sdo encontradas em diferentes formas
(fragmentos, esféricas, fibras, entre outras) e possuem variada constituicdo quimica, tais como
polietilenos de baixa e alta densidade, poliestireno, policloreto de vinila, polipropileno,
poliamidas, policarbonatos, poliéster e polietileno tereftalato (ANDRADY, 2011; COSTA et
al., 2017). Na Figura 1 séo apresentados alguns tipos de microplastico em diferentes formas e

origens.

Figura 1 - Microplasticos. a) particulas de produtos cosméticos; b) fragmentos de microplésticos coletados na

costa de Plymouth, UK; c) fibras liberadas durante lavagem de roupas.

Fonte: Eerkes-Medrano e Thompson, 2018.
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3.2 O polimero polietileno

O polimero sintético do tipo polietileno (C2Ha)n cuja formula estrutural é apresentada na
Figura 2, foi descoberto acidentalmente em 1898, pelo quimico alemédo Hans VVon Pechmann,
pela decomposicao de diazometano, produzindo longas sequéncias de —CH—. Posteriormente,
foi obtido e comercializado pela Industria Quimica Imperial da Inglaterra em substancia em pd
solida, a partir de reagdes de etileno e benzaldeido em altas condi¢Bes de temperatura e pressao
(PATEL et al., 2008).

Figura 2 - Formula estrutural do polietileno
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Fonte: Patel, 2008.

Resinas de polietileno sdo classificadas quanto a sua densidade, que esta relacionada a
cristalinidade e rigidez dos materiais que sdo produzidos. De modo geral, podem ser
classificados como PBDE - Polietilenos de Baixa Densidade (0,915 — 0,940 g/cm?) e PADE -
Polietilenos de Alta Densidade (0,941 — 0,970 g/cm?3) (COUTINHO; MELLO; MARIA, 2003;
PATEL, 2016).

O polietileno é um dos plasticos mais produzidos no mundo (ASSOCIATION OF
PLASTICS MANUFACTURER, 2018). Sua persisténcia no meio ambiente esta relacionada a
sua composi¢do quimica estrutural, considerando-se a presenca do etileno, que é um composto
derivado de hidrocarbonetos fésseis (PALMISANO; PETTIGREW, 1992). Além disso, sua
hidrofobicidade (devido & presenca de grupos -CH>) e alto peso molecular acima de 30 kDa
(SEM; RAUT, 2015) conferem ao polietileno a possibilidade de sorcdo de poluentes
xenobioticos, incluindo substancias organicas (BEIRAS et al., 2018).
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3.3 Ocorréncia e impactos de microplésticos em ecossistemas aquaticos

Apesar do conhecimento da ocorréncia de microplasticos no ambiente marinho ser
maior comparado ao ambiente de aguas doces — 4% dos estudos relacionados a tematica estéo
associados a aguas doces — 0s ecossistemas aquaticos continentais podem conter e acumular
um grande nimero de microparticulas e fibras de plasticos, sobretudo quando considera-se a
presenca de aglomerados urbanos préximos a rios e lagos contribuindo para o escoamento deste
material (WAGNER; LAMBERT, 2018; LI et al., 2018; LI et al., 2020).

Nos rios Rhéne, Aubonne e Venoge, na Suica, microplasticos foram detectados em
concentracdes entre 0,10 e 64 itens/m® (FAURE et al., 2015). Em estuérios dos rios chineses
Jiaojiang, Oujiang e Minjiang, localizados proximos a zona urbana, foi observada uma variagdo
na concentragdo de microplasticos de 100 e 4100 itens/m*® (ZHAO et al., 2015). Nos rios Los
Angeles e San Gabriel (EUA), a abundancia estimada destas microparticulas chegou a
1.146.418 itens/m® e 51.603 itens/m?, respectivamente (MOORE et al., 2011). A presenca de
microplésticos também foi reportada em rios da regido de Flemish, Bélgica, e foi estimada a
concentracéo de 0,0153 g L™!; em aguas superficiais dos rios Maribyrnong e Yarra da Austrélia,
alcancou a concentragdo de 2,58 g L™* (KOWALCZYK et al., 2017; SLOOTMAEKERS et al.,
2019; LI et al., 2020).

Por outro lado, microplasticos foram detectados em aguas de lagos de alguns paises, a
exemplo do lago Winnipeg, Canada, na concentragéo de 1,74 g L™* (ANDERSON et al., 2017);
lago Hovsgol, Mongolia, na concentracio de 1,2 x 10* particulas/lkm?® (FREE et al., 2014) e
lagos Garda (Italia), Great (EUA) e Huron (EUA e Canada), nas concentracdes de 1,7 x 103
particulas/m3; 1,6 x 107 particulas’/km® e 3,5 x 10 particulas’/km?, respectivamente
(ZBYSZEWSKI; CORCORAN, 2011; IMHOF et al., 2013; ERIKSEN et al., 2013).

Dada a presenca em ambientes aquaticos continentais, particulas de microplasticos tem
se revelado nocivas para diversos grupos de espécies deste ambiente. Entre os estudos
experimentais de laboratorio e de campo, revelou-se que microparticulas de poliestireno (90
pm) inibem a eclosdo e diminuem as taxas de crescimento em larvas do peixe Perca fluviatilis
(LONNSTEDT; EKLOV, 2016). Microplasticos do tipo polietileno, poliestireno e cloreto de
polivinila de tamanho ~ 70 um causaram danos intestinais, rachaduras em vilosidades e diviséo
de enterocitos no peixe-zebra Danio rerio alem de reduzir as taxas de sobrevivéncia,
comprimento do corpo e reproducdo do nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans (LEI
etal., 2018).
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Paralelo a isso, particulas de polietileno (< 400 um) podem preencher cavidades
géstricas e interferem na alimentacdo do cnidario de agua doce Hydra attenuata (MURPHY
QUINN, 2018). Microplasticos do tipo poliestireno, de tamanho entre 0,55 e 1 um, inibiram o
crescimento das algas Chlorella pyrenoidosa, Scenedesmus obliquus e Pseudokirchneriella
subcapitata (CASADO et al., 2013; BESSELING et al., 2014; MAO et al., 2018). O anelideo
Tubifex tubifex ingeriu fibras plasticas de poliéster e acrilico de 55 a 4100 pum de comprimento
e reteve por mais tempo este material que outros componentes ingeridos presentes na matriz do
sedimento (HURLEY et al., 2017).

O microcrustaceo Ceriodaphnia dubia apresentou 50% de inibicdo da reproducdo
quando exposta as fibras de poliéster, incluindo méa formagdes nas carapacas apds exposicao
cronica (ZIAJAHROMI et al., 2017). Verificou-se ainda, que a sobrevivéncia, crescimento e a
emergéncia do inseto aquatico Chironomus tepperi foram influenciados negativamente pela
exposicdo ao microplastico polietileno de tamanho entre 1 e 126 um (ZIAJAHROMI et al.,
2018).

Relatou-se ainda, a presenca de microplasticos em amostras de macroinvertebrados das
familias Heptageniidae, Baetidae e Hydropsychidae coletados préximo a descarga de uma
estacdo de tratamento de esgoto em South Wales, Reino Unido (WINDSOR et al., 2019) e
inibicdo da assimilacdo de alimentos no anfipode Gammarus fossarum causada pela ingestdo
de fibras de poliamida de tamanho 500 um (BLARER; BURKHARDT-HOLM, 2016).

No Brasil, a maioria dos estudos publicados sobre ocorréncia e impacto da poluicédo
microplastica sobre a biota abrange ecossistemas marinhos e estuarinos (CASTRO et al., 2018).
Estudos com microplasticos relacionados ao ecossistema de rios e lagos ainda é incipiente no
pais, e até 0 momento, apenas um trabalho foi publicado, com base em um levantamento
realizado nas plataformas Web of Science, Google Scholar e Science Direct a partir da insercao
dos termos “microplastic”, “rivers”, “Brazil”, “lakes” e “freshwater”. O estudo publicado
refere-se a ingestdo de microplasticos por peixes Hoplosternum littorale, comumente
consumidos e coletados em pontos populares de pesca do rio Pajed, regido semiarida do
nordeste brasileiro. Dos 48 individuos coletados, 83 % continham detritos plasticos no interior
de tripas (176 detritos plasticos recuperados de todas 0s animais). Segundo os autores, esta taxa
de ingestdo foi a maior frequéncia relatada para uma espécie de peixe até aquele momento
(SILVA-CAVALCANTE et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651319300776#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651319300776#bib7
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3.4 Ecotoxicologia aquética e organismos de interesse

A ecotoxicologia, também chamada de Toxicologia Ambiental, € uma ciéncia de carater
multidisciplinar, que permite estudar os efeitos de substancias e produtos, naturais ou sintéticas,
sobre organismos vivos. Além disso, visa avaliar a interacdo destas substancias com os habitats,
possibilitando avaliar os danos ou riscos ecologicos decorrentes de contaminagdes em
ambientes terrestres ou aquaticos, e prever possiveis impactos no equilibrio dos ecossistemas
(NEWMAN, 2008; O’BRIEN, 2017).

Ensaios de toxicidade s@o realizados em diversos paises, institutos de pesquisa,
laboratdrios e estados da federacdo brasileira, dado que os sistemas bioldgicos sdo capazes de
revelar efeitos iminentes a0 meio ambiente que muitas vezes ndo podem ser mensurados
unicamente por analises fisico-quimicas (POMPEO et al., 2015). No ambito nacional, a
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e a Companhia Ambiental do Estado de
Sdo Paulo (CETESB) sdo as instituicdes pioneiras na publicacdo e implementacdo de novos
regulamentos acerca do uso de bioensaios para monitoramento ambiental da poluicdo
(ZAGATTO E BERTOLETTI, 2006).

Na ecotoxicologia aquatica, sdo empregados grupos de espécies e organismos-modelo,
entre eles algas, invertebrados e peixes (BERTHET, 2015). Os invertebrados, tais como
rotiferos, cladocera, copépodes, anelideos, crustaceos bentbnicos, gastropodes e larvas de
insetos, apresentam alta variedade bioldgica, estdo amplamente distribuidos e ocupam posicéo
estratégica no funcionamento do ecossistema aquatico (CHAUMOT, 2004).

A relevancia ecotoxicoldgica deste grupo esta relacionada, em sua maioria, a sua entrada
na cadeia alimentar em niveis intermediarios. Sao organismos-chave que agem na predacao de
plantas, bactérias, algas ou outros invertebrados, e consequentemente tornam-se alvo
preferencial para organismos de niveis superiores: peixes, aves e até mesmo seres humanos. A
inter-relacdo do grupo com organismos de diferentes compartimentos do ambiente aquatico,
além do ciclo de vida curto, rapida reproducdo, adaptacdo as condicGes de laboratério e
sensibilidade a poluentes, fazem dos invertebrados de agua doce valiosos em estudos de
toxicidade (BAUN, et al., 2008; CATTANEDO, et al., 2009).
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3.4.1 Allonais inaequalis

Pertencente ao filo Annelida, classe Oligochaeta, a espécie Allonais inaequalis
Stephenson, 1911, faz parte da familia Naidinae, que representa um grupo de espécies
nadadoras de grande movimentacdo e podem habitar junto a substratos de fundo ou plantas
aquaticas, pois sdo adaptados a vida fora de sedimentos, além de alimentar-se da matéria
organica em sedimentos (VERDONSCHOT et al., 1982; GOULART; CALLISTO, 2003;
ALVES; GORNI, 2007).

O género Allonais, juntamente com Dero e Branchiodrilus formam um grupo tipico de
espécies de aguas doces de ambientes tropicais (ERSEUS et al., 2017). A espécie A. inaequalis
possui ampla distribuicéo, e sua ocorréncia foi documentada em cdrregos urbanos de Sao Paulo
e ambientes I6ticos de Mato Grosso, Brasil (GORNI et al., 2015; SANCHES et al., 2016;
GORNI et al., 2018), aguas doces da india (NAIDU, 1966), lagos e riachos da Austrélia
(OUTRIDGE, 1987; PINDER, 2010), areas de barramento em Rondénia, Brasil (NUNES,
2016), lagos e reservatorios do Sri Lanka (PATHIRATNE; WEERASUNDARA, 2004), lagos
de varzea em paises da América Central (HOWMILLER, 1974), entre outros.

O comprimento de A. inaequalis varia entre 3 a 9 mm e 0 organismo ndo possui
pigmentacdo. A regido do prostdbmio tem forma arredondada, e olhos e probdscide sdo ausentes
(Figura 3). A reprodugdo predominante da familia dos Naidinae é assexuada, e no género
Allonais ocorre por fissdo arquitbmica ou fragmentacdo (um individuo se divide em duas ou
mais pecas, e cada peca substitui subsequentemente as regides ausentes, ou seja, uma nova
cabeca ou cauda) (Bely e Wray, 2004).

Nos dltimos anos, a utilizacdo de oligoquetos em ensaios de toxicidade tem sido
recomendada devido a representatividade desses organismos no compartimento sedimento-
agua em sistemas aquaticos de agua doce. Além disso, sdo de facil manejo e cultivo em
laboratério (EFSA, 2013; CORBI et al., 2015). O uso de Allonais inaequalis em estudos
ecotoxicologicos tém sido realizados. Foram observadas toxicidade aguda e cronica de
afluentes e efluentes de reatores cuja dgua residuaria continha Alquilbenzeno Linear Sulfonado
- LAS (FELIPE, 2019), toxicidade aguda de efluentes de estagdes de tratamento de esgoto
sanitario (ISSA, 2019), toxicidade aguda do mercurio e cadmio isolados e em mistura
(GAZONATO NETO et al., 2018) e toxicidade aguda do carbofurano e diuron isolados e em
mistura (ROCHA et al., 2018) sob o organismo.



Figura 3 - Allonais inaequalis.
pum; ¢) 10 pm.
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a) visdo geral; b) prostdmio; ¢) cerdas dorsais. Barras de escala: a) 1 mm; b) 150

Fonte: Corbi et al., 2015.
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3.4.2 Chironomus sancticaroli

O invertebrado aquéatico Chironomus sancticaroli Strixino e Strixino, 1981 é um inseto
da ordem Diptera, familia Chironomidae. E uma espécie endémica na regido neotropical,
importante na ciclagem de nutrientes no ambiente aquético e ocupa papel intermediario entre
produtores primarios e consumidores secundarios (PORINCHU; MACDONALD, 2003).

Larvas de Chironomus sancticaroli s&o abundantes em ambientes variados, impactados
ou ndo, e alimentam-se de matéria organica, algas, bactérias, outros invertebrados e detritos que
porventura estejam associados ao sedimento ou suspensos (BEGHELLI et al., 2018;
TRIVINHO-STRIXINO, 2011).

O ciclo de vida é constituido por quatro estagios: ovo, larval (4 instares), pupa e adulto.
A fase adulta, a mais curta entre 0os estagios, dura aproximadamente 48 h e requer o
acasalamento de machos e fémeas, maturacdo e postura de ovos. A fase larval, na qual o
organismo requer maior quantidade de energia para o seu desenvolvimento, € a mais longa entre
0s estagios. Além disso, neste periodo é comum que 0s organismos formem casulos formados
pelo proprio substrato em que habitam para além de barreira fisica, criarem um vortice de agua
para captura de alimento (FONSECA; ROCHA, 2004).

Seu ciclo de vida (Figura 4 a) em laboratério é relativamente curto (de 17 a 28 dias
aproximadamente). Na temperatura da agua entre 19° C e 26 °C a emergéncia de adultos se
inicia a partir do 14° dia e a emergéncia se prolonga por cerca de 13 a 14 dias. As fémeas
emergidas depositam seus ovos em uma massa gelatinosa que é expandida em contato com a
agua e o ciclo entdo é reiniciado (TRIVINHO-STRIXINO, 1980).

No interior das capsulas cefélicas de Chironomus, estruturas sensoriais e pec¢as bucais
estdo inseridas, entre eles 0 mento (Figura 4 b), que é composto de quitina - um componente
bioldgico de alta resisténcia (MOURA; SILVA et al., 2019) e que pode sofrer deformacéo por
contaminantes ambientais (HAMILTON; SAETHER, 1971; DELIBERALLI et al., 2018).

O ciclo de vida curto, atrelado a facil obtencéo e adaptacdo em laboratério, posi¢éo na
cadeia alimentar e sua tolerancia a diferentes condi¢cbes ambientais fazem o grupo dos
quironomideos ser rotineiramente utilizados em estudos de toxicidade e monitoramento de
ambientes de agua doce (USEPA, 1996; OECD, 2010). Entre os estudos realizados com a
espécie, destacam-se o efeito genotoxico e neurotoxico do ftalato de benzil butil, antimonio e
éteres difenilicos polibromados (PALACIO-CORTES et al., 2017; Morais et al., 2019;
MORAIS et al., 2020), o efeito do fenantreno no interrompimento do seu crescimento

(RICHARDI et al., 2018), diminuicdo das atividades das enzimas acetilcolinesterase, alfa e
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beta-esterase relacionada a exposicéo da espécie ao organofosforado Malathion (REBECHI et

al., 2014), entre outros.

Figura 4 - Chironomus. a) ciclo de vida, fases terrestre e aquética; b) mento.
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Fonte: Warwick e Tisdale, 1988; Trivinho-Strixino, 2014.
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3.4.3 Daphnia magna

Conhecida como pulga d’agua, a espécie Daphnia magna Straus, 1820, pertencente a
classe Crustacea, familia Daphniidade, € um organismo zooplancténico filtrador comum em
ambientes de agua doce cujo tdxon ocorre na maioria dos continentes, e sua populacdo quando
alterada, pode interferir em niveis troficos superiores do ecossistema aquéatico (STORER et al.,
1984; GELAS; MEESTER, 2005; HAVEL, 2009; BOWNIK, 2017; MIYAKAWA et al., 2018).

Esta espécie apresenta-se como objeto de investigacdo sélida no &mbito de estudos
ecotoxicologicos, sendo a sua utilizagdo em bioensaios datada desde a década de 40 do século
passado (ANDERSON, 1946; KOIVISTO, 1995). Sua utilizacao para este fim € justificada pelo
seu ciclo de vida relativamente curto, cultivo e manutencéo simples em ambiente laboratorial,
alta fecundidade e reproducdo partenogénica - o que contribui para a reprodutibilidade dos
testes (ADEMA, 1978; PERSOONE et al., 2009).

O ciclo de vida de D. magna (ovo; prole - com menos de 24 h de vida; juvenil e adulto
- apbs a primeira desova) é normalmente avaliado em testes de toxicidade pela analise de
imobilidade, prole (nUmero de neonatos e numero de posturas) e crescimento (OCDE, 2012).
Em D. magna, o crescimento esta diretamente relacionado com o processo de ecdise, ao passo
que o organismo troca de instar com a postura de extvias (SMIRNQOV, 2014). Os horménios
da ecdise controlam este processo e mudancas no habitat podem influenciar o seu
desenvolvimento (MARTIN-CREUZBURG et al., 2007; SMIRNOV, 2014; SUMIYAET AL.,
2014).

No ciclo partenogénico ou assexual, dafnias fémeas produzem ovos diploides que se
desenvolvem em fémeas parentais ou, quando em condi¢Ges ambientais desfavoraveis, machos
parentais. No ciclo sexual, por outro lado, dafnias fémeas produzem o6vulos haploides que
necessitam ser fertilizados por machos para que nas¢cam novos filhotes (Figura 5) (EBERT,
2005).

H& uma variedade de estudos de toxicidade, nos quais, Daphnia magna mostrou-se
sensivel quando submetida a contaminantes, como PCBs e PBBs (NAKARI et al., 2008), os
pesticidas atrazina e endosulfan (PALMA et al., 2009); além de contaminantes emergentes,
como fluoxetina, diazepam e carbamazepina (GARRETA-LARA et al., 2018), surfactantes (LI
et al., 2018), nanoparticulas (RIBEIRO et al., 2017) e microplasticos (CANNIFF; HOANG,
2018).



Figura 5 - Ciclo de vida sexual e assexual de D. magna.
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3.5 Estressores ambientais no ecossistema aquatico natural

Estressores ambientais podem ser definidos como mudancas ambientais novas ou
extremas que vieram & tona devido ao impacto humano na natureza ou a partir de eventos
naturais. Em todo o mundo, os sistemas aquéticos e sua biodiversidade vém sofrendo pela
atividade antropogénica, aumento da temperatura global, o carregamento de nutrientes e
produtos quimicos organicos sintéticos para ecossistemas aquéticos e terrestres, canalizacéo de
fluxos naturais de &gua, eventos de precipitacdo, entre outros (LEVENGOOD; BEASLEY,
2007).

