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RESUMO

As particulas de microplasticos vém sendo encontradas em grande variedade e quantidade em
ambientes de agua doce em todo o mundo, incluindo lagos e rios, com exposi¢ao cada vez
mais frequente dos organismos aquaticos. Dependendo do tamanho da particula e dos tracos
fisiologicos e comportamentais do organismo, ha uma oportunidade para a ingestdo desse
poluente por animais invertebrados. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ingestédo de
microplastico, local de retencdo, fragmentacéo, efeitos causados pela ingestdo no crescimento,
engorda e sobrevivéncia de Dilocarcinus pagei. No Capitulo | introduzimos informacoes
sobre a producdo de plastico, conceitos e tipos de microplastico, métodos de analises desse
material, a poluicdo em ambientes aquatico e os riscos para a biota de dgua doce incluindo
crustaceos. No Capitulo 11 testamos o ingestdo acidental de microplastico de 0,5 e 1 mm e de
0,5 e 1 %, além de verificar a possibilidade de fragmentar essas particula ingeridas misturado
a uma racdo. Comparamos os resultados entre individuos adultos e juvenis e entre machos e
fémeas. Utilizamos a microscopia eletronica de varredura MEV e a espectroscopia vibracional
Raman para identificar e confirmar o microplastico utilizado. No Capitulo 1ll avaliamos o
efeito da ingestdo do microplastico misturado a racdo e a macrofita no crescimento de juvenis
recém eclodidos por um periodo de 90 dias, além disso, verificamos também o efeito no
ganho ou perda de peso de machos e fémeas adultos. Concluimos que a ingestdo pode causar
efeitos negativos no crescimento de juvenis, ganho de peso e sobrevivéncia de adultos.

Palavras-chave: Crustacea, Trichodactylidae, Brachyura, polietileno.



ABSTRACT

Microplastic particles have been found in great variety and quantity in freshwater environments
around the world, including lakes and rivers, with increasing exposure to aquatic organisms.
Depending on the particle size and physiological and behavioral traits of the organism, there is an
opportunity for this pollutant to be ingested by invertebrate animals. Thus, the objective of this study
was to evaluate the microplastic intake, retention site, fragmentation, effects caused by ingestion on
Dilocarcinus pagei growth, fattening and survival. In Chapter | we introduce information on plastic
production, concepts and types of microplastics, methods for analyzing this material, pollution in
aquatic environments, and risks to freshwater biota including crustaceans. In Chapter Il we tested the
accidental microplastic ingestion of 0.5 and 1 mm and 0.5 and 1%, and checked the possibility of
fragmenting these ingested particles mixed with a ration. We compared the results between adult and
juvenile individuals and between males and females. We used SEM scanning electron microscopy and
Raman vibrational spectroscopy to identify and confirm the microplastic used. In Chapter Il we
evaluated the effect of microplastic ingestion mixed with feed and macrophyte on the growth of newly
hatched juveniles over a period of 90 days, and we also verified the effect on weight gain or loss of
adult males and females. We conclude that ingestion can have negative effects on juvenile growth,
weight gain and adult survival.

Keywords: Crustacea, Trichodactylidae, Brachyura, polyethylene.
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1 INTRODUCAO
1.1 Produgcédo de pléstico e 0 meio ambiente

A descoberta da baquelite, considerado o primeiro plastico sintético em 1907 por
Hendrik Baekeland, revolucionou a ciéncia dos polimeros e a vida moderna, introduzindo
varios polimeros e formulagdes plasticas em nosso cotidiano, muitos dos quais ainda estdo
disponiveis no mercado atualmente (SHASHOUA, 2008).

Com crescimento continuo h4d mais de 50 anos, a produgdo global de plésticos em
2012 foi de 288 milhdes de toneladas (PLASTICSEUROPE, 2013) e em 2018 esse nlimero
chegou a 359 milhdes de toneladas. A Asia é o maior produtor (51 %) seguido pelos paises do
NAFTA (18 %) e Europa (17 %). Os polimeros mais comumente produzidos e, portanto, mais
encontrados sdo o polipropileno (PP) 19,3 %, polietileno (PE) 17,5 %, policloreto de vinila
(PVC) 10 %, polietileno tereftalato (PET) 7,7 % e poliestireno (PS) 6,4 %
(PLASTICSEUROPE, 2019). Desse total de plastico produzido anualmente, cerca 39 % séo
convertidos em embalagens e 0 segundo maior uso € na construcdo civil (19,8 %)
(PLASTICSEUROPE, 2019).

O baixo peso e a alta durabilidade sdo duas caracteristicas que fazem do plastico um
material tdo util a sociedade, porém, sdo descartados de forma inapropriada, causando danos
significativos ao meio ambiente (RYAN et al., 2009). A elevada durabilidade combinada com
a baixa taxa de reciclagem, mé gestdo de residuos e uso maritimo, produziu uma parcela
significativa dos plasticos que entra e persiste nos ecossistemas marinhos (BARNES et al.,
2009). Atualmente, estima-se que entre 1,15 a 2,41 milhdes de toneladas de residuos plasticos
sdo transferidos para o oceano todos os anos, partindo principalmente de rios (LEBRETON et
al., 2017).

Segundo Lebreton et al. (2017) os 20 principais rios poluidores estdo localizados
principalmente na Asia e representam 67 % do total global. O Rio Chinés Yangtze representa
a maior bacia hidrografica e que contribui com uma entrada anual de 0,33 (variacdo de 0,31 a
0,48) milhdo de toneladas de plastico que sdo descarregados no Mar da China Oriental. As
bacias do Rio Ganges, entre a india e Bangladesh, tem uma contribuico calculada de 0,12
(faixa de 0,10 a 0,17) milh&o de toneladas por ano (LEBRETON et al., 2017).

O tamanho da populagdo e a qualidade dos sistemas de gestdo de residuos de cada

local sdo os principais fatores que determinam qual a contribuicdo de cada pais na produgéo



15

de residuos disponiveis para se tornarem detritos plasticos no ambiente marinho (JAMBECK
et al., 2015). Auséncias de infraestrutura na gestdo de residuos podem promover uma elevada
quantidade de residuos plasticos que sdo despejados no oceano a partir de continente. O
aumento estimado desses residuos plasticos a serem descartados no ecossistema marinho a
partir do ecossistema terrestre estd em torno de 15 e 40 % até o ano de 2025 (JAMBECK et
al., 2015).

Segundo Lambert e Wagner (2018), muitos desses materiais plasticos ndo sao
estaciondrios, sendo transportados entre 0s ecossistemas, como por exemplo, do continente
para 0 ambiente dulcicola e deste para 0 ambiente marinho. O tempo de permanéncia pode
variar em cada ambiente. O fluxo do continente para o ambiente dulcicola fluvial dependem
de condicdes climaticas, distancia em relagdo ao curso d’agua e o tipo de cobertura do solo.
(LAMBERT; WAGNER, 2018).

Os primeiros registros de particulas plasticas encontradas no meio ambiente foram
realizados na década de 70. No ano de 1972, os pesquisadores E. J. Carpenter e K. L. Smith
foram os primeiros pesquisadores a detectarem a presenca de particulas de polietileno
(pellets) na superficie do Oceano Atlantico Norte (CARPENTER; SMITH, 1972).

Esse mesmo grupo de pesquisadores verificou posteriormente a ingestdo dessas
particulas de polietileno (pellets) por peixes, alertando sobre a entrada desses fragmentos na
cadeia alimentar aquatica (CARPENTER et al., 1972).

1.2 Definicao e classificacdo de microplasticos

Thompson et al. (2004) usaram inicialmente o termo microplastico para descrever 0s
pedacos microscopicos de plasticos em sedimentos marinhos e na coluna d’agua de regifes
europeias. A partir desse momento, diversos autores passaram a usar esse termo (NG;
OBBARD, 2006; BROWNE; GALLOWAY; THOMPSON, 2007).