InteracOes entre estressores podem ocasionar “surpresas ecologicas” ao passo que 0s
efeitos de um estressor podem ser potencializados pela presenga de um segundo estressor a
partir de uma interagdo sinérgica, ou do contrario, ndo potencializada quando a interagdo dos
efeitos estressores € antagonica (FOLT et al., 1999; GOMEZ ISAZA et al., 2020). Avaliar 0s
impactos de estressores maltiplos é particularmente desafiador, tendo em vista que na natureza
0S organismos sdo expostos a diversos estressores simultaneamente (SCHINDLER et al., 1996).

Desse modo, o conhecimento dos efeitos de multiplos agentes de estresse no ambiente
de &gua doce e sua biodiversidade ainda sdo limitados, mesmo considerando-se que este local
é sensivelmente afetado por mudancas globais e locais (MANTYKA-PRINGLE et al., 2014).

As interacBes entre produtos quimicos tdxicos e agentes de estresse naturais ou
antropogénicos nestes ambientes podem ocorrer em diferentes niveis, como a influéncia das
propriedades fisico-quimicas e disponibilidade de substrato na biodisponibilidade de
substancias tdxicas, além do efeito do estresse térmico e estado nutricional dos organismos na
absorcéo, distribuicdo e excrecdo destas substancias pela biota (HOLMSTRUP et al., 2010).

Atividades humanas decorrentes da urbanizacdo e mudangas no uso da terra podem
impactar o ecossistema aquatico de agua doce, afetando o suprimento de 4gua e sedimento pela
desestabilizacdo de canais naturais ou realinhamento de rios, resultando no aumento de
superficies impermeaveis ou canaliza¢Ges, que influenciam no escoamento e dispersao de
substancias e nutrientes, 0 que pode propiciar um habitat bentébnico menos heterogéneo e
degradado pela modificagéo do substrato natural (ALAN, 2004; MISERENDINO et al., 2011).

O ecossistema aquatico continental vem sofrendo aumentos na temperatura da agua
devido as mudangas climaticas, de modo que taxas metabolicas, caracteristicas
comportamentais e a fisiologia dos organismos podem ser afetados (GRANTHAM et al., 2019),
além da reducdo da solubilidade de oxigénio e aumento das taxas de respiragdo biologica em

camadas inferiores de lagos (CARERE et al., 2011), sendo relevante avaliar os efeitos dos
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contaminantes sob estresse térmico, visto que muitas espécies aquéaticas sdo sensiveis as
mudancas na temperatura da agua (DUDGEON et al., 2006).

A disponibilidade de alimentos também é um estressor em ecossistemas de dgua doce.
A quantidade e qualidade de alimentos séo fatores importantes no ciclo de vida de invertebrados
bentdnicos e claddceros, sabendo-se que a disponibilidade pode ser cicilica, como a flutuacéo
natural da densidade de fitoplancton nos ambientes Iénticos (VOS et al., 2000; PEREIRA,
GONCALVES, 2007) ou induzida, a partir da reducdo ou aumento do transporte de material
organico e inorganico utilizado para a nutricdo alimentar de macroinvertebrados em areas de
barragens construidas, por exemplo (WELLARD KELLY et al., 2013).

Conforme padronizagdes, as analises do efeito toxicoldgico de determinada substancia
se ddo pela exposicdo dos organismos em condi¢des ideais, todavia, raramente a biota
experimenta de condi¢fes ideais no ambiente natural, e assim, sdo forcados a experimentar
condicBes abaixo do ideal, ou seja, experiéncias de maltiplo estresse (HOLMSTRUP et al.,
2010). Poucos sdo os estudos nos quais organismos foram sujeitos a experiéncias estressantes
somada a exposicao a microplasticos. Ressalva-se 0s estudos de Jaikumar et al., (2018) no qual
avaliaram a sensibilidade dos microcrustaceos Daphnia magna, Daphnia pulex, e Ceriodaphnia
dubia a microplasticos primarios e secundarios sob estresse térmico (amplitude de 18 a 26 °C);
e o0 estudo de Fonte et al., (2016) no qual observou-se diminuicdo do desempenho predatério
pOs-exposicao em peixes junvenis Pomatoschistus microps quando expostos a microplasticos

e cefalexina sob 20 °C.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microplésticos

As microparticulas em p6 de microplasticos do tipo polietileno - MP (CAS: 9002-88-
4), de 100 g (Figura 6 a) foram adquiridas da empresa Sigma-Aldrich®. As particulas séo de
cor branca (Figura 6 b) com tamanho entre 40 e 48 um, densidade 0,94 g/mL a 25 °C e

ponto/intervalo de fuséo de 144 °C.

Figura 6 - Microplasticos. a) envase de armazenamento do polietileno (100g); b) polietileno em p6 disposto em

lamina.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Uma amostra de microplasticos foi submetida ao microscépio 6ptico modelo Nikon
ECLIPSE E200, acoplado a uma camera modelo 3.0 Mega CMOS para confirmagdo do
tamanho e forma das microparticulas. Para isso, pesou-se 1 mg de MP em balanca analitica
Sartorius, modelo BP211D, resolugdo 0,00001g, que foi transferida para uma lamina e
submetida a analise microscdpica, seguida de registro fotografico a partir do software TSView
versdo 7.3.1.7. O espectro no infravermelho do polimero obtido como material complementar

do produto foi comparado com o espectro padrdo do polietileno disponivel na literatura.
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4.2 Selegéo das concentragdes

A selecdo das concentracdes de microplasticos a serem testadas nos organismos baseou-
se em concentracdes utilizadas por trabalhos publicados, que consistiram na exposi¢do do
microplastico polietileno de 1 pm, 63-75 pum e 100 um ao invertebrado de 4gua doce Daphnia
magna (CANIFF; HOANG, 2018; REHSE; KLOAS; ZARFL, 2016). Paralelo a isto, para
identificar a faixa de concentracdes que pudesse induzir a imobilidade e/ou ingestdo de
microplasticos como efeito inicial observavel aos organismos, ensaios preliminares de curta
duracdo foram realizados com as espécies Allonais inaequalis, Chironomus sancticaroli e
Daphnia magna.

O material, bem como o procedimento metodoldgico para a conducgédo de pré-ensaios
seguem descritos nos itens 4.5.1.1 para A. inaequalis, 4.5.2.1 para C. sancticaroli e 4.5.3.1 para
D. magna. Durante, e ao final dos ensaios preliminares, exemplares dos organismos de cada
espécie foram retirados das solugdes-teste e observados ainda vivos em microscopio para uma
primeira investigacdo da eventual ingestdo de microplasticos. Para a confirmacdo de que as
particulas eventualmente ingeridas fossem necessariamente de microplasticos, estes ensaios
foram conduzidos sem a presenca do sedimento para as espécies A. inaequalis e C. sancticaroli.

A partir disso, observou-se que a faixa de concentragdo com potencial para causar a
imobilidade e/ou ingestdo das microparticulas aos organismos-teste estava entre 40 e 160 mg
MP L. Assim, definiram-se as concentragcdes em uma série geométrica, espacadas pelo fator
de multiplicagdo F = 2. Foram elas: 20; 40; 80; 160 e 320 mg MP L.

Besseling et al. (2014) sugerem que a concentracdo de microplasticos na dgua entre os
poros do sedimento pode alcancar 162 mg L. Esta estimativa baseia-se em concentracdes
ambientais de microplasticos no sedimento, que podem atingir a 81 mg kg de peso seco
(REDDY et al., 2006), considerando-se a densidade do sedimento de 2 kg L e teor de 4gua em
massa de 50%, e assumindo-se que existem relacdes de agregacdo e desagregacao de particulas
na interface sedimento-agua (STOLZENBACH et al., 1992). Visto esse levantamento, as
concentragOes testadas possuem relevancia cientifica, ecologica, e sdo passiveis de serem

detectadas no ambiente.
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4.3 Organismos-teste: cultivo e manutengao

As espécies Allonais inaequalis, Chironomus sancticaroli e Daphnia magna, fazem
parte cultivo de organismos-teste do Laboratorio de Ecologia de Ambientes Aquaticos, da
Escola de Engenharia de S&o Carlos, da Universidade de S&o Paulo. O cultivo seguiu condigdes

especificas para cada organismo, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - CondigGes de cultivo dos organismos-teste.

C. sancticaroli
Trivinho-Strixino e

A. inaequalis D. magna

Meétodo Corbi et al., 2015 Strixino (1995) e ABNT NBR 12.713 ¢
Fonseca (1997). 12.648
Volume do
meio de 500mLellL 4L 2L
cultivo
Aeracao Leve aeracdo Leve aeracdo -
1 vez por semana 1 vez por semana 3 vezes por semana (3x107°
Alimentacado (48+1,0mg (22,6 £ 1 mg de células mL* de
TetraMin®) TetraMin®) Raphidocelis subcaptata e 1
mL L de aditivo alimentar)
Temperatura 25+ 2°C 25+ 2°C 20+2°C

Fotoperiodo

12h luz/12h escuro

12h luz/12h escuro

16h luz/8h escuro

Periodicidade

Quando baixo

Quando baixo

da troca do volume de agua volume de agua 3 vezes por semana
meio
Agua reconstituida Agua Agua
Meio liquido (EPA, 2002) Reconstituida reconstituida
(EPA, 2002) NBR 12.713 (ABNT, 2016)
Sedimento 50 g de areia fina 120 g de areia fina -

autoclavada

autoclavada

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

O cultivo de Allonais inaequalis foi baseado na metodologia de Corbi, Gorni e Correa
(2015). Os organismos foram cultivados em recipientes de 500 mL e 1L (Figura 7),
devidamente tampados, preenchidos com agua reconstituida e 50 g de areia fina para aquario
autoclavada a 120 °C e presséo de 1 kgf/cm?,

O cultivo foi mantido com leve aeracdo constante, e a alimentacdo da espécie se deu
uma vez por semana com 4,8 £ 1,0 mg de racdo para peixe TetraMin® triturada. A sala de
cultivo foi mantida a uma faixa de temperatura controlada de 25 + 2 °C, e fotoperiodo de 12h
luz/12h escuro. Dada a lenta evaporacdo, o volume de agua dos recipientes foi mantido

semanalmente com adicao de agua reconstituida quando necessario.
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Figura 7 - Cultivo de Allonais inaequalis.

Fonte: Laboratdrio de Ecologia de Ambientes Aquéticos, LEAA (2019).

O cultivo de Chironomus sancticaroli foi realizado conforme adaptacdo dos
procedimentos recomendados por Trivinho-Strixino e Strixino (1995) e Fonseca (1997). Os
organismos foram mantidos sob leve aeragdo constante em bandejas de plastico (38 cm de
comprimento por 33 cm de largura), contendo agua reconstituida e uma fina camada de areia
para aquario. As bandejas foram revestidas por suportes de madeira com redes de nylon (42 cm
de comprimento, 36 cm de largura e 38 cm de altura), para evitar a perda dos organismos em
fase adulta para o meio exterior (Figura 8). A sala de cultivo foi mantida a temperatura
controlada de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12h luz/12h escuro.

As larvas de Chironomus sancticaroli foram alimentadas uma vez por semana, com 22,6
+ 1 mg de racdo para peixe TetraMin® triturada. Tendo em vista a evaporagdo da &gua das
bandejas com o passar dos dias, a cada semana foram adicionadas pequenas porcles de dgua

reconstituida para a manutencéo do volume nas mesmas.

Figura 8 - Cultivo de Chironomus sancticaroli.

Fonte: Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquaticos, LEAA (2019).
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A &4gua reconstituida para o abastecimento dos cultivos de Allonais inaequalis e
Chironomus sancticaroli foi preparada conforme recomendacdo da USEPA (2002). Para isto,
utilizou-se de um barrilete com capacidade de capacidade de 20 L. Neste, foram adicionados
18,764 L de agua deionizada, e o volume completado com volumes especificos para cada
reagente. As solucOes-estoque foram preparadas a partir da pesagem de 10 g de NaHCOs3
(bicarbonato de sédio), 10 g de MgSOQs (sulfato de magnésio) e 0,5 g de KCI (cloreto de calcio).
Cada massa foi transferida isoladamente para baldes volumétricos de 1 L, para dissolugédo das
mesmas em 1 L de &gua deionizada. Apos isso, as solugcdes foram armazenadas em frasco ambar
de 1 L & temperatura de 4 °C, para serem utilizadas conforme necessidade.

Para o reagente CaS04.2H20 (sulfato de célcio dihidratado), a solucédo foi preparada a
partir da pesagem de 0,6 g, que foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L que continha
1 L de &gua deionizada, seguida de agitacdo com barra magnética a 150 rpm durante 1 hora.
Ap0s dissolvida, a solucdo foi despejada no barrilete. Deste modo, 0 volume de 4gua deionizada
no barrilete foi completado com os seguintes volumes de solucdes, garantindo as seguintes
concentracdes em 20 L de agua reconstituida:

96 mL de NaHCO3 (48 mg.L™);

60 mL de MgSO4 (30 mg.L™Y);

80 mL de KCI (2 mg.L ),

1000 mL de CaS04.2H20 (30 mg.L™Y);

A 4gua contendo os reagentes foi mantida sob leve aeragdo por 24 horas para

solubilizacéo dos sais e saturagdo do oxigénio dissolvido. Apds este periodo, o pH da agua
reconstituida manteve-se entre 7,2-7,6 e a dureza entre 40-48 mg CaCOs; L.

O cultivo de Daphnia magna foi realizado em béqueres de 2 L contendo 40 individuos
inoculados (Figura 9) e mantidos em uma incubadora BOD, modelo SL-224, a uma faixa de
temperatura entre 20 £ 2 °C e fotoperiodo de 16h luz/8h escuro. O meio de cultivo foi trocado
trés vezes a cada semana (segundas, quartas e sextas-feiras), de modo que uma das trocas
ocorreu a partir da troca parcial do meio, mantendo-se 1 L do meio de cultivo existente e a
adicdo de 1 L de agua reconstituida.

A agua reconstituida utilizada para abastecer os béqueres foi preparada conforme a
ABNT NBR 12.713 (ABNT, 2016). Utilizou-se de um barrilete com capacidade de 20 L, e
neste, foram adicionados 19,880 L de &gua deionizada, e o volume completado com volumes
especificos para cada reagente. As solucdes-estoque foram preparadas a partir da pesagem de
73,5 g de CaCl2.2H20 (cloreto de calcio dihidratado), 123,3 g de MgSQO4.7H20 (sulfato de
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magnésio heptahidratado), 5,8 g de KCI (cloreto de célcio) e 64,8 g de NaHCO3 (bicarbonato
de sddio). Cada massa foi transferida isoladamente para baldes volumétricos de 1 L, para
dissolucdo em agua deionizada. Ap0s isso, as solucbes foram armazenadas em frasco ambar de
1 L a temperatura de 4 °C, para serem utilizadas conforme necessidade. Assim, o volume de
agua deionizada no barrilete foi completado com os seguintes volumes de solucdes, garantindo
as seguintes concentragGes em 20 L de agua reconstituida:

e 64 mL de CaCl».2H.0 (3,67 g.LY);

e 16 mL de MgS0O4.7H0 (6,16 g.L™);

e 16 mL de KCI (0,29 g.L™b;

e 16 mL de NaHCO3(3,24 g.L ™).

Apbs despejados, a agua contendo os reagentes foi mantida sob leve aeracdo por 24

horas para solubilizacdo dos sais e saturacdo do oxigénio dissolvido. Finalizado este periodo, 0
pH da agua reconstituida manteve-se entre 7,6 a 8,0 e dureza entre 175 a 225 mg CaCOs.L™.
Além disso, a cada retirada de agua reconstituida dos barriletes para uso no cultivo de dafnias,
foram utilizados o condicionador concentrado para agua doce Prime Seachem® (2 gotas a cada
4 L de agua reconstituida) e a vitamina SeraBlackwaterAquatan® (2 gotas a cada 4 L de agua

reconstituida) a fim de auxiliar na suplementagdo dos organismos.

Figura 9 - Cultivo de Daphnia magna

Fonte: Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquaticos, LEAA (2019).

A cada troca do meio adicionou-se aos béqueres de cultivo um aditivo alimentar (1

mL.L™), que constituiu-se de 50 mL de solucdo fermentada (0,25 g de fermento bioldgico a
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cada 50 mL de &gua deionizada) e 50 mL de solucdo de racdo de peixe (5 g de Tetramin®
triturada, diluidos em 100 mL de &gua deionizada).

Além disso, os individuos incubados foram alimentados por uma suspenséo algacea de
3x107° células mL* de Raphidocelis subcaptata, cultivada em meio LC-Oligo, conforme as
normas técnicas ABNT NBR 12.648 (2010) e OECD 202 (2011). A preparacdo do meio foi
conduzida a partir da preparacdo de solugdes conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Solugdes necessarias para preparo do meio de cultivo LC Oligo.

Modo de Volume necessario para

Solucéo Reagente Peso () preparo preparacdo de 1 L de
meio (mL)
1 Ca(NOs3)2-4H20 4 1
2 KNO3 10 1
3 MgSO4-7H20 3 1
4 K2HPO4 4 1
CuS04-5H20 0,003
(NH4)6M07024-4H20 0,006 Dissolucio
ZnS04-7TH20 0,006 em 100 mL
S CoCly-6H20 0,006 de 4gua 0.5
Mn(NO3)2-4H,0 0,006 deionizada
CsHsO7 0,006
H3BO3 0,006
CesHsFeO7-5H,0 0,1625
6 FeCl3-6H20 0,0625 0,5
FeSO4-7H20 0,0625
7 NaHCOs 15 1

Fonte: adaptado de ABNT 12.648 (2018) e Bernegossi (2019).

As solucdes foram alocadas em frascos protegidos da luminosidade e estocadas a uma
faixa de temperatura entre 4 e 10 °C. A cada quinze dias, foi preparado 1 L de meio LC oligo.
Para isso, 0s volumes necessarios de cada solugdo foram alocados em um baldo volumétrico de
1 L, que teve seu volume completado com &gua deionizada até o menisco. Apos tampado e
submetido a leve agitacdo manual, o meio foi transferido para Erlenmeyer com capacidade de
2 L, no qual, adicionou-se uma barra magnética, e o conjunto foi submetido a agitacdo em
agitador magnético (150 rpm) durante 1 hora.

Finalizado este periodo, 250 mL de meio foram transferidos para 2 Erlenmeyer de 250
mL (150 mL de meio oligo em cada um). Todos os Erlenmeyer contendo meio foram tampados
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com algoddo e gaze, envolvidos em sua abertura com papel aluminio e em seguida submetidos
a autoclave por 15 minutos, temperatura de 120 °C e pressdo de 1 kgf/cm?.

Apbs o esfriamento completo das vidrarias e liquido, foi realizada a inoculacdo da alga
em ambiente estéril proximo a chama do bico de Bunsen. O indculo ja existente (2 Erlemeyers
de 250 mL com aproximadamente 150 mL de inoculo) foi utilizado para a nova inoculag&o.
Assim, transferiu-se 150 mL de um inéculo para o meio contido no Erlenmeyer de 2 L e 75 mL
do segundo indculo para cada meio contido nos Erlenmeyer de 250 mL anteriormente
esterilizados. Este novo par de inoculos foi cultivado em fase exponencial de crescimento para
uma nova inoculacéo ap6s 15 dias.

A suspenséo contida no Erlenmeyer de 2 L (800 mL de meio oligo + 150 mL de inéculo),
foi cultivada sob leve aeracdo (Figura 10). Utilizou-se uma pipeta graduada, também
autoclavada, acoplada a uma mangueira e bomba, para a transferéncia de oxigénio ao liquido.
Tampdes de gaze foram utilizados para a vedacédo das vidrarias. O cultivo da alga foi mantido
sob temperatura entre 23 e 27 °C e fotoperiodo 12h luz-12h escuro.

Figura 10 - Cultivo de Raphidocelis subcapitata. a) suspensao para crescimento algal; b) indculos.

u.
;*\

2000

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Ap0s 7 dias de crescimento sob aeracéo, a suspenséo foi submetida a centrifuga modelo
206 BL Excelsa Il, em frascos para centrifuga de 50 mL. Ap6s 10 minutos sob rotacdo de 3000
rpm, o liquido sobrenadante foi descartado e a alga sedimentada armazenada em frasco, que foi
mantido a temperatura de 4 a 10 °C para ser utilizada conforme necessidade. A contagem das
células desta suspensdo algal ja centrifugada foi realizada com o uso camara de Neubauer

acoplada ao microscopio.
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4.4 Ensaios de sensibilidade

Para avaliar a sensibilidade das espécies cultivadas, seguiu-se os procedimentos e

condicdes expostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Procedimentos e condi¢des adotadas nos ensaios de sensibilidade.

A. inaequalis C. sancticaroli D. magna
Método Corbi et al., 2015 Fonseca, 1997 NBR 12.713
Substéncia de KCI KCI CuS04.5H20
referéncia
Meio liquido ~ Agua reconstituida Agua reconstituida Agua reconstituida
NUmero de 6 por amostra 6 por amostra 10 por amostra
organismos
Réplicas 3 3 2
[ ]substancia  1,5; 2,25; 3,5; 5,0; 2;4;6;8;109.L-! 0,05; 0,10; 0,15;
de referéncia 75¢9.L1 0,20; 0,25 mg.L-!
Volume Béquer 100 mL Frascos 500 mL Béquer 100 mL
frasco/vidraria
Volume da 100 mL 250 mL 100 mL

solucéo-teste

Apenas no inicio  Apenas no inicio (2,5+0,5

Alimentacado (25+£0,5mg mg de TetraMin®) -
TetraMin®)
Duracéo 96 h 96 h 48 h
Tipo do teste Estatico Estéatico Estatico
Temperatura 25+ 2°C 25+ 2°C 20+2°C
Fotoperiodo  12h luz/12h escuro 12h luz/12h escuro 16h luz/8h escuro

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Os ensaios de sensibilidade da espécie Allonais inaequalis seguiram os procedimentos
metodoldgicos de Corbi, Gorni e Correa (2015), que consistiram na exposicdo da espécie a 5
concentracdes da substancia de referéncia cloreto de potassio (KCI), recomendada por Fonseca
e Rocha (2004). Deste modo, preparou-se uma solucgdo-estogque na concentracdo de 100 g KCI
L de 4gua deionizada, e a partir desta, foram realizadas as dilui¢des subsequentes.

Logo, 6 organismos foram expostos por réplica a 1,5; 2,25; 3,5; 5,0; 75 g L1e 0
(controle) em béqueres de vidro de 100 mL com 100 mL de solugdo-teste, em triplicata. Os
testes foram estaticos, com duracéo total de 96 horas, e a temperatura controlada entre 25 +
2 °C e fotoperiodo de 12h luz/12h escuro. A alimentacdo foi realizada apenas no inicio do teste,
com o provimento de 2,5 £ 0,5 mg de racdo para peixe TetraMin® triturada em cada béquer.

Os ensaios de sensibilidade para a espécie Chironomus sancticaroli foi realizado
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conforme o procedimento descrito por Fonseca (1997). Como substancia de referéncia utilizou-
se 0 cloreto de potassio (KCI). Inicialmente, foi preparada uma solugdo-estoque na
concentragéo de 100g KCI L™ de 4gua deionizada, e a partir desta, foram realizadas as diluicoes
subsequentes.

Preparadas as solucdes-teste, larvas do 11l ou 1V instar foram separadas do cultivo e
expostas as solucdo-teste nas concentragdes de 2; 4; 6; 8; 10 g L e 0 (controle). Para cada
concentracdo e controle, o teste foi realizado em triplicata, em recipientes de 500 mL, contendo
6 organismos, 250 mL de solucdo-teste e 50 g de areia fina para aquario. Cada réplica foi
alimentada com 2,5 + 0,5 mg de ragdo de peixe TetraMin® apenas no inicio do teste. Durante
todo o ensaio (96 h de duracdo) as solugdes-teste contendo os organismos foram mantidas a
temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12h luz/12h escuro.

Os ensaios de sensibilidade para a espécie Daphnia magna foram realizados conforme
a ABNT NBR 12713 (ABNT, 2016). Como substancia de referéncia, utilizou-se o sulfato de
cobre penta hidratado (CuSO4.5H.0). Assim, foi preparada uma solugdo-estoque na
concentracdo de 100 mg CuS04.5H,0 L de 4gua deionizada, a partir da qual, foram obtidas
as concentragdes subsequentes.

Os organismos foram expostos as solugcdes-teste nas concentragdes de 0,05; 0,10; 0,15;
0,20; 0,25 mg L e 0 (controle). Os testes foram estaticos, com duragdo total de 48 h, e
realizados em duplicata. Foram utilizados béqueres de vidro de 100 mL contendo 10 neonatos
com menos de 24 h de nascidas e 100 mL de solucdo-teste.

Os ensaios de sensibilidade para os trés organismos foram realizados ao longo dos anos
de 2018-2019 para dar suporte as exposi¢cdes dos organismos ao microplastico polietileno,
como também para 0 acompanhamento da satde do cultivo no laboratdrio. A concentracgdo letal
ou de efeito para 50% dos organismos expostos (CLso ou CEsp) obtida em cada ensaio foi

plotada em cartas-controle.



48

4.5 Exposic¢des dos organismos ao microplastico polietileno

Para investigar os efeitos toxicos do microplastico para os organismos-teste, foram
conduzidos ensaios de curta duracdo e cronicos. As respostas bioldgicas selecionadas para

analise em cada tipo de exposi¢do seguem conforme Figura 11.

Figura 11 - Ensaios de toxicidade e variaveis selecionadas para analise dos efeitos do MP (microplastico

polietileno) as espécies.

Allonais inaequalis

Chironomus sancticaroli

Daphnia magna

Ensaios de curta
duracio (96 h)

* Sobrevivéncia;
* Ingestdo de MP.

Ensaios de curta
duracao (96 h)

* Sobrevivéncia;

Ensaios de curta
duracao (48 h)

* Mobilidade;

Ensaios cronicos
(240 h)

* Reprodugdo.

Ensaios cronicos
(240 h)

* Sobrevivéncia;
* Comprimento das larvas;
* Deformidades no mento.

Ensaios crénicos
prolongados
* Taxa de emergéncia;
* Tempo de emergéncia;
* Razdo sexual de emergidos;
* Fecundidade potencial.

Ensaios de curta
duracao (96 h)
* Mobilidade;
* Ingestdo de MP;

* Produgdo de ecdises;
* Comprimento final de

dafinideos.

Ensaios cronicos
(504 h)

* Longevidade;

* Numero de ninhadas:

* Tempo de ninhadas;

* Tempo entre ninhadas;

* Produgdo de neonatos;

* Produgdo de ecdises;

* Comprimento final de dafnias
progenitoras.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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45.1 Allonais inaequalis

As condicdes metodoldgicas de exposicdo da espécie A. inaequalis foram executadas

conforme a Tabela 4.

Tabela 4 - Condicdes de exposicdo de A. inaequalis em ensaios de curta duragdo e crénicos.

Ensaios de curta duracao Ensaios crénicos
Tipo do teste Estatico Estatico
Numero de réplicas 6 6
Volume do béquer 500 mL 500 mL
Volume da solucgdo-teste 250 mL 250 mL
Numero de 6 6
organismos/solucdo
Alimentacao Apenas no inicio (2,5+£ 0,5 No inicio e ap6s 4 dias (2,5 £
mg TetraMin®) 0,5 mg de TetraMin®)
Duracao da exposi¢cao 96 h 240 h
Temperatura 19°C, 24°Ce 29°C 19°C, 24°Ce29°C
Sedimento Com sedimento (50 g)e  Com sedimento (50 g) e sem
sem sedimento sedimento
Aeracgao Sem aeragéo Leve aeracdo constante
Fotoperiodo 12h luz/12h escuro 12h luz/12h escuro

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

4.5.1.1 Ensaios de curta duracao (96 h)

Os ensaios de curta duracdo (96 h) para a espécie Allonais inaequalis foi adaptado da
metodologia de Corbi, Gorni e Correa (2015). Este teste visou analisar a sobrevivéncia do
organismo quando exposto as concentragdes de 20; 40; 80; 160; 320 mg MP L™ e 0 (controle)
em um curto periodo. Além disso, para avaliar como o estresse térmico e a disponibilidade de
sedimento pode contribuir como um agravante de toxicidade, estes ensaios foram conduzidos
com e sem sedimento nas temperaturas de 19, 24 e 29 °C. Temperaturas de 19 °C e 29 °C foram
denominadas de estresse por estarem fora da temperatura padréo de cultivo da espécie, 24 £ 2
°C e baseadas em experimentos de estresse térmico realizados com o oligoqueta Tubifex tubifex
(RATHORE; KHANGAROT, 2002), com o inseto Chironomus riparius (SEELAND;
OEHLMANN; MULLER, 2012) e com os crustaceos Gammarus pulex e Gammarus roeselii
(DEHEDIN; PISCART; MARMONIER, 2013).

Tendo em vista que as suspensdes de microplasticos se tornariam imprecisas quando

preparadas a partir de uma solucdo-estoque (dada a observagdo prévia do comportamento e
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distribuicdo heterogéneos das microparticulas na 4gua), as massas de microplasticos necessarias
para cada concentragdo do teste (5; 10; 20; 40 e 80 mg) foram pesadas diretamente em uma
balanca analitica Gehaka, modelo AG 200, resolucdo 0,0001 g, baseado na metodologia de
Rehse, Kloas e Zarfl (2016).

Apos pesadas, as massas foram alocadas em béqueres de vidro com capacidade de
500 mL, e de maneira subsequente, adicionou-se 2,5 + 0,5 mg de ragéo para peixe TetraMin®
triturada, e 230 mL de &gua reconstituida (EPA, 2002). Cada mistura (microplasticos, alimento
e agua reconstituida) seguiu para o tratamento ultrassénico em lavadora ultrassonica Eco-
sonics, modelo Q3.0/40A, por 10 minutos, para melhor dispersdo dos microplasticos e do
alimento no meio liquido.

Ressalta-se que para os ensaios conduzidos com sedimento, adicionou-se 50 g de areia
fina para aquario, previamente autoclavada a temperatura de 120 °C e & pressdo de 1 kgf/cm?
para esterilizacdo e exclusdo de eventuais organismos vivos presentes. Cada mistura
(microplasticos, alimento, sedimento e 4gua reconstituida) também foi submetida ao tratamento
ultrassénico.

Apds esse procedimento, 6 organismos foram separados do cultivo e transferidos para
cada béquer, liberando-os abaixo da superficie da agua, e o volume completado com 20 mL de
agua reconstituida, de forma a garantir as concentragdes-teste em solucdo. Os béqueres foram
cobertos para reduzir a evaporacdo da agua e o contato com o meio externo (Figura 12).

Os organismos foram alimentados apenas no inicio do teste. Cada cenario de exposi¢ao
foi conduzido em triplicata. As solucdes-teste foram incubadas em BOD modelo SL 224 para
o controle da temperatura de cada ensaio e do fotoperiodo (12h luz/12h escuro) (Figura 13). Os
ensaios foram estaticos, e assim, as solu¢des ndo foram renovadas durante o periodo de
exposicao.

Finalizado o periodo de exposicdo, cada solucdo-teste foi alocada individualmente em
bandejas transiluminadas, posicionadas sob fonte luminosa, para contagem dos organismos
sobreviventes. Imediatamente apds a contagem, os organismos foram transferidos para uma
lamina e submetidos a analise microscopica para observacdo da ingestdo de micropléasticos.
Amostras de organismos expostos a cada concentracdo e controle (nimero médio de 3

organismos por solucéo-teste) foram registradas e fotografadas.



Figura 12 - Preparagdo das solucdes-teste dos ensaios de curta duracdo para A. inaequalis.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Figura 13 - Modelo de incubagéo das amostras dos ensaios de curta duracdo para A. inaequalis.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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4.5.1.2 Ensaios cronicos (240 h)

Nos ensaios crbnicos para a espécie A. inaequalis, as preparacdes e condigdes
metodoldgicas seguiram as mesmas premissas do ensaio de curta duracdo (96h), com excecédo
da duragéo do experimento, que ocorreu durante 240 h (10 dias) sob leve aeracdo constante. O
método de Felipe et al. (2020) foi adaptado. As solugdes-teste foram mantidas em incubadora
Ethik 411 FPD para o controle do fotoperiodo (12h luz e 12 h escuro) e das temperaturas de 19,
24 e 29 °C em cada experimento. Os procedimentos realizados na preparacdo das amostras

seguem dispostos na Figura 14, e 0 modelo de incubacgéo na Figura 15.

Figura 14 - Preparacgdo das solugBes-teste dos ensaios cronicos para A. inaequalis.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Os organismos foram alimentados com 2,5 + 0,5 mg de ragdo para peixe TetraMin®
triturada no inicio do ensaio e a cada quatro dias. Os bequeres foram envolvidos com tecido
tule liso em sua abertura superior e atados com elastico latex, para o acoplamento das
mangueiras de aeragao.

Estes ensaios visaram a investigacao de uma eventual toxicidade dos microplasticos sob
a reproducao do organismo, diante da disponibilidade de sedimento e a diferentes temperaturas.

Logo, ao final dos ensaios, 0 nimero de organismos sobreviventes nas solugdes-teste foi
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contabilizado. O numero de novos organismos nas solugdes-teste foi obtido pela
desconsideragdo do nimero de organismos inoculados no inicio dos ensaios (6 por béquer),
tendo em vista que individuos inicialmente selecionados poderiam ou nao sobreviver durante a
exposicdo ao MP. Os ensaios crénicos foram estaticos e conduzidos nos mesmos cenarios de

disponibilidade de sedimento e temperatura dos ensaios de curta duragdo (96 h) para a espécie.

Figura 15 - Modelo de incubag8o das amostras dos ensaios crénicos para A. inaequalis.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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45.2 Chironomus sancticaroli

As condi¢cdes metodologicas de exposicdo da espécie C. sancticaroli foram executadas

conforme a Tabela 5.

Tabela 5 - Condicbes de exposicdo de C. sancticaroli em ensaios de curta duracdo, crbnicos e crénicos

prolongados.

Ensaios de curta Ensaios cronicos Ensaios cronicos
duracao prolongados
Tipo do teste Estatico Estéatico Semi-estatico
Numero de 6 6 6
réplicas
Duragéo da 96 h 240 h Até a emergéncia de
exposicao adultos
Volume do 1000 mL 1000 mL 1000 mL
béquer
Volume da 500 mL 500 mL 500 mL
solucdo-teste
NUmero de
organismos/ 6 10 10
Solucéo
Apenas no inicio No inicio e a cada 4 No inicio e a cada 4
Alimentacgéo (25+05mg dias (2,5+x05mgde dias(2,5+0,5mgde
TetraMin®) TetraMin®) TetraMin®)
Temperatura 25+2°C 25+2°C 25+2°C
Sedimento Com sedimento (50 g) Com sedimento (50 g) Com sedimento (50 g)
e sem sedimento e sem sedimento e sem sedimento
Aeracao Sem aeragéo Leve aeracao Leve aeracdo
constante constante

Fotoperiodo 12h luz/12h escuro 12h luz/12h escuro 12h luz/12h escuro
Fonte: elaborado pelo autor (2019).

4.5.2.1 Ensaios de curta duracao (96 h)

Baseado na metodologia de Fonseca (1997), os ensaios de curta duracdo com a espécie
C. sanctiraroli foram realizados para avaliar a sobrevivéncia do organismo quando exposto ao
contaminante estudado. Estes ensaios foram conduzidos em dois cenarios, presenca e auséncia
de sedimento, visando avaliar se a disponibilidade do sedimento em solugdo-teste contribui
como um agravante ou atenuante da toxicidade do MP.

As massas de microplasticos necessarias para cada concentracdo do teste (10; 20; 40;
80 e 160 mg) foram pesadas diretamente em uma balanca analitica modelo especificado no item
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4.5.1.1. Apds pesadas, as massas foram transferidas para béqueres de vidro com capacidade de
1000 mL, nos quais, adicionou-se 2,5 = 0,5 mg de racdo para peixe TetraMin® triturada, 50 g
de areia fina para aquario autoclavada a temperatura de 120 °C e a pressio de 1 kgf/cm? e 480
mL de agua reconstituida (USEPA, 2002).

Cada mistura disposta nos béqueres (microplastico, alimento, agua reconstituida e
sedimento) foram submetidas ao tratamento ultrassénico por 10 min. Os ensaios realizados sem
sedimento seguiram para o tratamento ultrassénico com microplastico, alimento e agua
reconstituida.

Ap0s isso, 6 larvas de IV instar foram separadas do cultivo e transferidas para cada
béquer e liberadas abaixo da superficie da &gua. O volume das solugdes foi completado com 20
mL de agua reconstituida, garantindo as concentracdes-teste, e 0s béqueres cobertos para
reduzir a evaporacdo da agua e a diminuicdo do contato externo, conforme o procedimento

disposto na Figura 16.

Figura 16 - Preparacdo das solucdes-teste do ensaio de curta duragéo para C. sancticaroli.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Os organismos foram alimentados apenas no inicio dos ensaios. Cada cenario de
exposicdo foi conduzido em triplicata e os ensaios repetidos duas vezes, totalizando 6 réplicas

por cenario. As solugdes-teste foram incubadas a temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo (12h
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luz/12h escuro). Os ensaios foram estaticos, e deste modo, as solugdes ndo foram renovadas
durante o periodo de exposicdo. Apos 96 h, cada solucdo-teste foi alocada individualmente em
bandejas transiluminadas, posicionadas sob fonte luminosa, para contagem das larvas

sobreviventes.

4.5.2.2 Ensaios crénicos (240 h) e prolongados

Para observacdo dos efeitos toxicos provocados a C. sancticaroli apds uma exposi¢ado
de longa duracédo, foram conduzidos ensaios crénicos, nos quais, as larvas foram incubadas
durante 10 dias (240h) e ensaios crénicos prolongados até a emergéncia dos organismos, para
cada solugdo-teste e controle. Para isso, desovas recém ovopositadas foram separadas do
cultivo, e mantidas em placas de Petri sob leve aeragdo com agua do cultivo até a eclosdo das

larvas da massa ovigera (Figura 17).

Figura 17 - Desovas de C. sancticaroli separadas do cultivo submetidas a aeracao até eclosdo.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Quando liberadas das massas, 10 larvas de | instar foram introduzidas nas solucdes-teste
e controle, em cada béquer. A preparacdo das solucdes-teste seguiu as etapas dispostas na

Figura 18.



Figura 18 - Preparacdo das solucBes-teste dos ensaios cronicos e cronicos prolongados para C. sancticaroli.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Todas as réplicas receberam 2,5 + 0,5 mg de racéo para peixe TetraMin® triturada no

inicio do ensaio e a cada quatro dias. Os béqueres foram envolvidos com tecido tule liso em sua

abertura superior e atados com elastico latex, para o acoplamento das mangueiras e manutencao

dos organismos adultos nos béqueres até sua retirada. Os ensaios foram conduzidos com e sem

sedimento. Nos ensaios cronicos (10 dias — 240 h), as soluc¢des-teste foram mantidas durante

todo o teste sem renovagdo do meio. Como o ensaio cronico prolongado requereu uma duragéo

maior, as amostras foram renovadas ap0s 15 dias do inicio dos ensaios. As larvas foram

submetidas as mesmas condicdes de temperatura e fotoperiodo do cultivo da espécie (Figura

19).
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Figura 19 - Modelo de incubacdo das amostras dos ensaios cronicos e prolongados para C. sancticaroli.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

As exposicfes com duragdo de 240 h visaram a investigacdo de uma eventual
toxicidade sobre o desenvolvimento/crescimento das larvas. Portanto, transcorrido este periodo
de exposicédo, as larvas foram fixadas com alcool isopropilico e refrigeradas a 4 °C para
posterior anélises. Para a medi¢do do comprimento, as larvas foram dispostas em laminas,
fotografadas e medidas com auxilio do software ImageJ. Finalizada esta medicdo, as capsulas
cefalicas dos organismos foram separadas do corpo e transferidas para laminas preparadas com
0 meio Balsamo do Canada. As laminas foram cobertas com laminulas, e mantidas por 72 h a
50 °C em estufa para secagem do meio. As observacbes no mento para deteccdo de
deformidades no aparelho bucal (auséncia ou quebra de dentes) foram feitas em microscopio,
acoplado a camera e registradas fotograficamente. Todas as larvas foram submetidas a
observagdo em microscapio.