Atualmente, os microplasticos sdo amplamente definidos como polimeros sintéticos
com tamanho inferior a 5 mm (ARTHUR; BAKER; BAMFORD, 2009; THOMPSON et al.,
2009; ANDRADY, 2011). Frias e Nash (2019) propuseram uma definicdo para microplasticos
como qualquer particula solida sintética ou de matriz polimérica, de forma regular ou
irregular e com tamanho variando de 1 pm a 5 mm, podendo ser de origem primdria ou

secundaria de fabricacdo e insolUveis em agua.
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A classificacdo do microplastico em primarios e secundarios esta relacionado a origem
de fabricacdo. Os primarios sdo aqueles fabricados com um tamanho inferior a 5 mm e
encontrados principalmente em tecidos, medicamentos e produtos de cuidados pessoais, como
esfoliantes faciais e corporais (COLE et al.,, 2011; BROWNE, 2015). Os microplasticos
secundarios sdo derivados de fragmentacdo de grandes detritos plasticos devido a processos
como a fotodegradacéo, interagdes fisicas, quimicas e bioldgicas (THOMPSON et al., 2009;
GALGANI et al., 2013).

Os tipos mais comuns de microplasticos registrados na literatura em todo o mundo séo
os pellets, fragmentos e as fibras (FRIAS et al., 2018). Na ultima década, a presenca dos
microplasticos passou a ser considerada como um novo poluente e registrou-se um grande
aumento de investimentos em escala global neste novo campo de pesquisa (FRIAS; NASH,
2019).

1.3 Métodos de deteccdo e caracterizacdo de microplésticos

A falta de padronizacdo nos métodos de isolamento para os diversos microplasticos
encontrados na biota, principalmente nas partes internas, cavidades e tecidos corporais, ou
ainda emaranhados aderidos externamente ao corpo, representa um dos maiores desafios para
as pesquisas sobre esse poluente (O’CONNOR et al., 2019).

O processo de identificacdo dessas particulas consiste em analises baseadas em duas
etapas: extracdo/purificacdo e quantificacdo e/ou identificagdo. Os microplasticos devem
primeiro ser separados da matriz inicial para melhorar e simplificar o processo de
quantificacdo e/ou identificacdo (LI; LIU; CHEN, 2018).

Ao contrario da extracdo dos microplastico de sedimentos que se baseia
exclusivamente na separacdo por densidade, nos organismos aquéticos os métodos de
extracdo sdo baseados principalmente na digestdo Umida com acidos, bases ou até mesmo
peréxido de hidrogénio (PICO; ALFARHAN; BARCELO, 2019), mas podem também ser
separados por diferenca de concentracdo do meio por flutuacao, adicionando sal (geralmente
cloreto de sodio e iodeto de sodio) com posterior filtragdo e separagdo dos fragmentos por
tamanho pelo método de peneiramento utilizando peneiras de varios tamanhos (ROCHA-
SANTOS; DUARTE, 2015).
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Entre os varios métodos de extracdo de fragmentos de microplasticos das amostras
bioldgicas, os mais recentes sdo a digestdo enzimatica (COLE et al., 2014; LODER et al.,
2017; COURTENE-JONES et al., 2017) e os tratamentos quimicos com oxidantes, acidos,
bases, devido ao seu menor custo de aquisi¢do e facil recuperacdo para novas extracoes
(KLEIN et al., 2018).

Estudos recentes envolvendo a extracdo de microplastico em invertebrados de agua
doce (Chironomus spp.) foi realizado utilizando acidos minerais fortes, como o acido nitrico
(HNO3) (NEL; DALU; WASSERMAN, 2018). No entanto, o &cido nitrico foi relatado como
causador de degradagdo e danos aos polimeros sensiveis por exemplo, poliamida (PA) e
poliestireno (PS) por Claessens et al. (2013). Dependendo do 6rgdo ou organismo em analise
sdo usadas bases como alternativa (por exemplo, 10% de KOH) (FOEKEMA et al., 2013;
WANG et al., 2017) ou oxidantes (por exemplo, 30% de H>O2) (ANDERSON et al., 2017).

Os métodos de extracdo dos microplasticos podem também ser realizados de forma
mais simples utilizando apenas a agua destilada e com posterior secagem em estufa a 70 °C
durante a noite, em seguida, os microplasticos sdo separados da matéria organica usando uma
pinga (SILVA-CAVALCANTI et al., 2017).

Nas extracBes de fragmentos de microplasticos de amostras bioldgicas, os métodos
mais recomendados e utilizados sdo a observacao visual pés-dissecacao ou a triagem que ndo
utilizam produtos quimicos. Esses métodos sdo os mais utilizados para identificar e separar os
microplasticos presentes na biota de dgua doce, particularmente onde é necessario que restos

alimentares sejam mantidos intactos (O’CONNOR et al., 2019).

A disseccdo seguida pelo enxague do trato gastrointestinal com agua é um protocolo
também muito utilizado, podendo ser realizado em estudos de campo, durante a captura dos
organismos, sem o risco de gerar residuos quimicos (FAURE et al., 2015; SILVA-
CAVALCANTI et al., 2017; VENDEL et al., 2017; HORTON et al., 2018).

Para garantir uma avaliacdo confidvel na identificacdo precisa dos fragmentos de
microplasticos, € necessario que o polimero seja identificado quimicamente por técnicas
espectroscopicas, como a Espectroscopia Vibracional no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) (LARES et al., 2018; TAGG et al., 2015), Raman (COLLARD et al., 2015,
IMHOF et al., 2016) ou técnicas de pirélise-GC-MS (MCCORMICK et al., 2016;
HENDRICKSON; MINOR; SCHREINER, 2018). No entanto, a maioria dos estudos ainda

identifica e quantifica os microplasticos por inspecdo visual e nesses casos, utilizam-se
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imagens de resolucdo adequada capturadas por microscopios épticos (PICO; ALFARHAN;
BARCELDO, 2019).

A espectroscopia FTIR é frequentemente usada para a analise qualitativa de
microplasticos (menores que 10 um), pois permite uma identificagdo rapida e com padrdes de
espectros de pléasticos conhecidos (QIU et al., 2016). Essa investigacdo espectroscopica €
realizada em todas as particulas isoladas sem nenhuma selecdo visual antes da analise. Com
relacdo a espectroscopia FTIR, a técnica de refletancia total atenuada é bastante utilizada
(ATR) (PICO; ALFARHAN; BARCELO, 2019). Essa técnica (ATR-micro-FTIR) melhora a
resolucdo espacial com a combinacdo da microscopia. Essa € uma das técnicas mais
confiaveis produzindo espectros de alta qualidade (MENDOZA; BALCER, 2019).

A espectroscopia Raman também é bastante utilizada (COLE et al., 2013, COLLARD
et al., 2015, IMHOF et al., 2016, QIU et al., 2016). A espectroscopia Raman como técnica
analitica de superficie permite o estudo de particulas grandes e visualmente classificadas. A
técnica micro-Raman permite a analise espectral de filtros inteiros em uma resolucdo espacial
abaixo de 1 um (IMHOF et al., 2016, ZHAO et al., 2017). O uso da espectroscopia micro-
RAMAN também é recomendado com ressalvas, pois esse método tem interferéncia dos
sinais de pigmentos (MENDOZA; BALCER, 2019).

A cromatografia gasosa de pir6lise acoplada a espectrometria de massa (GC / MS) é
outra técnica registrada na literatura (FABBRI, 2001; FRIES et al., 2013), que baseia-se na
degradacdo térmica de microplasticos para sua analise, e, portanto, € destrutiva do material da
amostra (MENDOZA; BALCER, 2019).

1.4 Riscos e impactos na fauna aquética

Os micropléasticos, por apresentarem tamanhos reduzidos, podem estar disponiveis
para a ingestdo por uma variedade de taxons incluindo zooplancton (DESFORGES et al.,
2015; COLE et al., 2013), moluscos (AVIO et al., 2015; BROWNE et al., 2008), peixes
(LUSHER et al., 2013; NELMS et al., 2018), aves (AMELINEAU et al., 2016), e mamiferos
marinhos (LUSHER et al., 2015; NELMS et al., 2018).

Além dos diversos grupos de animais ja investigados, a ingestdo e os efeitos desses
microplasticos também j& foram registrados para algumas espécies de crustdceos como: 0S

cladoceros Daphnia magna Straus, 1820, estudado por Jemec et al. (2016) e Rosenkranz et
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al. (2009), Daphnia galeata Sars, 1863, por Cui, Kim e An (2017) e o anfipode Talitrus
saltator (Montagu, 1808) por lannilli et al. (2015).

Crustaceos decapodas, como o0s caranguejos do género Carcinus, sd80 0S que possuem
mais registros de contaminacao, como a espécie Carcinus maenas (Linnaeus, 1758) estudado
por Farrell e Nelson (2013) e Watts et al. (2014, 2015, 2016) e a espécie Carcinus aestuarii
Nardo, 1847 verificado por Piarulli et al. (2019). Outros braquidros também foram estudados,
como a espécie asiatica Eriocheir sinensis Milne Edwards, 1853 por Wojcik-Fudalewska,
Normant-Saremba e Anastacio (2016) e o caranguejo Panopeus herbstii Milne Edwards, 1834
por Waite, Donnelly e Walters (2018).

Camardes e lagostins também ja foram estudados quanto a contaminagdo por
microplasticos, como o lagostim Nephrops norvegicus (Linnaeus, 1758) por Murray e Cowie,
(2011) e os camarBes das espécies Crangon crangon (Linnaeus, 1758) por Devriese et al.
(2015) e Aristeus antennatus (Risso, 1816) por Carreras-Colom et al. (2018).

Os experimentos de Farrell e Nelson (2013) identificaram os microplasticos no
intestino do caranguejo de costdo rochoso Carcinus maenas por ingestdo indireta de
mexilhdes (Mytilus edulis Linnaeus, 1758). Watts et al. (2014) mostraram que essa espécie de
caranguejo ndo s6 ingere os microplasticos juntamente com os alimentos, mas também
acumulam particulas na cavidade branquial, podendo causar prejuizos ao animal. Nos estudos
de Watts et al. (2016), seus resultados descrevem os efeitos fisioldgicos dos microplasticos e a
resiliéncia fisiologica dessas espécie quanto a funcdo osmorregulatéria e respiratoria, apos
exposicdo aguda tanto a plasticos antropogénicos como a particulas naturais nos caranguejos
Carcinus maenas. Um teste de toxicidade de 21 dias com o caranguejo Eriocheir sinensis
sugeriu que a taxa de ganho de peso, taxa de crescimento especifico e indice hepatossomatico

diminuiram com o aumento da concentracdo de microplasticos (YU et al., 2018).

1.5 Presenca de microplasticos em ecossistemas de agua doce

Os detritos plasticos sdo amplamente reconhecidos como um importante poluente
ambiental marinho (CARVALHO; NETO, 2016), tambem s&o encontrados frequentemente na
agua doce e podem apresentar grande quantidade de particulas e fibras. Poucos esforcos
investigativos tém sido realizados com objetivo de monitorar os microplasticos nos diversos
tipos de ambientes limnicos (LI; LIU; CHEN, 2018).
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De acordo com Klein et al. (2018), a agua doce pode ser considerada uma fonte de
contaminagdo de microplasticos, principalmente quando oriunda de estacBes de tratamento de
aguas residuais. Esses mesmos autores mencionaram que os cursos d’agua (rios) agem como
meio de transferéncia e os lagos como um tanque que deposita as particulas de microplasticos.
Essa variacdo de corpos d’agua pode diferir da dindmica do ambiente marinho, que s&o

influenciados apenas pelas correntes marinhas. (KLEIN et al., 2018).

A origem dos microplasticos depende do tipo de material e a atividade em que foi
utilizado. Segundo Dris et al. (2015), a degradacdo do pléstico descartavel utilizado como
material de embalagem, os abrasivos industriais e a quebra de certas fibras sintéticas das

roupas por processo de lavagem influenciam na quantidade de microplasticos formados.

Segundo Lambert e Wagner (2018), menos de 4 % dos estudos relacionados a
microplasticos estdo associados aos ambientes dulcicolas. Assim, a pesquisa sobre a polui¢do
por plasticos em agua doce é um campo relativamente novo, com a maior parte dos estudos
realizados em paises economicamente mais desenvolvidos da Europa e da América do Norte
(LEBRETON et al., 2017).

Entre os estudos disponiveis para os ambientes de aguas continentais, ha registros de
contaminacdo de microplasticos em lagos (FAURE et al., 2012; ERIKSEM et al., 2013;
FREE et al., 2014; FISCHER et al., 2016; BLETTLER et al., 2017; SIGHICELLI et al.,
2018;), rios (RECH et al., 2014; EERKES-MEDRANO et al., 2015; RECH et al., 2015;
HORTON et al., 2017%; FORREST et al., 2019) e alguns raros registros para a fauna dulcicola
(FAURE, 2012; IMHOF et al., 2013; SANCHEZ et al., 2014).

Nos ultimos 10 anos, diversos ambientes aquaticos tem sido estudados quanto a
presenca de plasticos e sua contaminacdo na fauna brasileira. Os estuarios brasileiros
aparecem como o0s mais estudados, com destaque para o Estuario de Goiana (POSSATTO et
al., 2011; DANTAS; BARLETTA; COSTA, 2012; RAMOS; BARLETTA; COSTA, 2012),
Estuario do Rio da Prata (PAZOS et al., 2017) e Estuario do Rio Amazonas (PEGADO et al.,
2018), seguido pelos registros em rios como o Rio Pajed (SILVA-CAVALCANTI et al.,
2017), Rio Xingu (ANDRADE et al., 2019) e na transi¢édo do ambiente marinho, com estudos
na Baia de Guanabara (CARVALHO; NETO, 2016) e Praia de Corvina (FILHO;
MONTEIRO, 2019).

Segundo Andrade et al. (2019), a poluicdo plastica na area estuarina da regido

amazonica ja afeta a fauna aquética, com evidéncias de ingestdo de plastico por peixes de
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agua doce e estuarinos com habitos alimentares diversos (PEGADO et al., 2018; ANDRADE
et al., 2019). Estes residuos plasticos provavelmente sdo originarios de apetrechos de pesca
perdidos e descartados, enquanto outros plasticos sdo oriundos de lixo descartado em toda a
bacia hidrogréafica e transportado pelo rio (ANDRADE et al., 2019).

Pesquisadores estimam que o Rio Amazonas possa transportar 38.900 (entre 32.200 e
63.800) toneladas por ano de lixo plastico, tornando-o o 7° maior rio poluidor do mundo
(LEBRETON et al.,, 2017). Existe pouca informacdo sobre a dinamica desses residuos
plasticos, principalmente no fluxo, a distribuicdo e os impactos desse material na Amazonia.
Os dados publicados sobre microplasticos na bacia amazonica sdo limitados a estudos sobre
ingestdo acidental de peixes marinhos (PEGADO et al.,, 2018) e peixes de agua doce
(ANDRADE et al., 2019) além de registro dos efeitos bioldgicos desse poluente no peixe
ciclideo (Symphysodon aequifasciatus Pellegrin, 1904) realizados em ambiente controlado
(WEN et al., 2018?% WEN et al., 2018b).

A frequéncia de ocorréncia de microplasticos no trato gastrointestinal de peixes
estuarinos amazonicos é elevada, representando 30% de todas as espécies analisadas
(PEGADO et al., 2018). Para Andrade et al. (2019) embora tenham examinado o contetdo
estomacal de espécies apenas da familia Serrasalmidae, houve registro de que a frequéncia de
ocorréncia desse poluente também é elevada. Ambos os estudos ressaltam que a presenca de

microplastico na ictiofauna podem estar impactando as populacdes da regido amazénica.

1.6 Considerac0es finais: risco de contaminacgao no caranguejo Dilocarcinus pagei

Dilocarcinus pagei é uma espécie de caranguejo endémicas da América do Sul
tropical apresentando ampla distribuicio geogréafica (MAGALHAES et al., 2005). Na regi&o
amazonica, ocorre tipicamente nas areas de varzea dos rios e lagos, em remansos e em areas
pantanosas, desenvolvendo-se muito bem em &guas lénticas, principalmente nos sistemas
hidricos de agua branca, onde ¢é frequentemente encontrada associada a vegetacdo aquética
(MAGALHAES, 2016).