Os ensaios cronicos prolongados, seguiram as preparacdes e condi¢bes metodoldgicas
do teste crénico de duracéo de 10 dias. A duracdo estendida da exposi¢do crénica visou aguardar
a emergéncia dos organismos das solugdes-teste e controle para obtencdo de respostas tdxicas
relacionadas a fase adulta da espécie. Deste modo, a cada organismo emergido, registrou-se o
tempo transcorrido para a emergéncia, seguida da identificacdo do sexo, para obtencdo da razdo
sexual. Considerou-se finalizado o ensaio quando ndo houvesse larvas ou pupas nas solugdes-
teste e controle, ou quando estas nao estivessem vivas.
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As fémeas emergidas do teste cronico prolongado foram separadas e mantidas em
molho com KOH a 10 % (hidréxido de potassio) em Eppendorf de 0,5 mL por 1 hora. Apds
isso, a solucdo de KOH a 10 % foi descartada e os organismos lavados com CH3COOH a 20 %
(&cido acético). Em seguida, os organismos foram corados com CzoH17N3Na2OgSz (fucsina
acida) e mantidos a 4 °C por 48 horas. Apds este periodo, as fémeas adultas foram novamente
lavadas com &cido acético a 20 % e as asas (direita e esquerda) retiradas com pinga sob
visualizacdo em lupa. Retiradas as asas, estas foram mergulhadas em alcool 80%, seguido de
alcool 100 %, alocadas em laminas e fixadas com o meio Balsamo do Canada. Apds sua
cobertura com laminulas, as laminas das asas foram submetidas por 96 horas a 50 °C em estufa
para secagem do meio. Finalizado este periodo, as laminas foram dispostas em microscépio,
fotografadas, e o comprimento das asas determinado no software ImagelJ. Obtidos os
comprimentos das asas direitas e esquerdas - desde a alula até o apice (Figura 20) -, estes valores
foram inseridos na equagdo da estimativa da fecundidade potencial da fémea (Equagéo 1),
recomendada por Trivinho-Strixino (1980):

F=(k.L)-m (Equacéo 1)

Onde: k = constante de valor 471,64; m = constante de valor 707,41; L = comprimento da asa

Figura 20 - Asa da fémea de Chironomus sancticaroli e pontos utilizados para a medi¢do do comprimento.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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4.5.3 Daphnia magna

As condi¢bes metodoldgicas de exposicdo da espécie D. magna foram executadas

conforme a Tabela 6.

Tabela 6 - Condices de exposicdo de D. magna em ensaios de curta duracéo e cronico.

Ensaio de curta Ensaio de curta Ensaio cronico
duracdo 1 duracdo 2
Tipo do teste estatico estatico e semi-estatico semi-estatico
Numero de réplicas 6 8 no teste com alimentagéo e 10
8 no teste sem alimentacéo
Duragéo da 48 h 96 h 504 h
eXposicao
Volume do béquer 100 mL 100 mL 100 mL
Volume da 100 mL 100 mL 100 mL
solucéo-teste
NUmero de 10 10 1
organismos/solucéo
Sem alimenta¢&o no estatico 3 vezes por
Alimentacao - e alimentacdo no inicio e ap0s semana
48h no semi-estatico
Temperatura 19°C 19°C 19°C
Fotoperiodo 16h luz/ 16h luz/ 16h luz/
8h escuro 8h escuro 8h escuro

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

4.5.3.1 Ensaios de curta duragéo 1 (48 h)

Os ensaios de curta duracdo (48 h) para a espécie D. magna foram conduzidos conforme
OECD (2004) n. 202, que visa avaliar a taxa de imobilidade do organismo quando exposto a
contaminantes/substancias no "Teste de Imobilizacdo Aguda” para Daphnia spp. Segundo o
protocolo, a taxa de imobilizacdo em 48 h é um critério de efeitos adversos.

As massas de microplasticos necessarias para cada concentragdo do teste (2; 4; 8; 16 e
32 mg) foram pesadas diretamente em uma balanca analitica modelo especificado no item
4.5.1.1. Apoés pesadas, as massas foram transferidas para béqueres de vidro com capacidade de
100 mL, onde despejou-se 80 mL de &gua reconstituida em cada béquer.

Cada mistura disposta nos béqueres (microplastico e agua reconstituida) foi submetida
ao tratamento ultrassénico por 10 min. Apds isso, neonatos com menos de 24 h de nascidos
foram separados do cultivo e alocados nas solucOes-teste e controle, e o volume completado

com 20 mL de agua reconstituida. Um total de 10 organismos foram alocados em cada béquer,
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e 0s ensaios repetidos por duas vezes, totalizando 6 réplicas por concentracdo e controle. O
procedimento metodoldgico para preparacdo das amostras seguiu conforme a Figura 21.

Figura 21 - Preparacdo das solucGes-teste dos ensaios de curta duragdo 1 para D. magna.

3 F!! b “ []MP mgL-*
Pesagem MPs em : PPy EBEE
. 80 mL de agua b o e 2
balan¢d andlitica reconstituida 10 orglesmos +20 E [E [2
mL de agua EEEE 4
reconstituida E [E [E
+3go = ~§. - EEEC
o &y EEE ©
== Béquer 100 mL U
24 8 1632 Banho1u(;tra§sénico: ﬁ E [ﬁ 320
min ——f—
mg MP BB E Cont

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

O ensaio foi estatico, e as solu¢des-teste incubadas a temperatura de 19 °C e fotoperiodo
(16h luz/8h escuro). As amostras foram cobertas com filme transparente para diminuigdo do
contato externo (Figura 22).

Figura 22 - Modelo de incubag8o das amostras dos ensaios de curta duragdo 1 para D. magna.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Finalizado o tempo de exposicdo, a mobilidade dos organismos foi verificada pela
contagem de dafnideos imdveis 15 segundos apos agitacao suave do meio liquido.

4.5.3.2 Ensaios de curta duracgéo 2 (96 h)

Estes experimentos foram realizados conforme protocolo OECD n° 202 (2004). O tempo
de teste, prolongado de 48 para 96 h, foi baseado na recomendacéo de Baumann et al., (2014),
que relatam que microparticulas tendem a mostrar efeitos em Daphnia magna ap0s a exposi¢do
padréo (48 h).

Além da mobilidade, para anélise do desenvolvimento do organismo em uma exposicao
de curta duracdo, estes ensaios foram conduzidos em duas condicGes diferentes: a primeira
consistiu na exposi¢do dos neonatos durante 96 h, na qual, foram alimentados na incubacéo (t
= 0) e apds transcorridas 48 h de experimento com 3 x 10° células mL™? de Raphidocelis
subcaptata e 1 mL L™ de solugdo fermentada. A segunda condi¢do consistiu na exposicéo
durante a mesma duracdo, todavia, sem o fornecimento de alimentacéo em todo o experimento,
e assim, as solucBes teste foram mantidas apenas com a série de concentraces de
microplasticos e controle até finalizado o periodo de exposi¢do, caracterizando um cenario de
estresse nutricional. O procedimento metodolégico para preparacdo das amostras seguiu
conforme a Figura 23.

Ambos os testes (com e sem alimentacdo) foram realizados em triplicata e uma quarta
réplica foi adicionada para andlise diaria da ingestdo de MP. A remocdo diaria de organismos
da quarta réplica também teve como objetivo evitar a perturbacdo externa nos experimentos em
triplicata. Os testes foram repetidos 2 vezes, totalizando 6 repeticdes (n = 6) para cada
concentracgdo e controle (somente dgua reconstituida) em ambas as exposicoes.

Nos ensaios com alimentacao, a renovacao das solucbes-teste seguiu 0s procedimentos
da Figura 23. As solucdes foram mantidas nas condi¢cdes de temperatura e fotoperiodo do
cultivo. Os testes que apresentaram imobilizacdo de dafnideos no controle abaixo de 10%
(OCDE, 2004) foram validos.

Nos periodos de 24, 48, 72 e 96 h, a mobilidade dos organismos foi verificada pela
contagem de dafnideos imoveis 15 segundos apés agitacdo suave, além da contagem de
exoesqueletos liberados na solucdo, o que caracterizou o processo de muda (producdo de
ecdises) (Figura 24 b). Os dafnideos imdveis e os exoesqueletos foram registrados e descartados

das solucdes de teste e controle em cada periodo de anélise.
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A andlise qualitativa didria da ingestdo de MP ocorreu a partir da remocdo de
organismos da quarta réplica, que foi submetido a andlise por captura de imagens
microscopicas. Apds o encerramento dos ensaios, 0s organismos vivos foram fotografados a
partir do software TSView e medidos com o software ImageJ para obter o comprimento final
(do topo da cabeca até a base da coluna apical, conforme metodologia de Imhof et al., 2017)
(Figura 24 a). O modelo de incubagédo das amostras foi 0 mesmo realizado para os testes de

curta duracdo 1 para Daphnia magna (Item 4.5.3.1).

Figura 23 - Preparacdo das solucGes-teste dos ensaios de curta duragdo 2 para D. magna.
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mg MP min — 11— Cont
Retirada de organismos .
em24,48,72e 960 }__J
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ResseniWidken 80 mL de agua reconstituida 10 organiSITIOS +20 - e e T :
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alimentacéo apos 48h

Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 24 - Défnias no teste de curta duracdo 2 com e sem alimentacdo a) comprimento do corpo apés 96 h de
exposicao; b) exoesqueleto liberado.

1mm

\ ‘ 1 mm

a b

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

4.5.3.3 Ensaio cronico (504 h)

Este experimento seguiu as recomendacbes da OECD n° 211 (2012), intitulado
“Daphnia magna Reproduction Test”. Este ensaio visou acompanhar durante o periodo de 21
dias os efeitos do microplastico polietileno sobre a espécie. Para isso, neonatos com menos de
24 h de nascidos foram separados de béqueres saudaveis do cultivo (dafnias progenitoras entre
2% e 42 postura de neonatos), e individualmente alocados nas solugbes-teste e controle em 10
réplicas.

Os organismos foram alimentados trés vezes a cada sete dias, iniciado na incubacéo,
com 3 x 10° células mL™* de Raphidocelis subcaptata e 1 mL L de solugdo fermentada. O
procedimento metodoldgico de preparacdo das amostras para o inicio do teste bem como para
a renovacao do meio-teste seguiu os procedimentos da Figura 25. O teste foi considerado valido
quando a mortalidade de dafnias progenitoras se apresentou < 20% e 0 nimero medio de
neonatos produzidos por dafnias progenitoras sobreviventes no controle ao final do teste foi
maior que 60 (OECD, 2012).

Todas as amostras com os organismos foram mantidas nas condi¢cfes de temperatura e
fotoperiodo do cultivo, e foram incubadas conforme a Figura 22. Optou-se que as variaveis de
resposta do organismo ao MP fossem analisadas no mesmo horario e intervalo de tempo (1 a 3
horas, considerando a necessidade de renovacao das solugdes). Diariamente acompanhou-se a

mobilidade dos organismos para analise da longevidade ao longo do tempo de exposicao.
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Atrelado a isso, assim que dafnias progenitoras liberaram seus filhotes e exuivias no meio
liquido, estes foram separados das solucGes-teste e controle. O nimero de filhotes, o tempo de
postura dos neonatos e ecdises foram registrados. Ao final do ensaio, dafnias progenitoras
sobreviventes foram alocadas em laminas para obtencdo do comprimento final do corpo,

conforme metodologia empregada no ensaio de curta duracdo 2 (Figura 24 a).

Figura 25 - Preparacdo das solucGes-teste do ensaio cronico para D. magna.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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4.6 Compilacéo e tratamento estatistico dos dados

Para identificar como os dados obtidos se distribuiam, aplicou-se o teste de Shapiro-
Wilk, no qual, obedeceu-foi ao nivel de significancia de p = 0,05. Dados que obedeceram a
distribuicdo normal (p > 0,05) foram tratados em testes parametricos. O teste one-way ANOVA
foi utilizado para analisar possiveis diferencas estatisticas entre varidveis da situacéo controle
e tratamentos com microplastico. O teste post-hoc de Tukey foi usado quando apontadas
diferencas significativas no teste anterior. Para analisar os efeitos interativos de maultiplas
variaveis independentes categdricas nos dados obtidos (como o efeito da disponibilidade de
sedimento e padrbes de temperatura na reproducdo dos organismos), foi utilizado o teste fatorial
ANOVA.

Para os dados que ndo obedeceram a normalidade (p < 0,05), foram utilizadas
ferramentas estatisticas ndo paramétricas. Para analisar eventuais diferencas estatisticas entre
variaveis da situagdo controle e tratamentos com microplasticos foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn, este Gltimo aplicado caso apontadas evidéncias de
diferencas significativas. O teste ndo-pareado de Mann-Whitney foi utilizado para analisar
possiveis diferencas entre dois grupos de dados independentes, neste caso, ensaios conduzidos
com e sem sedimento, com e sem alimentacdo ou grupos de dados de organismos machos e
fémeas.

Os dados obtidos nos experimentos de toxicidade e sensibilidade foram previamente
selecionados e plotados no software Origin versdo 9.6 em graficos de colunas, linhas, dispersao
e diagramas de caixa. O tratamento estatistico dos dados de toxicidade foi realizado no software
Statistica versdo 10 e dos ensaios de sensibilidade no software R extensdes MASS e RDC.
Diferengas significativas foram consideradas quando p < 0,05, assumindo-se um intervalo de

confianca de 95%.
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5. RESULTADOS

5.1 Identidade do polimero, tamanho e forma das particulas

Ao se comparar com o0 espectro do polietileno (Figura 26) adquirido pela empresa
Sigma-Aldrich®) com o espectro do polietileno padrdo da literatura (Figura 27), nota-se
similaridade na distribuicéo dos picos especificos correspondentes aos comprimentos de onda
absorvidos pelas moléculas. A autenticidade do polimero utilizado é confirmada, tendo em vista
que as principais bandas de absor¢do utilizadas na sua identificacdo sdo correspondentes ao
polietileno de baixa densidade, apresentando os principais picos de frequéncia (numero de
onda): 720/730 cm? (flexdo de C-H), 1475/1462 cm™ (flexdo de C-H) e 2850 cm'
(alongamento C-H) (CHERCOLES ASENSIO et al., 2009; NODA et al., 2007).

Figura 26 - Espectro do polietileno de baixa densidade de peso molecular ultra alto utilizado nos experimentos.
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Fonte: Sigma-aldrich (2019).
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Figura 27 - Espectro padrdo do polietileno de baixa densidade.
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Fonte: Crawford e Quinn (2017).

Quando observadas em microscopio, as microparticulas de polietileno utilizadas

apresentaram formas irregulares, cujo tamanho variou entre 40 e 48 um, conforme Figura 28.

Figura 28 — Tamanho e forma dos microplasticos, fotografados em microscopio Nikon Eclipse E200.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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5.2 Ensaios de sensibilidade

5.2.1 Allonais inaequalis

As concentracdes letais (CLso) de cloreto de potassio para A. inaequalis variou entre 3,7
+0,3 g L* (outubro/2018) e 5+ 0,1 g L (setembro/2018). Em abril/2018 a CLso obtida foi de
3,9+0,1gL% emjulho/2019 4,6 0,3 g L™t e em setembro/2019 4,9 + 0,3 g L™%. Na Figura 29

é expresso graficamente a dispersdo dos resultados e seus limites superior e inferior.

Figura 29 - Carta controle de concentracfes letais de KCI para A. inaequalis (CLsg) em ensaios de sensibilidade
(96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019)
5.2.2 Chironomus sancticaroli

As concentracOes letais (CLso) de cloreto de potassio para C. sancticaroli variou entre
33 + 0,2 g LT (marco/2019) e 4,7 + 0,2 g LT (maio/2019). Em margo/2018, junho e
outubro/2019 as concentracdes letais obtidas foram 4,6 + 0,2; 55 + 0,3 e 4,6 + 0,4 g L,

respectivamente. A dispersdo dos dados ao longo do tempo esta contida na Figura 30.
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Figura 30 - Carta controle de concentracdes letais de KCI para C. sancticaroli (CLsg) em ensaios de sensibilidade
(96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019)

5.2.3 Daphnia magna
Défnias exibiram sensibilidade ao sulfato de cobre penta hidratado, com concentracoes
de efeito (CEso) variando entre 0,15 + 0,01 mg L em abril/2018 e 0,063 + 0,0003 mg Lt em

setembro/2018. Na Tabela 7 sdo descritos os valores obtidos nos ensaios.

Tabela 7 - Concentragdes de efeito (ECso) de CuSO45H,0 para D. magna.

Data ECso(mg L) Erro
abr/18 0,015 0,01152
mai/18 0,055 0,00383
jul/18 0,048 0,00676
ago/18 0,045 0,00033
set/18 0,063 0,00028
out/18 0,029 0,00294
jan/19 0,051 0,00513
mai/19 0,033 0,00012
jul/19 0,023 0,00001
set/19 0,027 0,00002

Fonte: elaborado pelo autor (2019)
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O gréfico contendo a dispersdo dos dados e os limites superior e inferior calculados
seguem conforme a Figura 31.

Figura 31 - Carta controle de concentracdes de efeito de CuSO45H,0 para D. magna (CEsg) em ensaios de
sensibilidade (48 h).
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5.3 Ensaios de toxicidade
5.3.1 Allonais inaequalis

5.3.1.1 Ensaios de toxicidade de curta duracéo (96 h)

Nos ensaios conduzidos sem sedimento para as temperaturas de 19, 24 e 29 °C, a taxa
de sobrevivéncia para todas as concentracgdes testadas e controle apresentaram-se acima de 75%
(Figura 32). A menor taxa de sobrevivéncia entre concentragcdes para 0s ensaios sem sedimento
conduzidos na temperatura de 19 °C foi observada na concentragdo de 320 mg MP L™ (91,7 %),

e a maior taxa nas concentrag@es de 20, 40 e 160 mg MP L™ (97,2 %).

Figura 32 - Taxas de sobrevivéncia média e desvios-padrdo para A. inaequalis sob exposi¢do ao microplastico
sem sedimento as temperaturas de 19, 24 e 29 °C em ensaios de curta durago (96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Os ensaios nos quais 0s organismos foram incubados a temperatura de 29 °C, a menor
taxa de sobrevivéncia entre concentracdes foi observada na concentragdo de 160 mg MP L*
(80,6 %) e a maior taxa nas concentrag@es de 20 e 40 mg MP L (97,2 %). Quando incubados

a temperatura padréo de cultivo (24 °C), a menor taxa de sobrevivéncia entre concentracdes foi
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observada na concentragdo de 320 mg MP L™ (75 %) e a maior taxa na concentraco de 40 mg
MP L™ (91,7 %).

N&o foram observadas diferencas significativas na taxa de sobrevivéncia entre
concentracgdes e controle dos ensaios sem sedimento a 19 °C (p =0,41), 24 °C (p =0,16) e 29 °C
(p =0,09) no teste de Kruskal-Wallis. Além disso, comparando-se a taxa de sobrevivéncia entre
temperaturas paras as mesmas concentragdes e controles, ndo foram observadas diferengas
significativas entre temperaturas para o controle (p = 0,36) e para as concentracoes de 20 (p =
0,09), 40 (p = 0,35), 80 (p = 0,41), 160 (p = 0,10) e 320 mg MP L™ (p = 0,36) no Kruskal-
Wallis.

Nos ensaios conduzidos com sedimento para as temperaturas de 19, 24 e 29 °C, a taxa
de sobrevivéncia para todas as concentracdes testadas e controle apresentaram-se acima de

86,1% (Figura 33), taxa superior comparada a menor taxa obtida no teste sem sedimento.

Figura 33 - Taxas de sobrevivéncia média e desvios-padrdo para A. inaequalis sob exposi¢do ao microplastico

com sedimento e as temperaturas de 19, 24 e 29 °C em ensaios de curta duracgéo (96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Quando os organismos foram incubados a temperatura de 19 °C, a menor taxa de
sobrevivéncia entre concentragdes para a temperatura de 19 °C foi observada nas concentragdes
de 40, 160 e 320 mg MP L (97,2 %), e a maior taxa (100%) nas concentracdes de 20 e 80 mg
MP L1,
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Para os ensaios realizados na temperatura de 29 °C, a menor taxa de sobrevivéncia entre
concentracdes para esta temperatura foi observada na concentragdo de 40 mg MP L (88,9 %)
e a maior taxa nas concentracdes de 20, 80 e 160 mg MP L (94,4 %). Nos ensaios na
temperatura de 24 °C, a menor taxa de sobrevivéncia entre concentracdes foi observada na
concentragdo de 320 mg MP L* (86,1 %), e a maior taxa na concentracdo de 20 mg MP L
(100 %).

Ndo foram observadas diferencas significativas na taxa de sobrevivéncia entre
concentragdes e controle dos ensaios com sedimento a 19 °C (p = 0,82), 24 °C (p =0,07) e 29 °C
(p = 0,46) segundo o teste de Kruskal-Wallis. Ainda, comparando-se a taxa de sobrevivéncia
entre temperaturas paras as mesmas concentragdes e controles, ndo foram observadas diferencas
significativas entre temperaturas para o controle (p = 0,36) e para as concentracfes de 20 (p =
0,11), 40 (p = 0,42), 80 (p = 0,16), 160 (p = 0,76) e 320 mg MP L (p = 0,19) no Kruskal-
Wallis.

Considerando-se a disponibilidade de sedimento nos ensaios para cada temperatura,
observou-se a partir do teste de Mann-Whitney, que ndo ha diferencas significativas entre a taxa
de sobrevivéncia dos ensaios sem sedimento e com sedimento para a temperatura de 19 °C
(p=0,42) e 29 °C (p = 0,83). Para a temperatura de 24 °C, a taxa de sobrevivéncia nos ensaios
sem sedimento € estatisticamente diferente dos ensaios com sedimento (p = 0,018).