Esta espécie de braquidro se adapta em regifes proximas as areas urbanizadas, onde
foi provavelmente introduzida por agdes antrépicas, como no reservatorio da represa
hidrelétrica de Marimbondo-Furnas, no Rio Grande (Estado de S&o Paulo) (MAGALHAES,
2016) e Bacia do Alto Rio Parana (MAGALHAES et al., 2005). No entanto, ndo existem
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registros de contaminacdo, nem sobre os possiveis efeitos da presenca dos microplasticos

nesta espécie.

Todavia, essas particulas de microplasticos vém sendo encontradas em grande
variedade e quantidade em ambientes de agua doce em todo o mundo, incluindo lagos e rios,
com exposicao cada vez mais frequente dos organismos aquaticos (HORTON et al., 2017b).
Dependendo do tamanho da particula e dos tracos fisiologicos e comportamentais do
organismo, ha uma oportunidade para a ingestdo desse poluente por animais invertebrados
(HORTON et al., 2017b). Estudos que avaliem os riscos de contaminagdo nesta espécie de
crustaceo sdo importantes, tendo em vista que esse problema pode trazer consequéncias ja
observadas em outros organismos, como notaveis alteracGes histologicas e respostas
inflamatérias em nivel celular (VON MOOS et al, 2012), alteracbes nas funcdes
ecofisioldgicas (BROWNE et al., 2013), estresse fisiolégico (ROCHMAN et al., 2013),
reducdo da alimentagdo combinada com esgotamento das reservas de energia e falso
saciamento (WRIGHT et al., 2013). Assim, o presente estudo traz informacgdes importantes
sobre os efeitos no crescimento e sobrevivéncia que possam ocorrer a partir da ingestdo de
microplasticos e a funcdo do caranguejo Dilocarcinus pagei em relagdo a fragmentagdo desse

poluente.
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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a ingestdo de microplastico, local de retencéo e a
probabilidade de fragmentacéo durante a digestdo. Para verificar o consumo de microplasticos
em diferentes tamanhos e concentracdes, os animais foram acondicionados em caixas
plasticas individualmente. Em meédia, 0,5 g de racdo de origem animal balanceada foi
disponibilizada durante um periodo de 5 dias misturado ao microplastico. Duas concentracoes
(0,5 % e 1 %) e duas classes de tamanho (0,5 e 1 mm) de microplastico foram testadas. Os
animais foram agrupados em macho e fémea e juvenis. Para avaliar o local de retencdo das
particulas e a capacidade de fragmentacdo, os caranguejos foram submetidos a ensaios
alimentares com duracdo de 6 h. Para cada animal foi adicionado 0,5 % de microplastico de
0,5 mm misturado a 0,5 g de racdo. Ap6s uma Unica oferta de alimento, a cada 2 h, 5 animais
de cada unidade experimental foram sacrificados. Fragmentos encontrados apds a ingestdo
foram medidos, para o célculo da diferenca do tamanho médio da particula inicial e final
encontradas ap6s ingestdo. Ndo houve diferenca significativa quando comparado a quantidade
de alimento consumido entre macho e fémea e entre e adultos e juvenis. O consumo de
alimento diminuiu com aumento da concentracdo e com o aumento do tamanho das particulas
plasticas, mas somente na condicdo de 1 % de microplastico na racdo houve alteracdo
estatisticamente distinta dos demais tratamentos. Um total de 164 fragmentos foram
encontrados no estomago, 170 no intestino, 149 nas fezes e 69 na camara branquial. N&o
houve diferenca estatistica quando comparadas as médias do tamanho dos fragmentos entre
adultos e juvenis e macho e fémea. Quando comparado média dos tamanhos da amostra de
controle com a média dos fragmentos encontrados na cdmara branquial, estbmago, intestino e
fezes, esta foi maior que as demais, com excecdo da camara branquial. Os fragmentos
encontrados nas fezes foram estatisticamente menores que aqueles encontrados no estdmago e
na camara branquial. A média de tamanho dos microplésticos foi maior na amostra de
controle, e quando comparada entre os periodos em que foram coletados, a mesma diferiu
significativamente dos fragmentos coletados apds 4 h e 6 h, enquanto que os fragmentos
encontrados apds 2h diferiram apenas daqueles encontrados apds 6h de experimento. Conclui-
se gque o caranguejo Dilocarcinus pagei é capaz de fragmentar os microplasticos ingeridos
com o alimento, ocorrendo acumulo em diferentes partes do corpo (estdmago, intestino e
camara branquial) e apds 6h, esses fragmentos sdo eliminados pelas fezes com um tamanho
menor que aquele ingerido.

Palavra-chave: Polietileno, Crustacea, Fragmentos, Plastico.
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ABSTRACT

The present study aims to evaluate microplastic intake, retention site and the probability of
fragmentation during digestion. To verify the consumption of microplastics in different sizes
and concentrations, the animals were individually wrapped in plastic boxes. On average, 0.5 ¢
of balanced animal feed was made available over a 5 day period mixed with the microplastic.
Two concentrations (0.5% and 1%) and two size classes (0.5 and 1 mm) of microplastic were
tested. The animals were grouped in male and female and juveniles. To evaluate the particle
retention site and fragmentation capacity, the crabs were subjected to 6 h food trials. To each
animal was added 0.5% of 0.5 mm microplastic mixed with 0.5 g of feed. After a single food
supply, every 2 h, 5 animals from each experimental unit were sacrificed. Fragments found
after ingestion were measured to calculate the difference in mean initial and final particle size
found after ingestion. There was no significant difference when compared to the amount of
food consumed between male and female and between adults and juveniles. Food
consumption decreased with increasing concentration and with increasing size of plastic
particles, but only in the condition of 1% microplastic in the diet there was a statistically
distinct change from other treatments. A total of 164 fragments were found in the stomach,
170 in the gut, 149 in the feces and 69 in the gill chamber. There was no statistical difference
when comparing the mean fragment size between adults and juveniles and male and female.
When compared the average of the control sample sizes with the average of the fragments
found in the gill chamber, stomach, intestine and feces, it was larger than the others, except
for the gill chamber. The fragments found in the feces were statistically smaller than those
found in the stomach and gill chamber. The average size of the microplastics was larger in the
control sample, and when compared between the periods in which they were collected, it
differed significantly from fragments collected after 4 h and 6 h, while fragments found after
2h differed only from those found after 6h of experiment. It is concluded that the
Dilocarcinus pagei crab is capable of fragmenting the microplastics ingested with the food,
accumulating in different parts of the body (stomach, intestine and gill chamber) and after 6h,
these fragments are eliminated by faeces smaller than the size ingested.

Keywords: Polyethylene, Crustacea, Fragments, Plastic



36

1 INTRODUCAO

A pesquisa sobre polui¢do por plasticos em &gua doce é um campo relativamente novo
e a maioria dos esforgos tem sido realizada em paises industrializados da Europa e da
Ameérica do Norte (LEBRETON et al., 2017). Esses estudos revelam que 0s microplasticos
estdo presentes em lagos (FAURE et al., 2012; ERIKSEN et al., 2013; FREE et al., 2014;
FISCHER et al., 2016; BLETTLER et al., 2017; SIGHICELLI et al., 2018) e rios, (RECH et
al., 2014; EERKES-MEDRANO et al., 2015; RECH et al., 2015; HORTON et al., 20173;) e
podem ser ingeridos pela fauna aquatica dulcicola (IMHOF et al., 2013; SANCHEZ et al.,
2014).

O pequeno tamanho dos microplasticos facilitam a ingestdo por uma variedade de
taxons, iniciando por organismos menores como o zooplancton (DESFORGES et al., 2015,
COLE et al.,, 2013), moluscos (AVIO et al.,, 2015, BROWNE et al.,, 2008), aves
(AMELINEAU et al., 2016), peixes (LUSHER et al., 2013; NELMS et al., 2018) e mamiferos
marinhos (LUSHER et al., 2015; NELMS et al., 2018). Mesmo com varios estudos recentes,
poucas informacdes estdo disponiveis sobre os efeitos desses fragmentos nos crustaceos e a

funcdo desses organismos na fragmentacdo desse poluente.