A partir da andlise microscopica, observou-se que Allonais inaequalis ingeriu as
microparticulas de polietileno em todas as concentracoes testadas, independente da temperatura
em que foram incubados. Os ensaios de curta duracdo conduzidos sem sedimento confirmaram

a ingestdo, conforme a Figura 34.
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Figura 34 - Ingestdo de microplasticos por Allonais inaequalis em ensaios sem sedimento para diferentes
tratamentos. a) Tratamento controle a 19 °C; b) 20 mg MP L1 a 29 °C; ¢) 80 mg MP L 429 °C; d) 160 mg MP L-
1419°C; e) 160 mg MP L a 24 °C; f) 320 mg MP L1a 24 °C.

* setas indicam a presencga do microplastico polietileno no interior do corpo de A. inaequalis

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

5.3.1.2 Ensaios cronicos (240 h)

Os ensaios cronicos resultaram na reproducdo de A. inaequalis de acordo com a
disponibilidade de sedimento nas trés temperaturas testadas (Figura 35). Nos ensaios sem
sedimento a 19 °C, registrou-se 23 novos organismos, considerando-se todas as solugfes-teste
e controle. No controle foi registrado 1 novo organismo. Entre concentragdes, o tratamento de
320 mg MP L* apresentou 0 menor niimero de novos organismos (1 organismo) e em 20 mg
MP L o maior niimero (7 organismos). Para os ensaios com sedimento a 19 °C, registrou-se o
somatorio de 356 novos organismos. O controle registrou 51 novos organismos, o tratamento
de 40 mg MP L apresentou o menor nimero (54 organismos) e em 320 mg MP L o maior
numero (73 organismos). Nao ha evidéncias de diferencas significativas no namero de novos
organismos entre as concentragdes e o controle para os ensaios sem sedimento (p = 0,28) e com

sedimento (p = 0,89) a 19 °C, segundo o teste one-way ANOVA.
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Figura 35 - Reproducdo de A. inaequalis observada a partir do nimero de novos organismos por amostra em

solugdes-testes e controle apds 240 h de exposicdo ao microplastico. a) ensaios sem sedimento a 19 °C; b) ensaios

com sedimento a 19 °C; c) ensaios sem sedimento a 24 °C; d) ensaios com sedimento a 24 °C; e) ensaios sem

sedimento a 29 °C; f) ensaios com sedimento a 29 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Para os ensaios conduzidos & 24 °C sem sedimento, 85 novos organismos foram
registrados considerando-se todas as solucGes-teste e controle. O maior nimero de novos
organismos entre concentragdes foi observado no tratamento de 80 mg MP L™ (17 organismos)
e 0 menor nimero em 320 mg MP L™ (4 organismos). O controle alcangou o nimero de 28
novos organismos. Nos ensaios com sedimento o somatorio de novos organismos alcangou
197. O tratamento de 20 mg MP L apresentou 40 novos organismos, o de 320 mg MP L™
registrou 12 novos organismos e o controle, 68. Ndo foram apontadas diferencas significativas
no numero de novos organismos entre concentracdes e controle para os ensaios sem sedimento
(p =0,092) e com sedimento (p = 0,066) a 24 °C, segundo o teste one-way ANOVA.

Nos ensaios a 29 °C, 586 novos organismos foram registrados na situacdo sem
sedimento. No controle foram contabilizados 87 novos organismos. Entre concentragdes, 0
menor nimero foi observado no tratamento 320 mg MP L (54 organismos) e 0 maior no
tratamento de 40 mg MP L (126 organismos). Ja na condicdo com sedimento, foi registrado o
somatorio de 715 organismos. Entre concentra¢des o maior nimero foi observado no tratamento
de 20 mg MP L (141 organismos) e 0 menor em 160 mg MP L (99 organismos). O controle
alcancou 142 novos organismos. N&do ha evidéncias de diferencas significativas no nimero de
Nnovos organismos entre concentracbes para 0s ensaios sem sedimento (p = 0,22) e com
sedimento (p=0,23) a 29 °C no teste one-way ANOVA.

A partir do teste fatorial ANOVA foram observadas diferencas significativas na
reprodugdo entre os ensaios sem e com sedimento (p < 0,05). No teste post-hoc de Tukey foi
evidenciado em quais desenhos experimentais a reproducdo € estatisticamente relevante.
Considerando-se a mesma temperatura, foram apontadas diferengas significativas na
reproducdo de A. inaequalis entre os ensaios com e sem sedimento a 19 °C (p = 0,00002). A 24
e 29 °C ndo foram apontadas diferencas estatisticas.

Contudo, considerando-se a reproducdo de acordo com disponibilidade de sedimento
entre temperaturas, notou-se que para 0s ensaios sem sedimento, existem diferencas entre o
numero de novos organismos dos ensaios a 19 e 29 °C (p = 0,00002) e 24 e 29 °C (0,00002).
Né&o foram apontadas diferencas entre 19 e 24 °C. Para 0s ensaios com sedimento, ha evidéncias
de diferencas significativas no nUmero de novos organismos entre 0s ensaios & 19 e 24 °C (p =
0,011), 19 e 29 °C (p = 0,00002) e 24 e 29 °C (p = 0,00002).
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5.3.2 Chironomus sancticaroli

5.3.2.1 Ensaios de toxicidade de curta duracéo (96 h)

Para 0s ensaios sem sedimento, a menor taxa meédia de sobrevivéncia entre
concentracdes foi observada em 40 e 320 mg MP L™ (69,4 %) e a maior taxa na concentragio
de 20 mg MP L™ (86,1 %). Por outro lado, nos ensaios conduzidos com sedimento, a menor
taxa média de sobrevivéncia entre concentracdes foi observada em 80 e 160 mg MP L%
(86,1 %), e a maior taxa em 40 mg MP L (91,7 %), conforme a Figura 36.

Figura 36 - Taxas de sobrevivéncia média e desvios-padrdo para C. sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico

com e sem sedimento em ensaios de curta duragéo (96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

N&o foram observadas diferencas significativas na taxa de sobrevivéncia entre
concentragdes e controle segundo o teste de Kruskal Wallis, sendo observados p-valor para 0s
ensaios sem sedimento de 0,065 e com sedimento de 0,34. Todavia, a taxa de sobrevivéncia nos
ensaios sem sedimento é estatisticamente diferente da taxa de sobrevivéncia nos ensaios com
sedimento (p = 0,0017) segundo o teste de Mann-Whitney.
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5.3.2.2 Ensaios cronicos (240 h)

Nos ensaios cronicos com C. sancticaroli, observou-se que as taxas médias de
sobrevivéncia dos ensaios conduzidos sem sedimento sdo menores do que os com sedimento

em todos os tratamentos (Figura 37).

Figura 37 - Taxas de sobrevivéncia média e desvios-padréo para C. sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico
com e sem sedimento em ensaios cronicos (240 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Nos ensaios sem sedimento, a menor taxa média de sobrevivéncia entre concentragdes
foi observada em 40 mg MP L™ (61,7 %) e a maior taxa média em 20 mg MP L™ (78,3 %). Nos
ensaios com sedimento, a menor taxa média de sobrevivéncia entre concentragdes foi observada
em 160 mg MP L (78,3 %), e a maior em 20 mg MP L (93,3 %).

Segundo o teste de Kruskal Wallis, ndo foram observadas diferencas significativas na
taxa de sobrevivéncias entre concentracdes e controle para os ensaios sem sedimento (p = 0,52)
e para os ensaios com sedimento (p = 0,72). No entanto, foram apontadas diferencas
significativas nas taxas de sobrevivéncia entre 0s ensaios sem sedimento e com sedimento (p =
0,00000049) segundo o teste de Mann-Whitney.
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Os dados obtidos com a medida do comprimento das larvas ap6s 240 h de exposicado

nos ensaios com e sem sedimento seguem na Figura 38.

Figura 38 - Comprimento final médio e desvios-padrdo de larvas de C. sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico

com e sem sedimento em ensaios cronicos (240 h).

- sem sedimento

14 4 com sedimento

— —
[==] (3]
1 1

Comprimento das larvas (mm)
Ensaios cronicos - 240 h

Controle 20 40 80 160 320
[ JmgMPL?!

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

As larvas provenientes dos ensaios sem sedimento apresentaram comprimento médio de
9,5+ 2,2 mm no controle. Entre as concentracfes testadas, 0 menor comprimento médio obtido
foi observado para o tratamento de 80 mg MP L (7,8 + 2,2 mm) e 0 maior comprimento foi
observado no tratamento de 20 mg MP L (9,9 + 2,4 mm). Para os ensaios com sedimento, 0
comprimento médio das larvas do controle alcangou 11,5 + 1,6 mm. Entre concentra¢des, 0
menor comprimento médio foi observado para o tratamento de 320 mg MP L (10 + 1,7 mm),
e 0 maior para o tratamento de 20 mg MP L (11,8 + 1,1 mm).

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas no comprimento das larvas
dos ensaios sem sedimento, entre concentracdes e o controle (p = 0,0000012) segundo o teste
one-way ANOVA. Comparando-se os tratamentos com microplastico e a situacdo controle, a
andlise post-hoc evidenciou diferencas significativas entre o comprimento de larvas do controle
e 80 mg MP L (p = 0,0015), segundo o teste de Tukey. Do mesmo modo, foram apontadas
diferencgas significativas no comprimento das larvas dos ensaios com sedimento entre

concentragdes e controle (p = 0,000000035). Com a anélise post-hoc a partir do teste de Tukey,
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observou-se que o comprimento de larvas da situacdo controle ¢ estatisticamente diferente do
tratamento de 320 mg MP L (p = 0,00003).

Notou-se ainda, a partir do teste fatorial ANOVA, que o comprimento das larvas dos
ensaios sem sedimento é estatisticamente diferente do comprimento de larvas dos ensaios com
sedimento (p = 0,000009). Com base na interagédo dos dados de comprimento de larvas de
controles e tratamentos com microplasticos de ambos 0s ensaios, observou-se diferengas

significativas apontadas pelo teste de Tukey, as quais sdo descritas pelo p-valor na Tabela 8.

Tabela 8 - Diferencgas estatisticas apontadas pelo teste de Tukey a partir da analise comparativa do comprimento

de larvas de C. sancticaroli de acordo com a disponibilidade de sedimento, considerando-se um nivel de confianga

de 95% (p < 0,05).
ControleCS 20 CS 40 CS 80 CS 160 CS 320 CS
Controle SS  0,000025  0,000017 0,015 0,00019 0,000036 *
20 SS 0,00097 0,00003 * 0,011 0,0018 *
40 SS 0,027 0,0014 * * 0,038 *
80 SS 0,000017  0,000017  0,000017 0,000017 0,000017 0,000017
160 SS 0,0021 0,00006 * 0,02 0,0035 *
320 SS 0,000017  0,000017  0,000018 0,000017 0,000017 0,029

CS = com sedimento; SS = sem sedimento; 20, 40, 80, 160 e 320 séo referentes as concentra¢des de MP;
* comprimentos de larvas entre tratamentos estatisticamente iguais.

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

A partir da analise microscépica do aparelho bucal das larvas dos ensaios crénicos sem
sedimento (Figura 39) e com sedimento (Figura 40), ndo foram observadas deformidades no
mento, dentes quebrados ou a falta de dentes que poderiam ser provocadas pelo microplastico

polietileno.
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Figura 39 - Aparelho bucal de larvas de C. sancticaroli sob exposicdo ao microplastico em diferentes tratamentos
apds ensaios cronicos sem sedimento (240 h). a) controle; b) 20 mg MP L%; ¢) 40 mg MP L%; d) 80 mg MP L%,
e) 160 mg MP Lt e f) 320 mg MP L%,
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Figura 40 - Aparelho bucal de larvas de C. sancticaroli sob exposicdo ao microplastico em diferentes tratamentos
apos ensaios cronicos com sedimento (240 h). a) controle; b) 20 mg MP L; ¢) 40 mg MP L*; d) 80 mg MP L%,
e) 160 mg MP Lt e f) 320 mg MP L1,
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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5.3.2.3 Ensaios cronicos prolongados

De acordo com a Figura 41, a taxa de emergéncia variou conforme a disponibilidade de
sedimento nos ensaios. Logo, nos ensaios sem sedimento foram registradas as menores taxas
médias de emergéncia: 15 % e 20 % para os tratamentos com 160 e 20 mg MP L%,
respectivamente. Para o controle foi observada a taxa de 15 %. O tratamento no qual obteve-se
amaior taxa média de emergéncia (sem sedimento) foi o de 40 mg MP L1, No foram apontadas
diferencas significativas na taxa media de emergéncia entre concentracdes e controle para 0s
ensaios sem sedimento (p = 0,74) no teste de Kruskal Wallis.

Nos ensaios com sedimento, o controle apresentou taxa média de emergéncia de 41,6 %.
Entre concentracBes, observou-se que o tratamento 320 mg MP L™ registrou a menor taxa
média de emergéncia (31,6 %), e o tratamento 160 mg MP L™ apresentou a maior taxa média
de emergéncia (56,6 %). Com base no teste de Kruskal Wallis, ndo existem evidéncias de
diferencas estatisticamente significativas nas taxas médias de emergéncia entre concentraces
e controle nos ensaios com sedimento (p = 0,20). Observou-se, além disso, que existem
diferencas significativas nas taxas de emergéncia entre os ensaios sem sedimento e com
sedimento (p = 0,00000012), segundo o teste de Mann-Whitney.

Figura 41 - Taxas médias de emergéncia de C. sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico com e sem sedimento

em ensaios crénicos prolongados.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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O tempo de emergéncia de C. sancticaroli independente do sexo apresentou-se
conforme a Figura 42. Nos ensaios sem sedimento, o tempo médio de emergéncia dos
organismos no controle foi de 29,1 £ 3,8 dias. Entre concentracGes de microplasticos, 0 maior
tempo médio foi observado no tratamento de 80 mg MP L™ (27,6 + 5,1 dias). Em contrapartida,
0 menor tempo médio de emergéncia foi registrado no tratamento de 320 mg MP L (23,3 +
4,3 dias). Diferencas estatisticas no tempo de emergéncia entre concentracées e controle foram
apontadas para os ensaios sem sedimento (p = 0,012) segundo o teste de Kruskal-Wallis. A
partir do teste post-hoc de Dunn observou-se que os tratamentos 40; 160 e 320 mg MP L™
possuem diferencas significativas no tempo de emergéncia comparados com o controle (p =
0,0085; p =0,0073 e p = 0,0019, respectivamente), demonstrando uma reducdo de 5 a 6 dias no
tempo de emergéncia em relacdo aos organismos do tratamento controle.

Nos ensaios com sedimento, o tempo de emergéncia foi superior ao dos ensaios sem
sedimento. O tempo médio de emergéncia no controle foi de 31,3 + 3,1 dias. Entre
concentragdes, 0 maior tempo médio de emergéncia foi registrado para o tratamento de 20 mg
MP L (32,9 + 5 dias) e 0 menor tempo médio em 80 mg MP L (27,8 + 2,5 dias). Ndo foram
apontadas diferencas significativas entre o tempo de emergéncia do controle e 0os demais
tratamentos com microplasticos (p = 0,50), segundo o teste de Kruskal-Wallis. Além disso,
segundo o teste de Mann-Whitney, o tempo de emergéncia nos ensaios sem sedimento é
estatisticamente diferente dos ensaios com sedimento (p = 1,6 x 10°23).

Figura 42 - Tempos médios de emergéncia e desvios-padrdo de C. sancticaroli (independente do sexo) sob

exposi¢do ao microplastico com e sem sedimento em ensaios cronicos prolongados.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Para uma analise detalhada do tempo de emergéncia do organismo de acordo com o
sexo do mesmo, foram gerados graficos para os ensaios sem sedimento (Figura 43) e com
sedimento (Figura 44).

Nos ensaios sem sedimento, ndo foram apontadas diferencas estatisticas no tempo de
emergéncia de machos entre o controle e tratamentos (p = 0,18) e de fémeas entre o controle e
tratamentos (p = 0,07) segundo o teste de Kruskal-Wallis. Ademais, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre o tempo de emergéncia de machos e fémeas para ensaios sem

sedimento (p = 0,24), de acordo com o teste de Mann-Whitney.

Figura 43 - Tempos médios de emergéncia e desvios-padrdo de C. sancticaroli de acordo com o sexo, sob

exposi¢do ao microplastico em ensaios cronicos prolongados sem sedimento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Para os ensaios com sedimento, ndo foram apontadas diferencas estatisticas no tempo
de emergéncia de machos entre o controle e tratamentos (p = 0,18) e de fémeas entre o controle
e tratamentos (p = 0,44) segundo Kruskal-Wallis. Contudo, foram observadas diferencas
estatisticas entre o tempo de emergéncia de machos e fémeas para ensaios com sedimento (p =
0,00001), de acordo com o teste de Mann-Whitney.
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Figura 44 - Tempos médios de emergéncia e desvios-padrdo de C. sancticaroli de acordo com o sexo, sob

exposi¢do ao microplastico em ensaios cronicos prolongados com sedimento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

A razdo sexual de emergéncia de C. sancticaroli (machos/fémeas) obtida nos ensaios
sem sedimento (Figura 45) foi de 0,50 no controle; 2 para 20 mg MP L; 1,8 para 40 MP L,
1 para 80 mg MP L; 0,3 para 160 mg MP L e 0,9 para 320 mg MP L.

Figura 45 - Razdo sexual de emergéncia de C. sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico em ensaios cronicos

prolongados sem sedimento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Para os ensaios com sedimento (Figura 46), a razdo sexual obtida no controle foi de 1,5;
1,2em20mg MP L*Y; 1,4em 40 mg MP LY; 2,6 em 80 mg MP L%; 1,0em 160 mg MP L e
1,1 em 320 mg MP L.

Figura 46 - Razdo sexual de emergéncia de C. sancticaroli sob exposicdo ao micropléastico em ensaios cronicos
prolongados com sedimento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

O comprimento das asas de fémeas dos ensaios sem sedimento (Figura 47) variou entre
2,3+0,03mm (20 mg MP L) e 2,5+ 0,2 mm (40 mg MP L™1). N&o foram apontadas diferencas
significativas no comprimento das asas direitas (p = 0,52) e esquerdas (p = 0,72) entre
concentragdes e controle, segundo o teste one-way ANOVA. Para 0s ensaios com sedimento
(Figura 48), o comprimento das asas variou entre 2,3 + 0,1 mm (controle) e 2,4 + 0,2 mm (em
80 mg MP LY). Igualmente, ndo foram observadas diferencas significativas no comprimento
das asas direitas (p = 0,18) e esquerdas (p =0,44) entre concentragdes e controle.

Além disso, segundo o teste fatorial ANOVA, ndo foram observadas diferengas no
comprimento de asas direitas entre concentracdes e controle de acordo com a disponibilidade
de sedimento (p = 0,11) ou da interacdo concentracao e disponibilidade de sedimento (p =0,61).
Para asas esquerdas, a interacdo dos dados considerando-se as concentragdes e disponibilidade
de sedimento revelou ndo haver diferencas significativas entre concentra¢@es e controle (p =
0,87). Todavia, considerando-se apenas a disponibilidade de sedimento, os comprimentos de
asas esquerdas de ensaios sem sedimento séo estatisticamente diferentes dos comprimentos de

asas esquerdas dos ensaios com sedimento (p = 0,0016) de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 47 - Comprimento médio e desvios-padrdo das asas (esquerda e direita) de fémeas emergidas de C.

sancticaroli sob exposicdo ao microplastico em ensaios crénicos prolongados sem sedimento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Figura 48 - Comprimento médio e desvios-padrdo das asas (esquerda e direita) de fémeas emergidas de C.

sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico em ensaios cronicos prolongados com sedimento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Com base na medigdo do comprimento de asas das fémeas, a estimativa da fecundidade
potencial (nimero de ovos) nos ensaios sem sedimento seguiu conforme a Figura 49, e para 0s

ensaios com sedimento conforme a Figura 50.
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Figura 49 - Fecundidade potencial de fémeas emergidas de C. sancticaroli sob exposi¢cdo ao microplastico em

ensaios crénicos prolongados sem sedimento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Figura 50 - Fecundidade potencial de fémeas emergidas de C. sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico em

ensaios crénicos prolongados com sedimento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

N&o foram notadas diferencas no nimero potencial de ovos entre concentracdes e
controle para os ensaios realizados sem sedimento (p = 0,60) e com sedimento (p = 0,27). Por
outro lado, segundo o teste fatorial ANOVA, existem diferencas significativas entre o nimero

de ovos de fémeas dos ensaios sem e com sedimento (p = 0,047).
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5.3.3 Daphnia magna
5.3.3.1 Ensaios de toxicidade de curta duragédo 1 (48 h)

Na Figura 51 é apresentada a taxa de mobilidade média do organismo nas concentracdes
testadas. Exceto para a concentragdo de 160 mg MP L™, que apresentou taxa de mobilidade
média de 98 %, observou-se a taxa maxima de sobrevivéncia nas concentracdes de 20, 40, 80,
320 mg MP L e controle (100 %). N&o foram apontadas diferencas significativas na taxa de

mobilidade entre concentragdes e controle (p = 0,41) segundo o teste de Kruskal-Wallis.