A ingestdo e os efeitos desses microplasticos ja foram relatados em crustaceos
decapodes. Farrell e Nelson (2013) identificaram fragmentos de microplasticos no intestino
do caranguejo de costdo rochoso Carcinus maenas (Linnaeus, 1758), adquiridos por ingestéo
indireta de mexilhdes (Mytilus edulis Linnaeus, 1758). Watts et al. (2014) mostraram que essa
espécie de caranguejo ndo sO ingere os microplasticos juntamente com os alimentos, mas
também acumulam particulas na cavidade branquial, podendo causar prejuizos ao animal. Nos
estudos de Watts et al. (2016), seus resultados ilustram a extensdo dos efeitos e resiliéncia
fisiologicas em relagdo a manutencdo da funcdo osmorregulatéria e respiratoria apos
exposicdo aguda tanto a plasticos antropogénicos como de particulas naturais no caranguejo
Carcinus maenas. A ocorréncia de detritos plasticos também foi detectada no estbmago do
caranguejo estuarino Eriocheir sinensis H. Milne Edwards, 1853 por Wojcik-Fudalewska,

Normant-Saremba e Anastacio (2016).

A familia Trichodactylidae é composta por cerca de 50 espécies semiterrestres,
distribuidos nas Americas Central e do Sul, desde o sul do México até a Argentina (YEO et
al., 2008; MAGALHAES et al., 2016). Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861, é uma espécie
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abundante na regido amazonica, ocorre tipicamente nas &reas de varzea dos rios e lagos dos
sistemas hidricos de &gua branca, onde € frequentemente encontrada associada & vegetacao
aquatica, em remansos e em areas pantanosas, desenvolvendo-se muito bem em aguas Iénticas
(MAGALHAES, 2016). N4o ha ainda registros sobre a contaminacao, nem sobre 0s possiveis
efeitos da presenca dos microplésticos em ambientes de 4gua doce nesta espécie, apesar de ser
comumente encontrada proxima a &reas urbanas em todo o territorio brasileiro. Com a
frequente ocorréncia dessas particulas de microplasticos em grande variedade e quantidade
em ambientes de dgua doce em todo o mundo, incluindo lagos e rios, é importante verificar a
exposicao e os efeitos nos organismos aquéaticos. Dependendo do tamanho da particula e dos
tracos fisiologicos e comportamentais do organismo, ha uma oportunidade para a ingestdo
dessas particulas por animais invertebrados (HORTON et al., 2017b). Desta forma, torna-se
importante a realizacdo de trabalhos para verificar os efeitos dessa contaminacdo, pois ja
existem registros de consequéncias negativas como: de alteracdes histologicas e respostas
inflamatorias a nivel celular (VON MOQOS et al., 2012), alteracdes nas fun¢des ecofisioldgicas
(BROWNE et al., 2013), estresse fisioldgico (ROCHMAN et al., 2013), reducdo da
alimentacdo, com esgotamento das reservas de energia e falso saciamento (WRIGHT et al.,
2013). Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a ingestdo de microplastico, local
de retencédo e a fragmentacdo deste material usando como modelo exemplares do caranguejo

Dilocarcinus pagei capturados em érea de varzea amazonica.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no municipio de Itacoatiara (AM), no Instituto de
Ciéncias Exatas e Tecnologias-ICET/UFAM, durante os anos de 2018 e 2019 e os animais
utilizados foram capturados em uma area de varzea denominada Poranga (03°07°11,4” S -
58°27°13,0” W). As coletas foram desenvolvidas de acordo com a legislagdo brasileira, com
autorizacgdo do Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade (ICMBio/SISBIO-

NuUmero da autorizacao: 62670).

2.1 Coleta do caranguejo

As coletas foram realizadas no més de agosto de 2018, com captura de machos e
fémeas de diferentes tamanhos. Em laboratério os caranguejos foram identificados quanto a
espécies de acordo com as caracteristicas morfoldgicas descritas por Magalhaes (2003). Os
exemplares foram separados por sexo e mensurados quanto a largura do cefalotérax (LC) com
auxilio de um paquimetro de precisdo 0,05 mm e pesados em uma balanca semi-analitica
digital (0,001 g).

Para a definicdo das categorias de animais adultos e juvenis adotou-se a LC proposta
por Davanso et al. (2016) para esta espécie, que foi de 28,7 mm de inicio maturidade sexual

morfoldgica para machos e 24,2 mm para fémeas, respectivamente.

2.2 Obtencdo do microplastico

As particulas de microplastico utilizadas para todos os experimentos foram
provenientes de sacolas plasticas brancas de polietileno fragmentadas manualmente com
auxilio de tesoura. Os fragmentos formados foram submetidos ao conjunto de peneiras para
padronizacdo do tamanho. Duas concentracdes (0,5 % e 1 %) e duas classes de tamanho de
microplastico (0,5 mm e 1 mm) foram testadas, de forma que os animais ndo detectassem a

presenca dos plésticos junto ao alimento oferecido. As particulas de microplastico



39

padronizadas por tamanho foram incorporadas a racdo de peixe comercial (35 % proteina

bruta) para serem posteriormente fornecidas aos animais.

2.3 Consumo de micropléastico de diferentes tamanhos e concentracdes

Para verificar o consumo de microplasticos em diferentes tamanhos e concentracdes,
um total de 150 animais foram utilizados e separados entre machos e fémeas, adultos e
juvenis que foram distribuidos em unidades experimentais composta por 10 animais e
colocados em caixas plasticas individuais (14x37x34 cm). Um grupo controle foi alimentado

com racdo sem adi¢cdo de microplastico.

Alimentos com peso médio de 0,5 g de racdo padronizados foram disponibilizados aos
animais por um periodo de 6 h, com incorporacdo dos microplasticos de acordo com cada
tratamento. No momento da alimentacao a agua era totalmente drenada para que ndo houvesse
decomposicdo da racdo e separacdo das particulas de microplasticos na caixa. Apés 6 h da
disposicao do alimento, os restos de racdo eram removidos para afericdo do consumo (total ou

parcial) com base na diferenca do peso inicial e final. Esse experimento durou 5 dias.

2.4 Local de retencéo e fragmentacao do micropléastico

Para avaliar o local de retencdo das particulas e a capacidade de fragmentacdo, os
caranguejos foram submetidos a ensaios alimentares com duracdo de 6 h. Os animais foram

acondicionados individualmente em caixas semelhantes as utilizadas anteriormente.

Foram utilizados um total de 135 animais entre machos e fémeas de ambas as
categorias (adultos e juvenis), separados em unidades experimentais contendo 15 animais,
distribuidos de acordo com os tempos (2, 4 e 6 h) apds a ingestdo em que seriam sacrificados,
com a finalidade de verificar a quantidade de plastico em cada estrutura morfoldgica do trato
digestivo (estdmago e intestino). A cadmara branquial e as fezes também foram coletadas e

separadas para a analise dos fragmentos.

Os alimentos ofertados foram padronizados na concentragdo de 0,5 % de
microplastico de 0,5 mm de tamanho. Os fragmentos foram incorporados a 0,5 g de racdo

para cada animal. Ap6s uma unica oferta de alimento, a cada 2 h, um total de 5 animais
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selecionados aleatoriamente de cada unidade experimental foram sacrificados para anélise da
localizacdo dos microplasticos e a extenséo dentro do trato digestivo. Todos os fragmentos de
microplasticos encontrados no estdmago, intestino, fezes e na cadmara branquial foram
separados e quantificados com auxilio de um estereomicroscopio e colocados em microtubos

para posterior analise quimica e mensuragao.

A fragmentacdo foi analisada pela diferenca do tamanho médio dos fragmentos de
microplasticos ofertados inicialmente (proximos a 0,5 mm) e daqueles encontrados apés a
ingestdo. Os fragmentos de microplasticos de tamanho 0,5 mm, ndo eram totalmente
uniformes e por isso, foi calculado o comprimento e largura médio para determinar a area
(mm?) desses fragmentos que foram adicionados & racdo. Os microplasticos ofertados
inicialmente foram considerados como controle e um total de 150 desses fragmentos foram
mensurados para efeito de comparacdo. O comprimento e largura dos fragmentos ingeridos e
coletados de cada animal foram mensurados com uso de um sistema de anélise de imagem
(Moticam 2300 3.0M Pixel) acoplado ao estereomicroscopio (0,01 mm). Os dados desses
fragmentos de microplasticos foram separados e identificados por partes (estbmago, intestino,

fezes e camara branquial).

2.5 Microscopia eletrénica de varredura MEV

Os fragmentos de microplasticos obtidos no processo digestivo de Dilocarcinus pagei
foram também analisados por imagem de microscopia eletrénica de varredura (MEV) através
de um equipamento FEG-SEM JEOL JSM - 7401F da Central Analitica do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP) para identificar se houve algum inicio de acéo
fisica e/ou quimica nas bordas dos fragmentos durante a digestdo junto com o alimento
oferecido. As amostras foram acondicionadas em porta amostras contendo uma fita condutora

de Cu e recobertos com Au pela técnica de pulverizacao catddica (sputtering).

2.6 Espectroscopia vibracional Raman

A analise espectroscépica Raman foi também empregada no presente estudo. Apenas
com o uso de imagens se torna dificil a confirmagéo da identificacdo do fragmento pléastico,
pois esses materiais organicos tendem a se deformar ao passar pelo sistema digestivo, muitas

vezes se tornando muito diferente da forma original.
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Os espectros Raman foram obtidos a partir dos fragmentos de microplasticos antes de
incorporar a ragdo (utilizado como padréo) e comparados com aqueles que foram removidos
do conteudo estomacal, intestinal, fezes e camara branquial. Todas as medidas de SERS
foram realizadas em Espectrémetro Raman Confocal Horiba Jobin Yvon T64000 de alta
resolucéo espectral e espacial em configuracdo de microscépio, com ondas de excitacdo de
633 nm, tempo de exposicdo de 1 s e lente objetiva de amplificacdo 10 vezes. A éarea de

mapeamento foi de 1,50 um % 1,50 pm.

2.7 Andlises estatisticas

As médias de consumo obtidas com base na diferenca entre o peso final e inicial do
alimento e o tamanho dos fragmentos encontrados ap6s ingestdo foram submetidas ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, indicando que os dados ndo apresentavam distribuicéo

normal e por isso, optou-se por testes ndo parametricos.

As médias de consumo (g) de alimento foi comparado entre machos e fémeas e entre
adultos e juvenis por meio do teste de Mann-Whitney. Para comparacdo entre as
concentracdes (0,5 % e 1 %) e o controle e entre os tamanhos (1 mm e 0,5 mm) e controle foi

utilizado teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Foi utilizado o teste Qui-Quadrado em tabela de contingéncia para comparar a
porcentagem de fragmentos de microplasticos coletadas ente machos e fémeas, adultos e
juvenis, entre locais de retengdo (estbmago, intestino, fezes e camara branquial) e entre os
tempos apds ingestdo (2 h, 4 h, e 6 h). Para comparar os tamanhos (mm?) dos fragmentos de
microplasticos obtidos entre machos e fémeas e entre adultos e juvenis foi utilizado o teste de
Mann-Whitney. Para comparar o tamanhos dos fragmentos encontrados em cada parte
corporea com controle foi usado o teste de Kruskal-Wallis, seguindo 0 mesmo procedimento
para comparar o tamanho dos fragmentos encontrados em cada horario apos alimentagéo (2 h,
4 h e 6 h) e o controle. Para todas as analises, foi adotado um nivel de significancia 5 % (p
<0,05) e realizadas através software STATISTICA®.
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3 RESULTADOS

3.1 Consumo de microplastico em diferentes tamanhos e concentracoes

O consumo de racdo ndo apresentou diferenca significativa (Z= -0,1309; P= 0,8957)
qguando comparada a quantidade ingerida por machos e fémeas totais (Figura 1A) e na
comparacéo entre e adultos e juvenis totais (Z=0,3568; P=0,7212) (Figura 1B).

O consumo de alimento diminuiu com aumento da concentracdo dos fragmentos de
microplasticos (H= 58,899; GL= 2; P= 0,0000) (Figura 1C), mostrando um padrdo para todos
animais utilizados no presente estudo.

O consumo de alimento entre os tamanho dos fragmentos de microplastico ofertados
apresentou diferenca apenas nas particulas maiores indicando um menor consumo para 0
tamanho de 1 mm (H= 83,48; GL= 2; P=0,0000) (Figura 1D).
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FIGURA 1 - Média e desvio padrdo expresso em peso (g) de alimento consumido por Dilocarcinus pagei (A)
comparacdo entre machos e fémeas; (B) comparacdo entre adultos e juvenis; (C) comparacdo entre as
concentragdes de microplasticos adicionados a ragao (controle, 0,5 % e 1 %); (D) comparacao entre os diferentes
tamanhos de fragmentos de microplasticos (controle, 0,5 mm e 1 mm). Colunas seguidas por uma mesma letra
ndo diferem entre si (p>0,05) (Fig. 1A e 1B Mann-Whitney; Fig. 1C e 1D Kruskal-Wallis).
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3.2 Local de retencdo e fragmentacao do microplastico

Vaérios fragmentos de microplasticos foram encontrados, nas fémeas foi obtida a maior
quantidade 196 (53,7 %) e nos machos 169 (33,9 %) do total de 365, mas ndo diferiram
estatisticamente (X?= 1,332; GL= 1; P= 0,2757). Nos caranguejos adultos a quantidade
encontrada 365 (66,1 %) foi estatisticamente maior que a dos juvenis 187 (33,9 %) (X?=
38,71; GL=1; P<0,0001).

Os fragmentos totais encontrados nas partes corporeas de Dilocarcinus pagei apos a
ingestdo, distribuidos da seguinte forma: 164 (29,7 %) no estbmago; 170 (30,8 %) no
intestino, 149 (27 %) nas fezes e 69 (12,5 %) na camara branquial, diferindo estatisticamente
entre si (X?= 40,807; GL= 3; P< 0,0001). Com relagdo ao tempo apos ingestdo, em 2 h foram
encontrados 165 (29,9 %) fragmentos, em 4 h 206 (37,3 %) e apds 6 h 181 (32,8), no entanto,
n&do houve diferenga significativa na comparagdo (X?= 3,463; GL=2; P=0,177).

Além de revelar o local que estas particulas percorreram, observou-se que, em 6 h de
alimentacdo, ndo foi possivel que os caranguejos se livrassem de todo o micropléstico
ingerido, tendo em vista que em 6 h de experimento, 49,17 % dos fragmentos coletados
estavam dentro do sistema gastrointestinal do animal, 28,73 % nas fezes e 22,10 % estavam
na cavidade branquial (X=15,63; GL= 2; P=0,0004).

Com relagdo ao tamanho médio dos fragmentos de microplasticos encontrados nas
partes corporeas, ndao houve diferenca estatistica entre machos e fémeas (Z= 0,6443; P=
0,5444) (Figura 2A) e na comparacdo de adultos e juvenis (Z= -1,8336; P= 0,0667) (Figura
2B).

A fragmentacdo considerada com base na diferenca entre o tamanho dos fragmentos
de microplasticos ofertados (controle) e os ingeridos encontrados no estdmago (E), intestino
() e fezes (F) apresentou diferencga significativa (H= 42,657; GL= 4; P= 0,0000) (Figura 2C),
indicando uma reducdo de tamanho conforme a passagem pelo trato digestivo. Apenas 0s
fragmentos encontrados na camara branquial (CB) ndo apresentaram diferenca de tamanho

com os do controle.

A média de tamanho dos fragmentos de microplastico foi maior nas amostras de
controle e apresentou um padréo de reducdo de tamanho conforme o tempo de permanéncia

no trato digestivo de Dilocarcinus pagei. Os fragmentos de microplasticos apresentaram



44

diferenga significativa na reducdo do tamanho somente apds 4 h de digestdo (H= 41,966; GL=
3; P=0,0000) (Figura 2D).
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FIGURA 2 - Médias e desvio padrdo do tamanho dos fragmentos de microplasticos (mm?) ingeridos por
Dilocarcinus pagei. (A) Comparacdo entre de machos e fémeas. (B) Comparagdo entre adultos e juvenis. (C)
Comparacdo entre as partes corpdreas (C=controle, CB= camara branquial, E= estbmago, I= intestino e F=
fezes). (D) Comparagdo entre os intervalos de coleta 2, 4 e 6 h. Colunas seguidas por uma mesma letra ndo
diferem entre si (p>0,05) (Fig. 2A e 2B Mann-Whitney; Fig. 2C e 2D Kruskal-Wallis).