Figura 51 - Taxas de mobilidade média e desvios-padrdo para D. magna em ensaios de curta dura¢do 1 (48 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

5.3.3.2 Ensaios de toxicidade de curta duracgdo 2 (96 h)

Com relacdo aos ensaios conduzidos sem alimento (Figura 52), no controle e nas
concentragdes de 20, 80 e 320 mg MP L os organismos apresentaram taxa de mobilidade
média de 100 % em todo o periodo de exposigdo. Para a concentragio de 40 mg MP L%,
observou-se que a taxa de mobilidade média alcancou 98,3 % nas primeiras 24 h de exposicao,
que perdurou até a conclusio dos ensaios. Na concentracdo de 160 mg MP L™, a taxa de
mobilidade média nas primeiras 24 h de exposicdo alcancou 98,3 %, e em 48 h de exposicao

foi registrada a taxa de mobilidade de 93,3 %, que se manteve até o final dos ensaios. Ndo foram
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observadas diferencas estatisticas na taxa de mobilidade entre os periodos de exposicao (p =
0,80) segundo o teste de Kruskal-Wallis.

Figura 52 - Taxas de mobilidade média e desvios-padrdo para D. magna em ensaios de curta duracdo 2 sem
alimentacéo (96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Nos resultados obtidos nos ensaios com alimento (Figura 53), notou-se que no controle
e nas concentrag@es de 20, 80 e 160 mg MP L™* os organismos apresentaram taxa de mobilidade
média de 100 %. Para a concentracéo de 40 mg MP L, a taxa média de mobilidade alcancou
98,3 % em 48 h de exposicdo, que se manteve até a conclusdo dos ensaios. Para a concentracdo
de 320 mg MP L%, a taxa de mobilidade média alcancou 98,3 % nas primeiras 24 h de
exposicdo, e se manteve até as 96 h finais. Ndo foram observadas diferencas estatisticas na taxa
de mobilidade entre os periodos de exposic¢do (p = 0,93) segundo o teste de Kruskal-Wallis.
Além disso, as taxas de mobilidade entre os ensaios com alimentacdo e sem alimentacdo sao

estatisticamente iguais (p = 0,46) segundo o teste de Mann-Whitney.
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Figura 53 - Taxas de mobilidade média e desvios-padrdo para D. magna em ensaios de curta duragdo 2 com
alimentacéo (96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

A ingestdo de microplasticos foi observada apds as primeiras 24 h de exposicdo em
todas as concentracGes testadas, embora o exame microscopico ndo permitisse a quantificacdo
da massa ou nimero de microparticulas ingeridas. Os microplasticos ingeridos foram
identificados pela aparéncia escura e irregular quando comparados ao tratamento controle
(Figura 54).

Né&o foram observadas diferencas no preenchimento de microplasticos no tubo intestinal
entre as horas de exposi¢cdo. Além disso, observou-se que aglomerados microplasticos as vezes
se ligavam na carapaca durante a natacdo de dafnias, especialmente em solucGes de teste com
concentragdes mais altas (160 e 320 mg MP L™). Apos 96 h de exposicdo, a analise
microscopica confirmou que as microparticulas poderiam interagir com a superficie externa do

corpo do organismo (Figura 55).
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Figura 54 - Dafnias ap6s 96 h de exposic¢éo ao microplastico polietileno em ensaios sem alimentacdo em diferentes

tratamentos. a) controle; b) 20; c) 40; d) 80; e) 160 e f) 320 mg MP L.

* setas indicam a presenca de microplastico polietileno no intestino de D. magna.
Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Figura 55 - Microplasticos aderidos ao corpo de D. magna apés 96 h de exposicéo, no tratamento de 320 mg
MP L2,

Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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O processo de muda de D. magna mostrou que 0s experimentos realizados sem
alimentacédo levaram a uma menor producdo de ecdises, em comparagdo com 0s experimentos
em que os organismos foram alimentados. Ao final de 96 h das exposi¢des sem alimento, 0
numero médio de exoesqueletos liberados nas solucdes de teste variou entre 27,0 + 13,6
mudas/dia (40 mg MP L) e 29,0 + 11,2 mudas/dia (80 mg MP L1). No tratamento controle, a
média alcancou 27,3 + 9,1 mudas/dia. Na Figura 56 é expresso o numero médio de ecdises em
cada periodo de exposic¢do para os diferentes tratamentos sem alimentacéo.

Né&o foram observadas diferencas estatisticas no numero de ecdises entre concentracdes
e controle para o periodo de 24 h (p =0,29), 48 h (p =0,43), 72 h (p =0,07) e 96 h (p = 0,28)
segundo o teste one-way ANOVA. Considerando-se a producéo total de ecdises nos tratamentos
em cada periodo de exposicao, observou-se que o nimero de ecdises registradas nas primeiras
24 h de analise é diferente do numero registrado em 48, 72 e 96 h (p = 0,000008). Nao foram
apontadas diferencas significativas no numero de ecdises produzidas em 48 - 72 h (p = 0,14),
48-96 h (p=0,70)e 72 - 96 h (p = 0,70) segundo o teste de Tukey.

Figura 56 - Ndmero médio de ecdises e desvios-padrdo para D. magna em ensaios de curta duragdo 2 sem

alimentacéo (96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Por outro lado, apds 96 h de exposicdo, o nimero médio de ecdises produzidas por dia

nos experimentos realizados com alimento variou entre 35,5 + 14,5 mudas/dia (20 mg MP L)
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e 39,0 + 4,2 mudas/dia (160 mg MP L™1). No tratamento controle, a média registrada foi de 38,8
+ 6,7 mudas/dia. Na Figura 57 € expresso o numero médio de ecdises produzidas por dia para
cada periodo de exposi¢cdo em 0s tratamentos com alimentacéo.

Né&o foram observadas diferencas significativas no numero de mudas liberadas entre as
concentragdes e o controleem 24 h (p=0,61),48 h (p=0,19),72h (p=0,29) e 96 h (p =0,77)
segundo o teste one-way ANOVA. Entretanto, considerando-se a producéo total de ecdises em
cada periodo de exposicdo, diferencas significativas foram notadas no nimero de ecdises
produzidas em 24 — 72 h (p = 0,00075), 48 - 96 h (p = 0,049) e 72 - 96 h (p = 0,000033). Nao
foram apontadas diferengas no niumero de ecdises em 24 - 48 h (p = 0,26), 48 - 72 h (p = 0,18)
e 24 -96 h (p =0,87), segundo o teste de Tukey.

Figura 57 - Ndmero médio de ecdises e desvios-padrdo para D. magna em ensaios de curta duragdo 2 com

alimentacéo (96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Quando comparado o numero de ecdises liberadas conforme os modelos experimentais
de disponibilidade de alimento, foram observadas diferencas significativas entre o nimero de
ecdises da exposigdes com e sem alimentos em 24 h (p = 0,0007), 48 h (p = 2,4 x 1019), 72 h
(p=3,6 x101% e 96 h (p = 0,003), pelo teste de Tukey.

O comprimento medio dos dafnias variou conforme o modelo de exposicéo (Figura 58).
Défnias que ndo foram alimentadas apresentaram comprimento médio entre 1,10 + 0,08 mm

(controle) e 1,13 + 0,09 mm (20 mg MP L™). Em contraste com as experiéncias em que foram
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alimentadas, o comprimento médio variou entre 1,88 + 0,25 mm (320 mg MP L) e 1,94 + 0,23
mm (40; 160 mg MP L™Y).

N&o foram observadas diferencgas significativas no comprimento de dafnias entre
concentracdes de microplasticos e controle para os testes realizados em alimentacao (p = 0,73)
e com alimentacdo (p = 0,76). No entanto, foi observada diferenga significativa entre o
comprimento corporal médio de dafnias alimentadas e n&o alimentadas (p = 1,1 x 1028,

Figura 58 - Comprimento final médio do corpo e desvios-padrdo para D. magna em ensaios de curta duragdo 2

com e sem alimentacéo (96 h).
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

5.3.3.3 Ensaio cronico (504 h)

No ensaio cronico, o tempo de vida médio de dafnias nos tratamentos com microplastico
variou entre 18,7 dias (40 mg MP L?) e 21 dias (20 e 160 mg MP L). No controle, os
organismos também viveram durante os 21 dias de ensaio. Consequentemente, 0 nimero de
dafnias progenitoras ao final da exposi¢cdo também acompanhou esta tendéncia, conforme a
Figura 59. N&o ha diferencas significativas no tempo de vida médio entre concentracdes e

controle (p = 0,12), segundo Kruskal Wallis.
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Figura 59 - Tempo de vida médio e nimero médio de dafnias sobreviventes apds 21 dias de exposicdo em ensaio
cronico.

Tempo de vida médio (dias)
—m— Numero de sobreviventes apds 21 dias

- 12

o | Lo L

Tempo de vida médio (dias)
¥
1
Numero de sobreviventes apos 21 dias

1 M M 1 M 1
Controle 20 40 80 160 320
[ JmgMPL?

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Durante o ensaio observou-se que dafnias progenitoras produziram 4 ninhadas no
controle e nos tratamentos de 40 a 320 mg MP L. No tratamento de 20 mg MP L observou-
se a producdo de 5 ninhadas. O numero médio de dias transcorridos para cada ninhada segue
conforme a Figura 60. Diferengas significativas foram apontadas no tempo transcorrido para a
12 ninhada entre concentracdes e controle (p = 0,018) no Kruskal Wallis. O teste de Dunn
evidenciou que o tempo transcorrido nas concentragdes de 160 (p = 0,029) e 320 mg MP L (p
= 0,0037) sdo estatisticamente diferentes do controle. Para a 22 ninhada observou-se diferencas
entre os tratamentos e controle (p = 0,013), e estas diferencas foram apontadas nos tratamentos
de 20 (p = 0,0012), 160 (p = 0,036) e 320 mg MP L* (p = 0,012).

Para a 32 ninhada, também foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos
e controle (p = 0,031) evidenciado pela diferenca estatistica no tempo de terceira ninhada entre
o tratamento de 20 mg MP L™ e controle (p = 0,0072). Na 42 ninhada ndo foram apontadas

diferencas entre concentragdes e controle.
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Figura 60 - Tempo transcorrido para ninhadas de D. magna durante exposicdo de 21 dias ao MP.

I - ninhada
|22 ninhada

] 32 ninhada
21 4 — } — _ 42 ninhada

5% ninhada

Tempo de ninhada (dias)

Controle 20 40 80 160 320
[ JmgMPL™!

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

O tempo entre as ninhadas nos tratamentos com microplastico e controle variaram
conforme apresentado na Figura 61. Diferencas estatisticas no tempo entre a 12 e 22 ninhada
foram observadas entre concentracdes e controle (p = 0,0071) no Kruskal Wallis. Estas
diferencas foram evidenciadas na andlise do controle com os tratamentos de 20 (p = 0,00019)
e 40 mg MP L (p = 0,041) segundo o teste de Dunn. Quanto ao tempo entre 22 e 32 ninhada e
entre 3 e 42 ninhada, ndo foram observadas diferengas entre tratamentos e controle no Kruskal
Wallis (p = 0,10 e p = 0,40; respectivamente).

Considerando-se 0 tempo entre ninhadas para cada tratamento com microplastico e
controle, observou-se os seguintes resultados a) controle: diferengas significativas entre o
tempo de 12 e 22 ninhada e 22 e 32 ninhada (p = 0,00025); b) 20 mg MP L% ndo ha diferencas
significativas (p = 0,86); ¢) 40 mg MP L: ndo ha diferencas significativas (p = 0,77); d) 80 mg
MP L ndo ha diferencas significativas (p = 0,061); €) 160 mg MP L™: ndo ha diferencas
significativas (p = 0,25) e f) 320 mg MP L™: ndo ha diferengas significativas (p = 0,072).
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Figura 61 - Tempo transcorrido entre ninhadas de D. magna durante exposic¢do de 21 dias ao MP.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Na Figura 62 segue o numero acumulado de neonatos produzidos nos 21 dias para cada

tratamento e situacdo controle.

Figura 62 - Numero acumulado de neonatos produzidos por D. magna durante exposi¢do de 21 dias ao MP.

& 500
8 i
N
=
2
5, 400 -
wn
&
=
g
S 300 4
= —m— Controle
3 ——20
2 200+ A—40
= —w— 80
g 160
= _ 320
2 100- ik
o /
"2‘ 05 S IR I R
1 1 1 1 1 1 1 [ 1 1 1 1 1 ]
1 1 1 1 1 1 1 T 1 1 1 1

T TR N N N
T T T T
3456 78 9101112131415161718 192021

—
[ o

Postura de neonatos (dias)

Fonte: elaborado pelo autor (2019).



101

O ndmero final de organismos produzidos nas exposi¢Ges alcangou 404 neonatos no
controle (40 * 13 neonatos por réplica), 488 em 20 mg MP L™ (49 + 14 neonatos por réplica),
363 em 40 mg MP L (36 + 17 neonatos por réplica), 428 em 80 mg MP L* (43 + 14 neonatos
por réplica), 452 em 160 mg MP L™ (45 + 11 neonatos por réplica) e 460 em 320 mg MP L™
(46 £ 18 neonatos por réplica) (Figura 63). Na Figura 64 segue o numero médio de neonatos

produzidos por fémea por dia.

Figura 63 - Médias e desvios-padrdo de neonatos produzidos por dafnia progenitora durante exposicao de 21 dias
ao MP.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Figura 64 - Nimero médio de neonatos produzidos por déafnia progenitora por dia.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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N&o foram observadas diferengas significativas no nimero de neonatos produzidos em
21 dias (p = 0,52) e no numero médio de neonatos produzidos/fémea/dia (p = 0,92) entre
concentracgdes e controle segundo o teste de Kruskal Wallis.

Quanto ao numero de ecdises, no controle foram produzidas 79 ecdises (7,9 + 0,7
ecdises por dafnia progenitora), 82 em 20 mg MP L (8,2 + 0,9), 77 em 40 mg MP L (8,1 +
0,4), 78em80mg MP Lt (8+1),74em 160 mg MP L (7,4 + 1) e 74 em 320 mg MP L (7,7
+ 0,5). O nimero acumulado de ecdises e 0 numero médio de ecdises produzidas por dafnia

progenitora segue conforme a Figura 65 e Figura 66, respectivamente.

Figura 65 - Numero acumulado de acdises produzidas por D. magna durante exposicéo de 21 dias ao MP.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Figura 66 - Médias e desvios-padrdo de ecdises produzidas por dafnia progenitora durante exposicdo de 21 dias

ao MP.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Os valores médios de ecdises produzidas por dafnias progenitora por dia seguem
conforme a Figura 67.

Figura 67 - NUmero médio ecdises produzidas por dafnia progenitora por dia durante exposigéo cronica ac MP.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

N&o foram observadas diferencas significativas no nimero de ecdises produzidas entre
concentracfes e controle em 21 dias (p = 0,47) e no nimero médio de ecdises
produzidas/fémea/dia (p = 0,92) segundo o teste de Kruskal Wallis.

O comprimento de dafnias ao final do ensaio crénico registrado no controle foi de 4,04
+ 0,10 mm, e nos tratamentos com microplasticos os seguintes: 4,01 £ 0,08 mm em 20 mg MP
L?; 3,98 + 0,13 mm em 40 mg MP L*; 3,91 + 0,10 mm em 80 mg MP L*; 3,86 + 0,11 mm em
160 mg MP L™ e 3,79 + 0,19 mm em 360 mg MP L™, conforme a figura 68.

Diferencas significativas no comprimento final do corpo de dafnias foram apontadas
pelo teste one-way ANOVA (p = 0,00027). Estas diferencas foram evidenciadas entre o
tratamento de 160 mg MP Lt e controle (p = 0,018) e entre o tratamento de 360 mg MP L1e
controle (p = 0,00073).
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Figura 68 - Comprimento final do corpo de dafnias ap6s 21 dias de exposi¢édo ao MP.
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6. DISCUSSAO

6.1 Allonais inaequalis

Os resultados obtidos nos ensaios de sensibilidade estdo dentro da faixa de sensibilidade
de A. inaequalis obtida por Corbi, Gorni e Correa (2015), cujos valores de CLsg estdo
compreendidos entre 3,55 a 5,36 g KCI L.

Dentro da lacuna existente sobre estudos com microplasticos e organismos de ambientes
continentais, existe uma caréncia maior de pesquisas direcionadas ao efeito destas
microparticulas para oligoquetos de agua doce. Para as condi¢des testadas nessa pesquisa,
Allonais inaequalis ndo demonstrou ter sua sobrevivéncia impactada pelo microplastico
polietileno em exposicOes a curto prazo (96 h). Esta resposta pode estar relacionada ao tipo de
contaminante que o0 organismo esteve em contato como também ao tamanho das
microparticulas.

O plastico é geralmente resistente a degradacdo das estruturas quimicas que o compdem,
e depende fortemente de condicGes bidticas e abidticas (WEINSTEIN; CROCKER; GRAY,
2016). Além disso, a taxa de liberacao de aditivos plastificantes ou produtos quimicos residuais
utilizados na fabricacdo de polimeros € maior para plasticos envelhecidos (KOELMANS et al.,
2013). A lixiviacdo destes pode ser mais relevante para espécies com tempo de retencdo
intestinal mais longos, a exemplo de peixes (KOELMANS; BESSELING; FOEKEMA, 2014).
Deste modo, como o polietileno utilizado foi obtido de origem direta da fabricacdo, e
considerado “virgem” comparado com as microparticulas plasticas presentes na natureza e
somado ao tempo de exposi¢do em &gua, 0 impacto a sobrevivéncia de A. inaequalis ndo foi
observado.

Microplasticos menores que 10 um sdo mais passiveis de se translocar e acumular em
tecidos de organismos (BROWNE, 2008). Apesar de A. inaequalis ter ingerido o microplastico
polietileno neste estudo, a captacdo e ingestdo ndo provocou efeito suficientemente de
mortalidade da espécie, quando se comparou as taxas de sobrevivéncia do organismo no
tratamento controle. De maneira similar este resultado foi encontrado para o oligogueta
Enchytraeus cryptcus, onde observou-se que o microplastico polietileno de alta densidade (4
mm) enriquecido em solo na propor¢édo de 0 a 8 % causou baixa mortalidade do organismo
entre 2 e 14 %); este fato ndo estava relacionado ao consumo das microparticulas, tendo em

vista que eram improvaveis de serem ingeridas pela espécie devido ao tamanho, mas que
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provavelmente estavam relacionadas a lixiviados oriundos do material (PFLUGMACHER et
al., 2020).

Cauwenberghe et al., (2015) também observaram que, apesar do anelideo marinho
Arenicola marina ingerir particulas de poliestireno (10, 30 e 90 um) em altas concentracdes no
meio de exposicdo (110 particulas mL™), efeitos significativos adversos ao metabolismo
energético nao foram encontrados. A mesma espécie foi estudada por Besseling et al., (2012),
que observaram que, mesmo com a ingestdo de microplasticos do tipo poliestireno > 400 pm,
a sobrevivéncia nos ensaios alcangou 94 %.

Apesar de ndo ter sido possivel quantificar taxas ou cargas de ingestdo de microplasticos
por A. inaequalis, este achado corrobora com o potencial que anelideos de 4gua doce possuem
de ingerir microparticulas poliméricas, tendo em vista os resultados obtidos em estudos com
espécies de agua doce da familia Lumbriculidae e Tubificidae, que mostraram a ingestdo de
microplastico poliestireno (1, 10 e 90 um) por Lumbriculus variegatus na taxa de 8 particulas
h"t (SCHERER et al., 2017) e a ingestdo de variados tipos de microplasticos incluindo de fibras
de poliéster (50 - 4500 um) por Tubifex tubifex na concentragdo média de 129 + 65,4 particulas
g ! de tecido (HURLEY; WOODWARD; ROTHWELL, 2017).

Vale ressaltar que espécies da familia Naididae, podem experimentar maior exposicao
a micropléasticos, em especial as do género Allonais, que possuem natacdo livre e estdo
adaptados & vida fora do sedimento (ERSEUS et al., 2017). Esse desempenho pode ocorrer
devido ao comportamento heterogéneo das microparticulas no compartimento sedimento-agua
de rios e riachos devido a diferentes densidades dos plasticos, a exemplo do estudo de Lenaker
et al. (2019), onde percebeu-se que, em um gradiente, a presenca de particulas de menor
densidade diminuia da superficie até os sedimentos, e as de maior densidade apresentava
comportamento contrario.