3.3 Espectroscopia vibracional Raman

Os microplasticos encontrados nas partes corpéreas de Dilocarcinus pagei foram
submetidos a analise pela técnica de espectroscopia vibracional Raman com intuito de
identificar se os fragmentos analisados realmente eram oriundos dos microplésticos
oferecidos e sdo mostrados na Figura 3. A amostra de polietileno padréo possui um conjunto
de sinais concentrados no intervalo de nimero de onda entre 1000 e 3000 cm™ e estdo
associados as ligacbes C-C e C-H presentes na amostra (GALL et al., 1972). Na regido de

menor ndmero de onda (1062 e 1132 cm™) encontram-se 0s estiramentos antissimétricos e
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simétricos das ligagbes C-C do esqueleto orgénico, enquanto que na regido de nimero de
onda mais elevado (2842 e 2882 cm™) aparecem os estiramentos simétricos e assimétricos da
porcdo H-C-H da macromolécula. Na porc¢édo intermediaria de nimero de onda (1295, 1412,
1441 e 1463 cm™) estdo presentes outros modos vibracionais dos grupos -CHz: twisting
(torcéo), wagging (balanco), bending (deformac&o angular) e rocking (rotacdo) (GALL et al.,
1972; SATO et al., 2002).
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FIGURA 3 - Espectros Raman da amostra padrdo de fragmentos de microplasticos de polietileno oriundo de
sacolas plasticas de cor branca e amostras dos fragmentos encontradas no estdbmago, intestino e fezes de
Dilocarcinus pagei durante os experimentos.

Os fragmentos observados pela microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
evidenciaram os efeitos fisicos e/ou quimicos causados nos microplasticos apds passagens

pelo estdmago (Figura 4-B), intestino (Figura 4-C) e fezes (Figura 4-D) ao ser comparado as
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imagens dos fragmentos antes de serem ingeridos (Figura 4-A). As imagens de fragmentos
coletados em diferentes porgdes revelam pequenas fragmentacoes e dobras nas bordas.

7~

IQ-USP LEI 3.0kv X100 100pm WD 20.7mm S OkV X500 10pm WD 15.0mm
- o x

. p

LEI 3.0KkV X100 1004 A LEI 3.0kv X500 10um WD 13.9mm

C

{ i

7
i S
1Q-UspP LEI 3.0kV X100 100um WD 201 IQ-UsSP LEI 3.0kV X500 10[“1]_ WD 13.9mm

D

1Q-USP LEI 5.0kV X100 100pum WD 15.1mm 1Q-UsP 3.0kV X500 1flrm_\- WD 12.7mm

FIGURA 4 - Imagens dos fragmentos ingeridos e coletados de Dilocarcinus pagei, obtidos por meio de
microscopia eletr6nica de varredura (MEV). (A) microplasticos antes da ingestao, (B)coletados no estomago, (C)
coletados no intestino e (D) coletados nas fezes.
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4 DISCUSSAO

Os espécimes de Dilocarcinus pagei utilizados nos experimentos foram capazes de
ingerir os fragmentos de microplasticos de 0,5 a 1 mm, em concentracdo de 0,5 a 1 %, durante
os 5 dias de experimento, indicando que estes individuos ndo foram capazes de discriminar
totalmente e separar os fragmentos de microplasticos incorporados a ragdo. Esse padrao de
ingestdo com baixa seletividade corrobora estudos anteriores envolvendo crustaceos marinhos
e estuarinos, onde a ingestdo de micropléastico em laboratorio também foi observada nos
caranguejos Carcinus maenas (FARRELL; NELSON, 2013; WATTS et al., 2014; WATTS et
al., 2016), Minuca rapax (Smith, 1870) por Brennecke et al. (2015), Necora puber (Linnaeus,
1767) por Crooks, Parker e Pernetta (2019) e na lagosta Nephrops norvegicus (Linnaeus,
1758) por Murray e Cowe (2011). Dada a similaridade entre os espectros do fragmento de
microplastico padrdo e aqueles coletados em diferentes porcbes apds ingestdo pelos
caranguejos Dilocarcinus pagei, conclui-se que todos os microplasticos coletados se referem

ao polietileno disponibilizado inicialmente.

Os fragmentos de microplasticos utilizados neste trabalho foram de polietileno de cor
branca, oriundo de sacola plastica comumente usada no comércio da regido. Este material é
considerado um dos polimeros mais abundantes no meio ambiente (WAGNER et al., 2014). O
polietileno de baixa densidade, quando entra no ecossistema aquatico, apresenta maior
probabilidade de flutuar e permanecer na coluna d"agua, podendo ficar aderido aos bancos de
macrofitas e exposto as condi¢cdes ambientais como a radiacdo solar e iniciar o processo de
fragmentacdo nesse local. O caranguejo Dilocarcinus pagei é uma espécie onivora
comumente encontrada associada a vegetacdo aquatica (MAGALHAES, 2016) e pode ser
exposta a contaminacdo desses fragmentos de microplasticos, pois se alimenta de itens de
origem animal e vegetal (WILLINER; COLLINS, 2002).

O caranguejo Dilocarcinus pagei apresentou uma pequena deteccao pela presenca dos
fragmentos de microplasticos. O tamanho e a concentracdo desses fragmentos influenciaram
nas taxas de consumo. No ambiente natural, dificilmente essa espécie iria consumir alimentos
com presenca de microplasticos maiores que 1 mm e que muitas vezes a preferéncia alimentar
pode induzir a maior ingestdo de microplastico. Cole et al. (2013) observou que a presenca de
algas promoveu a maior contaminacdo de microplasticos nos copépodes Acartia clausi

Giesbrecht, 1889, que sé ingeriam os microplasticos na presenca de algas.
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De acordo com os experimentos de Watts et al. (2015) com o lagostim Nephrops
norvegicus, o microplastico foi disponibilizado incorporado a carne de peixe, semelhantes ao
realizado no presente estudo, porém, com o uso de racdo de peixe. Watts et al. (2015)
verificaram uma reducédo no consumo proporcional ao aumento da concentracéo e do tamanho
das particulas de micropléstico, padrdo similar ao observado para Dilocarcinus pagei. Esses
autores explicam que o maior tamanho e quantidade de microplasticos tornam o alimento
desagradavel, pois a presenca dos fragmentos de microplasticos agem como fibras rigidas,

causando a diminuicdo do consumo.

No presente estudo ndo foi verificado nenhuma mortalidade durante o experimento,
mesmo com a ingestdo dos fragmentos de microplasticos de diversos tamanhos e
concentracdes. Para o camardo Palaemonetes pugio (Holthuis, 1949) estudado por Gray e
Weinstein (2017), observou-se que em apenas 3 h de exposicdo aos fragmentos de
microplésticos, a mortalidade dos camardes variou de 0 % a 55 %, mostrando que existe uma
variacdo de sensibilidade em relacdo a presenca desses materiais. Em outro experimento com
0 molusco Perna viridis (Linnaeus, 1758) exposto a diversas concentracdes de microplastico
durante 91 dias, houve reducdo na sobrevivéncia com o aumento da abundéncia das
microparticulas (RIST et al., 2016). Os organismos predominantemente aquaticos aparentam
ser mais susceptiveis quanto a sobrevivéncia na presenca dos fragmentos de microplasticos,
pois podem prejudicar a respiracdo branquial. O caranguejo Dilocarcinus pagei € uma espécie
semiterrestre adaptada aos periodos de seca e cheia nas regides de varzea amazbnica
(MAGALHAES, 2016) e por isso, pode ser mais resistente & presenca de fragmentos de

microplasticos quando comparado aos organismos exclusivamente aquaticos.