As temperaturas padrao de cultivo (24 °C) e de estresse (19 °C e 29 °C) ndo exerceram
influéncia sob a sobrevivéncia do organismo quando estava exposto ao contaminante, em
ensaios de curta duragdo com ou sem sedimento. Apesar do entendimento que oligoquetos séo
animais poiquilotérmicos, ou seja, seu crescimento, comportamento, metabolismo e
desenvolvimento sdo controlados pela temperatura diaria e sazonal (VERDONSCHOT, 2007),
temperaturas fora do padrdo de cultivo e crescimento 6timo, e amplitude térmica de 10 °C (19
°C a 29 °C) nao demonstraram ser um fator de estresse para a espécie em ensaios de toxicidade
com duracgdo de 96 horas, considerando-se a variavel sobrevivéncia, mesmo sabendo-se que 0
incremento da temperatura € um fator limitante no crescimento de organismos da familia
Naididae (GELDER et al., 1997).
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Quando avaliado se a disponibilidade de sedimento causaria alguma diferenca na
sobrevivéncia dos organismos independentemente dos tratamentos com microplastico, tendo
em vista que este ndo implicou em uma mortalidade significativa, observou-se que 0s
organismos sobrevivem de forma distinta entre ensaios com e sem sedimento na condic¢éo ideal
de temperatura (24 °C). Mesmo ndo sendo observadas diferencas estatisticas na taxa de
sobrevivéncia para as temperaturas de estresse, ensaios com sedimento alcangaram taxas 2%
superior aos de ensaios sem sedimento. Somado a isso, um leve incremento na taxa de
sobrevivéncia entre os dois cenarios a 24 °C (taxas de sobrevivéncia na presenca de sedimento
9 % superior a de taxas sem sedimento) indicam que a sobrevivéncia da espécie pode ser mais
sensivel a perturbacdo no substrato do que as mudancas de temperaturas. Apesar de alguns
oligoquetas apresentem vida fora do sedimento, na maior parte do tempo se alocam em camadas
superiores do substrato e plantas, onde constroem tubos viscosos revestidos de lodo ou
sedimentos macios, que formam uma protecdo fisica aos organismos e permitem a projecdo da
cabeca e cauda acima da superficie do sedimento ou de plantas aquéticas, seu principais
habitats, onde também se alimentam (TIMM; MARTIN, 2015).

Dependendo das caracteristicas fisicas e quimicas das substancias no ambiente, a
presenca de sedimento pode aumentar a toxicidade de contaminantes, podendo funcionar como
um reservatorio de substancias alocadas ou adsorvidas na matriz do substrato. Por exemplo,
Casellato e Negrisolo (1989) observaram que o alquilbenzeno sulfonato linear (LAS) foi mais
toxico para os oligoquetas Limnodrilus hoffmeisteri e Branchiura sowerbyi quando o sedimento
estava presente. Mas, como o microplastico utilizado neste estudo possuia tendéncia a
flutuabilidade devido a sua densidade em contato com a 4gua, provavelmente nos ensaios com
sedimento, os individuos de A. inaequalis experimentaram uma menor exposi¢do ao polimero,
mesmo com a incorporacdo das massas de microplastico no sedimento durante o tratamento
ultrassénico.

Além disso, observou-se que o microplastico polietileno ndo causou efeito sobre a
reproducdo de A. inaequalis. Mudangas na dindmica populacional de oligoquetas aquaticos,
causadas por microplasticos, é pouco documentado na literatura. Dos estudos relacionados a
esta classe, destacam-se 0 de Lahive et al., (2019), os quais observaram que o0 oligoqueta
terrestre Enchytraeus cryptcus teve a sua reproducdo significativamente reduzida por particulas
de nylon, de 13-18 um, em concentracdes > 90 g kg™; por outro lado, Lwanga et al., (2016)
notaram que a producdo de casulos e biomassa, que caracterizam a reproducdo do oligoqueta

terrestre Lumbricus terrestris, ndo foram significativamente afetados pelo microplastico
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polietileno de baixa densidade, de tamanho entre 50 ~ 100 pum, em concentracgdes de 0,2, a 1,2%
de MP em solo.

Considerando-se a disponibilidade de sedimento nos ensaios crénicos, foi evidente que
a falta de substrato levou a uma menor producdo de organismos pela espécie, ressaltando-se a
maior diferenca entre os ensaios com e sem sedimento a 19 °C. Isso revela que, em exposi¢oes
a médio-longo prazo (> 10 dias) na presenca de sedimento, a taxa de fissdo de A. inaequalis é
favorecida. Considerando-se um ambiente natural, além da diminuicdo da distribuicdo da
espécie, a perturbacdo no sedimento em aguas doces pode causar um declinio na biodiversidade
ou riqueza de oligoquetos, que € o grupo mais afetado por alteracfes na disponibilidade e tipo
de substrato de barragens, por exemplo (SURIANI et al., 2007; BEHREND et al., 2012). A
reproducdo de naidideos sendo dependente da disponibilidade de sedimento também foi
observada em outros estudos com A. inaequalis (Felipe et al. 2020) e P. longiseta (CASTRO et
al. 2020a).

A reproducdo de A. inaequalis mostrou-se superior com 0 aumento da temperatura, onde
foram observadas diferencas estatisticas relevantes na reproducdo da espécie considerando-se
as temperaturas de 19 e 24 °C em relacdo a 29 °C para ensaios sem sedimento. Os resultados
mostraram também que, condi¢des de temperaturas baixas (19 °C) e a perturbacéo no sedimento
(a auséncia dele), desfavorecem a reproducdo da espécie. Em geral, a taxa de fissdo aumenta
com a temperatura, até atingir uma temperatura ideal, acima da qual, a taxa diminui (VAN
CLEAVE, 1937; HYMAN, 1938). Isso pode significar que, no presente estudo, a temperatura
de 29 °C nao foi suficiente para limitar a taxa de reproducdo de A. inaequalis, tendo em vista
que, entre as temperaturas testadas, foi a que causou a maior taxa reprodutiva. A temperatura e
o0 suprimento de alimentos provavelmente sdo os principais fatores controladores na densidade
de espécies da familia Naididae, influenciando diretamente a taxa de reproducao assexuada dos
organismos (LOCHHEAD; LEARNER, 1983).

Entretanto, ha de se considerar que, os sistemas fluviais de ambientes tropicais nos quais
Allonais ocorrem naturalmente, sdo passiveis de sofrer um aumento da temperatura, decorrido
de mudancas globais que vem ocorrendo e resultando em altera¢fes na abundéncia de espécies
e dindmica de comunidades (IPCC, 2007; ARMENDARIZ; OCON; CAPITULO, 2012).
Verdonschot (2007), a partir dos seus estudos sobre a redistribuicdo espacial e temporal de
Naididae devido as mudancas climaticas, sugere que, alteracfes no clima sdo rapidas e

provavelmente oligoquetas terdo dificuldades para se adaptar naturalmente a estas mudancas.
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6.2 Chironomus sancticaroli

A sensibilidade da espécie seguiu uma faixa aceitavel para realiza¢do dos ensaios, como
observado por Morais et al., (2014), cujas CLso variaram entre 3,2 a 5,2 g KCI L™,

O microplastico polietileno ndo afetou a sobrevivéncia de C. sancticaroli em exposi¢des
de curta duracdo (96 h) e cronicas (240 h). O tamanho das particulas pode ter sido crucial para
que o inseto ndo fosse induzido a mortalidade, tendo em vista que Ziajahromi et al., 2018
observaram que Chironomus tepperi apresentou uma taxa de sobrevivéncia de 57 % (controle
92 %) quando exposto ao microplastico polietileno de tamanho entre 10 a 27 um.

Além disso, o microplastico em si, dependendo da classe de tamanho, além da
possibilidade de ndo provocar efeito de toxicidade aguda, pode reduzir a toxicidade de outras
substancias para espécies da familia Chironomidae. Ziajahromi et al., (2019) observaram que,
quando o micropléstico polietileno de 10 a 27 um foi coexposto a bifentrina piretrdide em agua
sintética, a toxicidade aguda para Chironomus tepperi em exposicdo de 48 h foi
significativamente reduzida. Isso pode estar relacionado a capacidade de sorcdo de
microplasticos, fazendo com que a biodisponibilidade de outras substancias organicas seja
reduzida, e deste modo, causarem baixo efeito a curto prazo para o organismo.

Apesar de, com as ferramentas disponiveis durante a realizacdo dessa pesquisa, nao ter
sido possivel analisar se Chironomus sancticaroli ingeriu ou ndo as particulas, Silva et al.,
(2019) observaram que Chironomus riparius ingeriu particulas de microplastico polietileno alto
peso molecular de 40-48 um ap6s 10 dias de exposicao (mesmas caracteristicas das utilizadas
na presente pesquisa) e que a ingestao foi significativamente relacionada ao aumento da dose.
Isso esté relacionado a capacidade que larvas de Il e IV instar poderem ingerir particulas até
200 um como parte do seu habito alimentar (Henriques-Oliveira et al., 2003). A capacidade que
Chironomidae tem de ingerir rapidamente microplasticos também foi relatada na literatura a
partir do estudo de Scherer et al., (2017) no qual o microplastico poliestireno de 10 a 90 um foi
ingerido por C. riparius na frequéncia de 226 particulas h™.

Embora o microplastico ndo ter ocasionado mortalidade significativa sob C.
sancticaroli, ele afetou significativamente o comprimento das larvas, seja em ensaios com
sedimento (onde 320 mg MP L™ provocou uma reducdo de 13 % no comprimento do corpo em
relagdo ao controle) ou sem sedimento (onde 80 mg MP L ! provocou uma reducdo de 18 %
no comprimento do corpo em relagdo ao controle). Uma provavel causa para a diminuicéo do
comprimento larval € a continua ingestdo do microplastico pois, Silva et al., (2019), notaram

40 % de reducdo do crescimento larval de Chironomus riparius em relacdo ao controle ap6s 10
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dias, ao passo que ingeriam microplastico polietileno na faixa de 32 a 63 pm, na concentragdo
de 2,5 g kg * de sedimento. Ziajahromi et al., 2018 também observaram significativa redugéo
do comprimento de larvas de Chironomus tepperi apos 5 dias de exposi¢do ao microplastico
polietileno (7,6 £ 2,4 mm no tratamento com particulas de 10 a 27 um na concentracdo de 500
particulas microplasticas kg de sedimento e 12,9 + 3,1 mm no controle).

Isso revela que a persisténcia devido a ingestéo do microplastico polietileno no intestino
larval pode ocasionar um atraso no desenvolvimento da espécie, tendo em vista que o polimero
pode reduzir a ingestdo de material organico e afetar o processamento de alimentos (AU et al.,
2015), pois predominantemente, quironomideos apresentam comportamento alimentar néo
seletivo (SCHERER et al., 2017; ZIAJAHROM I et al., 2018).

Com exame do aparelho bucal das larvas, ndo foram notadas deformidades (dentes
quebrados ou alteracGes no numero de dentes) apos 10 dias de exposicdo ao MP. Uma anélise
mais detalhada no tamanho das mandibulas e mento foi realizada por Stankovic¢ et al., (2020).
Estes pesquisadores expuseram C. riparius & uma mistura de microplasticos (polietileno-
tereftalato, poliestireno, cloreto de polivinila e poliamida de comprimento entre 10 a 400 pum)
e observaram que em larvas de 1V instar, apds 12 dias de exposi¢do a concentracio de 8 g m™
em sedimento, o dente médio e os laterais internos tendiam a encurtar. H& de se considerar que
esta alteracdo foi percebida quando a espécie foi exposta a mais de um polimero e ndo foi
relatado no estudo a quebra de dentes que poderia ser causada pelos polimeros utilizados.

Geralmente, a maioria das analises de deformidades no género Chironomus ocorre pela
avaliacdo de mudancas que incluem auséncia, adicdo, divisdo e assimetria em dentes durante a
ontogenia larval, que j& foram relacionadas a contaminantes como metais e desreguladores
endocrinos (MEREGALLI; PLUYMERS; OLLEVIER, 2001; DI VEROLI et al., 2012;
SALMELIN et al., 2015).

Além disso, deformidades no mento de espécies da familia Chironomidae coletados em
campo foram observadas, como organismos de lago contaminado por zinco e cobre
(OCHIENG; VAN STEVENINCK; WANDA, 2008), rios contaminados por alcatréo e carvao
(DICKMAN; BRINDLE; BENSON, 1992) e cadmio e chumbo (MARTINEZ et al., 2002).
Estes estudos podem sugerir que sejam necessarias exposi¢des de longa duragéo (geracgdes) para
investigar se microplasticos “virgens” possuem a capacidade de provocar lesfes mais aparentes
no mento de Chironomus e que estas lesdes poderdo ser potencialmente agravadas
considerando-se a sor¢do de substancias orgdnicas como resinas de Bisfenol A, metais,

pesticidas, farmacos e desreguladores enddcrinos na estrutura dos plasticos.
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No presente estudo, a taxa de emergéncia de C. sancticaroli ndo foi significativamente
afetada pelo microplastico polietileno. A auséncia de influéncia pode ser explicada pelo
tamanho das particulas usadas, tendo em vista que, em C. tapperi, observou-se uma taxa de
emergéncia de 17,5 % quando exposto ao microplastico polietileno de 10 a 27 um na
concentragdo de 500 particulas kg de sedimento, a qual foi relacionada & diminuicdo da
captacdo de alimentos, potencialmente provocada pela ingestdo do polimero (TOWNSEND;
PETTIGROVE; HOFFMANN, 2012; ZIAJAHROMI et al., 2018). A constituicdo do polimero,
por outro lado, parece ser um fator importante na avaliacdo dos efeitos que microplasticos
podem provocar sobre a emergéncia de Chironomus. Khosrovyan e Kahru (2020) observaram
que, mesmo quando C. riparius foi exposto ao micropléstico poliamida de tamanho entre 10 a
180 um, efeitos adversos a emergéncia do organismo ndo foram encontrados até na maior
concentragio testada, de 10.100 particulas kg™ de sedimento.

Nesse mesmo sentido, uma maior toxicidade do cloreto de polivinila (PVC) para a
emergéncia C. riparius foi relacionada a composi¢do quimica do polimero e ao tamanho das
particulas (2 ~ 4 um), comparado com as respostas de emergéncia do organismo a
microparticulas naturais de caulim e diatomita (SCHERER et al., 2020). Embora as
concentragfes de microplastico testadas ndo terem afetado a emergéncia de mosquitos em
alguns casos, na literatura ha o relato da transferéncia ontogénica de micropléstico poliestireno
de 2 - 15 um de tamanho em Culex pipiens (Diptera: Culicidae) (AL-JAIBACHI; CUTHBERT;
CALLAGHAN, 2019).

O tempo de emergéncia de C. sancticaroli, sem a distincdo do sexo, mostrou-se ser
impactado pelo microplastico com o aumento relativo da dose, quando o organismo estava sob
estresse pela auséncia de sedimento. H& de se considerar que nestes ensaios, 0 tempo de
emergéncia (ou numero de dias até a emergéncia) de C. sancticaroli quando exposto apenas ao
polietileno foi superior ao tempo de emergéncia observado por Stankovi¢ et al., (2020) para
ensaios com C. riparius, exposto a microparticulas de PET, PVC, poliestireno e poliamida em
sedimento. Estes autores observaram que o tempo até a emergéncia variou entre 14,3 + 0,6 dias
e 15,2 £ 0,5 dias, e foi estatisticamente diferente do grupo controle, seja em concentragoes
baixas ou altas de microplasticos. Isso reitera que o efeito de microplasticos para Chironomidae
pode ser complexo, considerando-se que sdo dependentes do tipo, quantidade e tamanho de
polimeros, além da biodisponibilidade desse contaminante para as espécies e da disponibilidade
de sedimento no habitat natural dos organismos.

Ainda, como ndo foram observadas diferencas estatisticas no tempo de emergéncia entre

concentracdes e controle considerando-se 0 sexo dos organismos em ensaios com ou sem
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sedimento, as diferencas estatisticas notadas no tempo de emergéncia entre machos e fémeas
dos ensaios com sedimento ndo pode ser atribuida a toxicidade do microplastico.

Essa diferenca pode estar relacionada a uma disposicdo natural de fémeas emergirem
mais tardiamente que machos, mesmo que tenham sido encontradas respostas relacionadas a
maior sensibilidade de fémeas em relacdo & machos da familia Chironomidae para
contaminantes (PAUMEN et al., 2008). Inclusive, Silva et al., 2019 observaram um atraso na
emergéncia de fémeas de C. riparius quando exposto ao microplastico polietileno de 32-63 um.
Além disso, ha indicios de que as larvas fémeas permanecem por mais tempo no sedimento que
as larvas masculinas durante seu ciclo de vida aquatico (SANCHEZ et al., 2005; RISTOLA et
al., 2009).

No que se refere a razdo sexual de emergéncia de C. sancticaroli na presente pesquisa,
apesar de ndo ser possivel relacionar a toxicidade do microplastico sobre o sexo do organismo,
em vista que a distribuicdo de larvas de | instar nas solugdes-teste se deram aleatoriamente sem
o0 reconhecimento ou diferenciacdo sexual das mesmas, os resultados obtidos sugerem que,
comparando-se 0s dois modelos de disponibilidade de sedimento, pode ser que exista indicios
de que exposicles sem sedimento podem perturbar a razéo sexual da espécie. Weltje e Bruns
(2009) afirmam que a razdo sexual de C. riparius na natureza é uniformemente distribuida,
alcangando-se geralmente 50%:50%, com desvios baixos. No entanto, Maloney et al., (2018)
observaram que a proporc¢do de machos foi superior a de fémeas na exposicao de Chironomus
dilutus aos inseticidas thiamethoxam e clothianidin. Diante deste contexto, uma investigacao
mais detalhada é necessaria para elucidar os efeitos do microplasticos na emergéncia de machos
e fémeas do mosquito.

O MP né&o mostrou causar efeito de diferenciacdo do comprimento da asa de fémeas da
espécie, seja em ensaios com sedimento ou sem sedimento. Todavia, a disponibilidade de
sedimento foi estatisticamente significativa no comprimento das asas esquerdas de fémeas,
tendo em vista que, em geral, 0 comprimento de asas esquerdas de fémeas dos ensaios sem
sedimento foram 5 % maiores que 0 comprimento de asas esquerdas de fémeas dos ensaios com
sedimento. Mesmo o comprimento sendo uma medida retilinea, e que ndo considera a forma
das asas, essa medida pode ser um indicativo de que, em situagdes de estresse, asas de fémeas
podem sofrer um aumento em suas medidas.

A partir de uma anélise morfométrica geométrica, foi observado que asas direitas de
fémeas de C. riparius tendiam a aumentar o seu formato quando o organismo foi exposto a uma
mistura de microplasticos com tamanho entre 20 ¢ 100 pm (STANKOVIC et al., 2020). O

tamanho da asa de adultos de C. riparius também foi aumentada significativamente quando
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expostos a sedimentos contaminados por pesticidas, metais pesados, ftalatos e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (ARAMBOUROU et al., 2019).

Sabendo da relacdo entre o comprimento das asas e potencial reprodutivo, os resultados
obtidos no comprimento de asas de fémeas de C. sancticaroli influenciaram na fecundidade
potencial do organismo. Igualmente, o microplastico polietileno ndo pareceu afetar a
fecundidade do organismo, todavia, o tratamento estatistico dos dados obtidos dos ensaios sem
sedimento indica que fémeas, a partir da estimativa do nimero de ovos pela medida do
comprimento da asa, sdo mais fecundas que as fémeas dos ensaios com sedimento. Trivinho-
Strixino (1980) observou que o comprimento da asa de C. sancticaroli estd diretamente
relacionado ao peso do mosquito adulto (coeficiente de correlacdo: 0,96). Além de ser
geneticamente determinada, a fecundidade é determinada relevantemente pela temperatura e
alimentacdo. Deste modo, pode-se considerar que, provavelmente, fémeas dos ensaios sem
sedimento experimentaram uma maior ingestdo de microplastico e alimentos, e
consequentemente tiveram peso e asas maiores, tendo em vista que 0s ensaios com sedimento
poderiam prover as larvas menor exposi¢cdo ao MP.

Ressalta-se que a auséncia de sedimento nos ensaios com C. sancticaroli provocou uma
menor taxa de sobrevivéncia (96 h e 240 h), menor comprimento de larvas e menores taxas e
tempos de emergéncia. 1sso se da porque a diversidade e abundéncia da fauna bentdnica pode
ser influenciada pela quantidade de particulas finas no compartimento de fundo, pois
naturalmente quironomideos requerem uma camada de sedimento onde constroem tubos
horizontais ou verticais durante a sua fase larval (FILLION, 1967). Adicionalmente,
McLachlan e Cantrell (1974) observaram a partir de evidéncias de campo e laboratoriais que a
profundidade de sedimento afeta a densidade de C. plumosus. Estas evidéncias corroboram com
a hipotese de que perturbac@es no habitat benténico podem ocasionar um declinio na populacéo

de Chironomus.
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6.3 Daphnia magna

A sensibilidade da espécie ao sulfato de cobre se apresentou dentro da faixa
recomendada para ensaios ecotoxicoldgicos: CEsg entre 0,03 e 0,06 mg CuSO4 L (BASTOS,
2013; STRUEWING et al., 2015).

Com os resultados obtidos nos ensaios de curta duracdo (48 e 96 h), dafnias sofreram
imobilidade, todavia o percentual de dafnias imoéveis foi muito baixo (< 10%), dificultando a
obtencdo de ECso estatisticamente confidvel, como recomendada pela OECD. Isto pode ser
atribuido ao tamanho das particulas utilizadas no presente estudo, cuja classe de tamanho €
maior comparada com as que efetivamente causaram imobilidade significativa no organismo
em outros estudos. Recentemente foi determinado o ECso de 57,43 mg L™ apds 96 h de
exposicdo ao microplastico polietileno de tamanho entre 1-4 um (REHSE; KLOAS; ZARFL,
2016); por outro lado, nenhum efeito significativo na mobilidade de dafnias foi observado
quando estas foram expostas ao microplastico polietileno de tamanho entre 63-75 um, em
concentragdes de 25 a 100 mg L, mesmo em um tempo de exposicdo mais longo - 504 h
(CANNIFF; HOANG, 2018).

Além disso, a toxicidade de microplasticos para dafnias pode variar durante as primeiras
48 h de exposicao (duracdo do teste recomendada pela OCDE) de acordo com a constituicdo e
a forma do microplastico administrado nos ensaios. Observou-se, por exemplo, que esferas de
poliestireno de tamanho 5-7 um ndo sdo significativamente toxicas durante as primeiras 48 h
(ELTEMSAH; B@HN, 2019). Ao contrario, microfibras de tereftalato de polietileno com
espessura de 1 a 21,5 pm resultaram na imobilidade do organismo (20 a 40% ap0és 48 h), com
doses de exposicdo de 12,5 a 100 mg L™ (JEMEC et al., 2016).

A falta de alimento nos ensaios de curta duracdo ndo pode ser considerada um estresse
adicional na mobilidade de dafnias, mesmo em exposicdo ao MP, tendo em vista que
estatisticamente, a mobilidade do grupo de dafnias alimentadas e ndo alimentadas ndo possuem
taxas de mobilidade significativamente diferentes (CASTRO et al., 2020b). Por outro lado, a
administracao de alimentos ja indicou que nanoparticulas de poliestireno envelhecidas em meio
algal causam de 4 a 6 vezes mais imobilidade para D. magna, em comparagdo aos resultados
obtidos com a administracdo de algas sem pré-exposi¢do ao polimero (BESSELING et al.,
2014).

Isso sugere que a captacdo de microplasticos pode ser aprimorada pela absorcéo de
microplasticos pelas algas, facilitando a ingestdo. Todavia, deve-se considerar que a classe de

tamanho e constituicdo quimica do polimero, bem como a potencialidade da transferéncia de
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constituintes quimicos na matriz do plastico para as algas sdo importantes para que essa
interagdo microplastico-alga seja facilitada. Deste modo, sabendo-se do risco adicional a
sobrevivéncia das espécies devido a presenca de substancias concentradas nas matrizes
poliméricas, intrinsecas ao processo de fabricacdo ou absorvidas pelo plastico em ambientes
naturais, este impacto pode ser ainda maior (KIM; CHAE; AN, 2017; HORTON et al., 2018;
LIU etal., 2019; YU et al., 2019).

A ingestdo das microparticulas de 40-48 um em 96 h de exposi¢édo foi observada nos
ensaios com e sem alimentacdo, mostrando que D. magna nao teve capacidade de diferenciar o
tipo ou a qualidade do material em suspensdo. A analise qualitativa das imagens capturadas
evidenciou que a presencga de microparticulas no intestino dos organismos aumentou a medida
gue as concentracfes aumentaram nos dois cenarios de exposicao, semelhantemente ao que foi
observado em estudos de Rist, Baun e Hartmann (2017) e Colomer et al. (2019). A
disponibilidade de microplasticos pode diminuir a ingestdo alimentar de D. magna, tendo em
vista uma diminuicdo de 28% no consumo de algas na presenca de fragmentos de polietileno
de 2,5 um (OGONOWSKI et al., 2016).

Espécies do género Daphnia atuam como filtradores, ingerindo particulas em suspenséao
de 1 a 70 um, como algas, bactérias ou material inorganico em suspensao. A disponibilidade de
alimentos esta diretamente relacionada a sua taxa de filtracdo, que tende a permanecer constante
quando maiores concentracdes de alimentos estdo disponiveis no ambiente aquatico (EBERT,
2005).

Dependendo da forma, tamanho e densidade, os microplasticos podem ser assimilados
em cadeias alimentares. Polimeros que tém uma densidade entre 0,01-0,97 g cm™ tendem a
permanecer suspensos na dgua devido a sua baixa densidade e podem interagir facilmente com
a comunidade planctdnica e organismos larvais (SETALA; FLEMING-LEHTINEN;
LEHTINIEMI, 2014; SILVA et al, 2014; PAZOS; BAUER; GOMEZ, 2018). Nessa
perspectiva, a flutuabilidade do microplastico de polietileno ndo limitou a ingestdo por D.
magna nos ensaios, uma vez que esse organismo plancténico possui velocidade e trajetoria
dindmicas de natacdo em suas subidas e descidas na coluna d'agua (BOWNIK, 2017).
Assumindo-se a ingestdo de microplésticos por dafnias e a migragdo entre os compartimentos
superior e inferior do ambiente aquético, a presencga desse contaminante pode representar um
risco potencial de transferéncia microplastica para predadores na cadeia trofica (HAN;
STRASKRABA, 1998; ANDRADY, 2011).

O processo de muda como resposta em exposi¢Ges de microplasticos & D. magna tem

sido pouco relatado. Até agora, apenas um estudo sugere que o processo de ecdises da especie



116

pode sofrer alteragdes quando exposta durante 21 dias a microparticulas de poliestireno de 100
nm e 2 um (RIST; BAUN; HARTMANN, 2017). No entanto, j& foi observado que outros
contaminantes perturbam o processo de muda da espécie, como inibi¢cdo da muda e crescimento
quando expostos a nanoparticulas de dioxido de cério (CeO.) (GAISER et al., 2011), agentes
estrogénicos sintéticos (BALDWIN, MILAM, E LEBLANC, 1995; ZOU; FINGERMAN,
1997) e compostos desreguladores enddcrinos (BAER; OWENS, 1999).

Observou-se que o microplastico de polietileno ndo causou alteracdo no processo de
muda considerando-se o0s tratamentos com microplastico e controle em cada periodo de
exposicdo (24 a 96 h) que poderiam ser causada pela ingestéo ou interagdo das microparticulas
com a superficie corporal dos organismos, causando uma ruptura na liberagéo de ecdises, como
foi observado quando a espécie esteve exposta a nanoparticulas de didxido de titanito (TiO2)
(DABRUNZ et al., 2011) e Oxido de ferro (Fe20s) (BAUMANN et al., 2014).

O processo de muda nos crustaceos € controlado por hormonios esterdides conhecidos
como ecdisterdides, e alguns produtos quimicos potencialmente toxicos interferem na regulacao
desses esteroides, possibilitando o desenvolvimento do horménio inibidor da muda (MIH) e
ecdisteroidogénese (MYKLES, 2011; HOSAMANI; REDDY; REDDY, 2017). Observou-se,
por exemplo, que o plastificante dietilftalato é responsavel por um atraso na muda de D. magna
(ZOU; FINGERMAN, 1997) e que o bisfenol A, usado na producéo de plasticos, pode estimular
a atividade ecdisterdide e, consequentemente, interferir na reproducéo da espécie (MU et al.,
2005). Assim, o polimero de polietileno em pd usado nos ensaios pode nao ter sido tdxico para
a espécie devido a baixa concentracdo de plastificantes utilizados em sua producédo, ou pela
necessidade de que houvesse processos que acelerassem a dessor¢do dos quimicos em sua
matriz em exposicoes curtas.

A disponibilidade de alimentos ja demonstrou ser um fator de estresse para D. magna
quando exposta a nanoparticulas de prata (SAKKA, 2016). Embora no presente estudo tenha
sido revelado que o micropléstico polietileno ndo altera a muda do organismo nas concentracdes
testadas, percebeu-se que a falta de alimento limitou as respostas relacionadas ao
desenvolvimento. Isso foi observado quando, nos ensaios sem alimentacdo, dafnias exibiram
uma reducéo na liberagdo de ecdises de 59, 46 e 52 % nos periodos posteriores as primeiras 24
h (48, 72 e 96 h, respectivamente). 1sso pode ter ocorrido porque dafnias recém nascidas foram
selecionadas para ensaios sem alimentagdo de um cultivo que ja estava alimentado, e assim, nas
primeiras 24 h sentiram menos o estresse nutricional, resultando em uma maior liberacéo de
ecdises nas solugOes-teste nas primeiras horas, que decaiu durante a exposic¢éo. Ao contrério do

que ocorreu nos ensaios alimentados, onde a alimentacao no inicio e apés 48 h, com a troca do
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meio, resultou em um aumento no nimero de ecdises liberadas (18 % a mais em 48 h em relacéo
a 24 h, e 17 % a mais em 72 h em relagdo a 48 h). Isso pode ser explicado pela baixa
disponibilidade de alimentos, que é capaz de induzir diferentes estratégias de realocacao de
recursos e reduzir as taxas de desenvolvimento, diminuindo a producédo de carapacas, que exige
alta energia do organismo (BRADLEY; BAIRD; CALOW, 1991).

Défnias que ndo receberam suspensdo de algas e solucdo fermentada exibiram
crescimento final (aproximadamente 1 mm de comprimento corporal) semelhante ao
crescimento de dafnias expostas ao microplastico polietileno de 1 um por 96 h, que também
ndo foram alimentados (REHSE; KLOAS; ZARFL, 2016). Isso confirma a hipétese de que
particulas microplasticas de polietileno de tamanho 1-48 um, mesmo que prontamente ingeridas
por D. magna, nao sdo capazes de afetar o crescimento da espécie em exposi¢cdes curtas sem
administracdo de alimentos. Todavia, os resultados obtidos a partir do comprimento final de
dafnias alimentadas e ndo alimentadas corroboram com a ideia de que o estresse nutricional
desestimula o desenvolvimento do organismo.

Na exposicdo cronica, a longevidade de dafnias ndo foi impactada pelo MP. Isso mostra
gue, mesmo quando dafnias sdo expostas nos primeiros 21 dias do seu ciclo de vida, alguns
microplésticos podem nédo causar efeito sobre a mortalidade do organismo. Eltemsah e Bghn
(2019) observaram que, D. magna apresentou mortalidade significativa entre 40 e 77 dias de
exposicdo ao microplastico poliestireno de 6 um, nas concentragdes de 30, 50 e 100 mg L2, ou
seja, basicamente o dobro de tempo requerido em exposi¢do cronica convencional recomendada
pela OECD, mesmo as particulas sendo muito pequenas. De outro modo, microplasticos do tipo
policloreto de vinila de 10-60 pm, na concentragéo de 4342 particulas L, ndo causaram efeito
de mortalidade para dafnias, mesmo ap6s 31 dias de exposicdo (SCHRANK et al., 2019). Isso
pode indicar que efeitos sob a mortalidade de D. magna sdo observados relativamente tarde nos
experimentos, sendo necessarias exposi¢oes prolongadas, intergeracionais ou multigeracionais.

Além disso, em exposicao cronica tradicional, provavelmente a constituicdo quimica
das microparticulas e co-exposi¢des parecem ser mais impactantes para a longevidade de
dafnias. Foi observado que em 21 dias, micropléasticos de cuja densidade era 1,5 g cm™ e
possuiam tamanho entre 1 e 5 um, resultaram isoladamente, em 30 % na mortalidade de dafnias
(concentracéo testada 0,2 mg L™1); quando o micropléastico nesta mesma concentragéo foi co-
exposto a nanoparticulas de ouro de 4 e 7 nm (concentragéo testada das nanoparticulas: 0,2
mg L), dafnias exibiram 90 % de mortalidade (PACHECO; MARTINS; GUILHERMINO,
2018).
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O tempo para primeira e segunda ninhada se mostraram impactados pelo microplastico
polietileno nas maiores concentragfes testadas (160 e 320 mg MP L), em vista a reducdo de
10 a 13 %, respectivamente, no tempo decorrido para a primeira e segunda ninhadas em relacao
ao tratamento controle. Isso mostrou que nas duas primeiras ninhadas, o microplastico
polietileno induziu dafnias a fazerem a postura de neonatos mais cedo. Além disso, a exposicao
cronica mostrou que nas concentragdes de 20 e 40 mg MP L, o tempo entre a primeira e
segunda ninhadas nessas concentracdes sdo reduzidas em 37 % e 27 %, respectivamente,
revelando que em concentragdes mais baixas, 0o tempo decorrido entre as duas primeiras
ninhadas é mais curto em relacdo ao controle. Uma pressdo no tempo de postura de neonatos
durante uma condicao estressante pode ser explicada pela aceleragdo do processo reprodutivo
no inicio do ciclo de vida, devido a alocagéo de recursos, fazendo com que organismos adiantem
a producao e liberacdo da prole (MAURI; BARALDI; SIMONINI, 2003).

O tempo de ninhada de clad6ceros parece variar acordo com a espécie, pois Daphnia
pulex e Ceriodaphnia dubia requereram mais tempo para a primeira postura de neonatos quando
em exposicao ao microplastico polietileno de 1-10 um nas concentragdes de 10> pmL™ e 10%p
mL, respectivamente (JAIKUMAR et al., 2019). O tempo de postura de neonatos também é
influenciado pelo tamanho e tipo de microparticulas, pois diferentemente dos resultados da
presente pesquisa, Eltemsah e Bghn (2019) observaram um atraso na reproducdo de dafnias
quando foram expostas ao microplastico poliestireno de 6 um nas concentrag¢fes 30, 50 e 100
mg L2,

Déafnias do tratamento controle exibindo significativas diferencas no tempo entre as
ninhadas, e dafnias dos tratamentos com microplasticos ndo apresentando diferencas
significativas no tempo entre ninhadas reforca que o microplastico polietileno pode perturbar a
dindmica de postura de neonatos ao longo do tempo.

Com relagdo a producao de neonatos, o microplastico ndo causou efeito no nimero de
neonatos gerados ao longo dos 21 dias ou por dia de exposi¢do. O processo de muda da espécie
na exposicao cronica também ndo se mostrou afetado pelo microplastico, seja no nimero de
ecdises liberadas em 21 dias ou por dia de exposic¢ao. Efeitos na reproducéo de D. magna néo
foram observados nos estudos de Cannif e Hoang (2018) quando o organismo foi exposto ao
microplastico polietileno de tamanho entre 63-75 pm nas concentragdes 25, 50 e 100 mg L.
Por outro lado, foi relatado que microparticulas de PVC de 10-60 um provocam uma reducao
no numero de neonatos produzidos por dafnias em 31 dias de exposi¢do (SCHRANK et al.,

2019) e a reproducdo de D. magna € significativamente reduzida quando exposta ao



119

microplastico polietileno de 1-4 pm na concentragdo de 10 mg L™ em 21 dias (FELTEN et al.,
2020).

O microplastico polietileno diminuiu o crescimento de dafnias no presente estudo
guando expostas as maiores concentracdes testadas. Do mesmo modo, essa reducdo no
crescimento foi notada em D. magna quando exposta ao microplastico polietileno de 1-10 pm
na concentracéo de 10° p mL™? (JAIKUMAR et al., 2019) e quando exposta ao microplastico
poliestireno de 6 pm nas concentragdes de 30, 50 e 100 pg L (ELTEMSAH; B@HN, 2019).
Essa diminuicao no tamanho do corpo pode ter sido ocasionada pela diminuicdo da alimentacéo
de algas, provocando possivelmente falsa saciedade, comprometimento do sistema digestivo e
reducdo nas reservas energéticas do organismo devido a ingestdo do microplastico polietileno,
tendo em vista que comprometimento da atividade alimentar pode afetar o metabolismo das
espécies (COLE et al., 2015).
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7. CONCLUSOES

e Allonais inaequalis: em ensaios de curta duracdo, o microplastico polietileno, apesar de

ser ingerido em todas as concentracdes testadas, ndo afeta a sobrevivéncia da espécie.
Além disso, o estresse térmico (19 °C e 29 °C) ndo exercem efeito adicional a toxicidade
do contaminante. Por outro lado, na temperatura ideal (24 °C), a presenca de sedimento
resulta em uma maior taxa de sobrevivéncia. Em ensaios cronicos, o microplastico ndo
causa efeito sob a reproducdo de A. inaequalis. A disponibilidade de sedimento e a
temperatura influenciaram na taxa de reproducdo da espécie, de modo que em
temperaturas mais baixas (19 °C) e sem a presenca de sedimento, a reproducéo da espécie
é drasticamente diminuida, e ao contrério, em temperaturas mais altas (29 °C) na presenga

de sedimento, o0 organismo se reproduz exponencialmente.

C. sancticaroli: nos ensaios de curta duracdo e cronicos a sobrevivéncia da espécie ndo
foi significativamente afetada pelo microplastico polietileno. C. sancticaroli teve um
retardo no seu crescimento apds 10 dias de exposicdo ao MP. Apos este periodo,
deformidades no mento relacionada a quebra ou falta de dentes sdo ausentes. Nos ensaios
de emergéncia, o microplastico polietileno ndo causa mudancas na taxa de emergéncia,
seja em ensaios com ou sem sedimento. No estresse causado pela falta de sedimento, o
tempo de emergéncia do organismo é afetado pelo MP em concentracdes mais altas. Por
outro lado, na presenca de sedimento, o tempo de emergéncia do organismo ndo ¢ afetado.
Considerando-se 0 sexo dos organismos emergidos, o microplastico ndo causa
diferenciacdo no tempo de emergéncia de machos e fémeas nos ensaios sob estresse, sem
sedimento. Todavia, a presenca de sedimento faz com que fémeas retardem a sua
emergéncia. O MP néo altera o comprimento da asa de fémeas, mas a auséncia de
sedimento faz com que fémeas tenham asas maiores e sejam potencialmente mais

fecundas.

D. magna: a mobilidade, o processo de muda e o comprimento do corpo de dafnias ndo
sdo afetados pelo microplastico polietileno em exposi¢bes de curta duragdo. Em
contrapartida, neonatos sdo capazes de ingerir prontamente 0s microplasticos ja nas
primeiras 24 h de exposicdo. A experiéncia de estresse nutricional mostrou que D. magna
atrasa o seu desenvolvimento, visto a diminui¢cdo do comprimento corporal e da postura

de exuvias. Em exposi¢do crénica ao microplastico, a longevidade, o nimero de neonatos
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produzidos e o processo de muda de dafnias ndo sdo afetados pelo MP. Porém, o
microplastico faz com que a postura de neonatos seja adiantada e provoca a espécie uma

diminuicdo no seu comprimento corporal, indicando efeitos negativos ao crescimento.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Nesta pesquisa observou-se que os efeitos do micropléstico polietileno variam conforme
0 tipo de espécie, dose e tempo de exposicdo. Em geral, o microplastico testado nao foi toxico
a sobrevivéncia e mobilidade dos organismos em exposicdo convencional. As exposicdes
evidenciaram que espécies da coluna d’agua e de sedimento foram capazes de ingerir o
microplastico, revelando que no compartimento aquatico, a interacéo da biota com as particulas
pode ser uma realidade. As experiéncias de estresse mostraram que 0S organismos sao sensiveis
a mudancas relacionadas a disponibilidade de sedimento, alimento e estresse térmico.

Sugere-se, para futuros trabalhos, que os efeitos da exposicdo das espécies a uma classe
de microplasticos de tamanho inferior a testada, bem como a diferentes tipos de microplasticos,
sejam estudados. Além disso, a quantificacdo das taxas de ingestdo é uma possibilidade que
deve ser priorizada, a fim de conhecer os mecanismos envolvidos na captacéo e liberacdo das
particulas, e o impacto ao sistema bioldgico dos individuos. Exposi¢des a longo prazo, sejam
intergeracionais ou transgeracionais sao indicadas. Concentracfes mais realisticas de
microplasticos, como as detectadas em lados e rios, podem representar com mais certeza 0s
impactos envolvidos na questdo. Exposi¢cdo combinada com outros contaminantes de interesse
emergente podem auxiliar na compreensdo do potencial que este polimero possui em sorver

outras substancias e gerar adicional efeito ecotoxicologico.
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