A presenca de particulas nas cdmaras branquiais indica que o tamanho do
micropléstico utilizado pode facilmente entrar no sistema de ventilagcdo destes animais caso
ndo sejam ingeridas e estejam flutuando préximo ao seu corpo. Assim, além da ingestdo por
meio da alimentacdo, a ventilagdo pode ser considerada como uma via de absorcdo de
microplasticos pela espécie assim como visto para C. maenas (WATTS et al., 2014; WATTS
et al., 2016) e para Palaemonetes pugio (GRAY; WEINSTEIN, 2017). Isto porque o0s
caranguejos bombeiam agua sobre suas branquias para consumo de oxigénio e os fragmentos
de microplasticos podem ficar alojados durante esse processo (WATTS et al., 2014). Néo
existem estudos que relatem um possivel efeito destas particulas retidas nesta regido para esta

especie Dilocarcinus pagei, no entanto, para C. maenas foi visto que a inalagcdo aguda de
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microesferas de poliestireno nas camaras branquiais leva a uma pequena alteragdo no

consumo de oxigénio e na regulagdo de ions (WATTS et al., 2016).

Os caranguejos vivem em ambientes aquaticos, onde sdo expostos a muitos
organismos microbianos incrustantes e apresentam o comportamento de limpeza das suas
branquias frequentemente (BAUER, 1989), o que favorece a ajuda-los na remocdo dos
microplasticos e outras impurezas. No presente estudo a menor quantidade de fragmentos de
microplasticos foram encontrados nas branquias e tal fato pode ser decorrente da inalacéo
acidental, pois os fragmentos apresentavam o tamanho similar ao que foram adicionados a

racao.

O processo digestivo do caranguejo Dilocarcinus pagei contribuiu para a reducdo do
tamanho dos fragmentos de microplasticos ap6s 6 h de ingestdo. Particulas ingeridas foram
encontradas no estbmago, intestino, fezes e camara branquial, com resultado similar ao
observado para outros crustaceos. Watts et al. (2014) observaram que 0s microplasticos
ingeridos foram retidos nos tecidos corporais dos caranguejos por até 14 dias ap0s a ingestdo
e até 21 dias apds a respiracdo pelas branquias. O caranguejo Dilocarcinus pagei apresentou
49,17 % de fragmentos de microplasticos ingeridos junto com a ragdo apds 6 h, o que indica

uma rapida eliminacdo quando comparado com o caranguejo marinho Carcinus maenas.

As maiores quantidades de particulas foram encontradas no estdmago e intestino de
Dilocarcinus pagei. O estbmago de todos os animais acumulou 29,7 % das particulas
encontradas nas primeiras 2 h apds a ingestdo e corroboram os resultados observados por
Farrel e Nelson (2013), com as particulas de 5 mm de diametro encontradas em maior

quantidade no estdmago.

No intestino de Dilocarcinus pagei foi encontrado 30,8 % dos fragmentos de
microplasticos apos um periodo de 6 h da ingestéo e a presenca nesse local pode causar danos
ao animal, como ja relatado em outras literaturas. De acordo com Yu et al. (2018), as
concentragfes sdo mais altas no intestino, porque os fragmentos de microplasticos ndo foram
digeridos no estbmago e o intestino é considerado uma regido de absor¢édo de nutrientes onde
naturalmente os alimentos permanecem por mais tempo. Crooks, Parker e Pernetta (2019)
descreveram o mesmo padréo para Necora puber, que também apresentou o maior nimero de
particulas retidas no intestino, no entanto, essa maior quantidade foi observada apos 1 h de
consumo. Além disso, o tempo de retencdo intestinal de microplastico pode induzir a falsa

saciedade, tempos de alimentacdo reduzidos e estimulacdo de uma resposta inflamatoria no
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intestino (WRIGHT et al., 2013; GRAY; WEINSTEIN, 2017; WOJCIK-FUDALEWSKA,;
NORMANT-SAREMBA; ANASTACIO, 2016).

O caranguejo Dilocarcinus pagei foi capaz de diminuir o tamanho dos fragmentos de
microplasticos ingeridos apds 4 h de alimentacdo devido a presenca desse material no
intestino e nas fezes terem um tamanho menor que aquele anterior a ingestdo. A capacidade
de fragmentar e diminuir o microplastico ndo é novidade entre crustaceos, uma vez que
existem relatos para a espécie Euphausia superba Dana, 1850 que se mostrou capaz de alterar
o tamanho fisico dos microplasticos ingeridos (31,5 um) em pedagos com menos de 1 um de
didmetro (DAWSON et al., 2018). Em C. maenas, as microfibras de polipropileno foram
alteradas significativamente por sua passagem pelo intestino anterior, sendo excretadas com

tamanho e comprimento total menor do que antes da ingestdo (WATTS et al., 2015).

A fragmentacdo dos microplasticos pelo caranguejo Dilocarcinus pagei pode ser
explicada pela morfologia e funcionamento de seu sistema digestivo, tendo em vista que a
alimentacdo de caranguejos é um processo complexo que envolve acgdes integradas de
estruturas internas e externas que finalmente culminam na absor¢do de nutrientes. Uma
avaliacdo morfoldgica em Trichodactylus borellianus (Nobili, 1896), um caranguejo onivoro
representante da mesma familia de D. pagei revelou que este apresenta mandibulas que tem
funcdo de corte, auxiliando na ancoragem e fragmentacdo dos alimentos. Os fragmentos de
alimentos ingeridos sdo mastigados por um moinho gastrico equipado com cuspides afiadas
(CARVALHO et al., 2017).

Watts et al. (2015) observaram uma diminui¢do no tamanho das particulas ingeridas e
mencionaram que o moinho gastrico dos crustaceos ndo evoluiu para quebrar polimeros
sintéticos flexiveis. Esse mecanismo combinado com a movimentagdo do estdmago cardiaco
pode facilitar a quebra de fibras de microplastico. De acordo com Dawson et al. (2018), o
aumento da fragmentacdo do pléstico observado em condigdes de baixa exposicdo a esse
material sugere que a fragmentacdo digestiva pode ser mais comum no ambiente do que a
registrada na literatura atual. Nos experimentos controlados, a exposi¢cdo dos animais aos
fragmentos de micropléasticos é de altas concentracGes e por isso, a maioria dos trabalhos ndo
registram a reducdo do tamanho dessas particulas (WATTS et al., 2015; YU et al., 2018;
CROOKS; PARKER; PERNETTA, 2019).

Resultados divergentes aos observados no presente estudo quanto a fragmentacdo dos

microplasticos foram observados para a lagosta N. norvegicus, onde ocorreu um enrolamento
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de fibras plésticas no trato digestivo, mencionando que a a¢do de movimentagdo do moinho
gastrico resultou no enrolamento dos fragmentos de microplésticos, causando um aumento do
tamanho das particulas ingeridas e assim, promovendo uma obstrucdo do intestino médio em
direcdo ao intestino posterior (MURRAY; COWIE, 2011). No periodo curto de experimento
n&o foi verificada nenhuma morte associada a esse tipo de situacdo. No entanto, a presenca de
fragmentos de microplasticos nas fezes menores que aqueles ingeridos indica que o
caranguejo Dilocarcinus pagei pode ser considerado um agente decompositor dentro da

cadeia trofica aquatica.

Os fragmentos de microplasticos encontrados nas camaras branquiais de Dilocarcinus
pagei ndo sofreram qualquer tipo de abrasdo mecanica, permanecendo praticamente do
mesmo tamanho no momento em que foram ofertados junto com a racdo. A presenca destes
fragmentos pode ser considerada acidental, pois no momento da ingestdo observou-se que 0s
pequenos fragmentos de microplasticos misturados a racéo ficaram aderidos nos maxilipedes
durante a manipulacdo do alimento. Estes fragmentos de microplasticos aderidos podem ter
entrado na camara branquial junto com o fluxo de agua durante o processo de respiragéo.
Como Dilocarcinus pagei € uma especie comum em &reas de varzeas amazonicas e estdo
expostos aos mais diferentes tipos de materiais inertes na agua (principalmente graos de silte e
argila) e nesse sentido, o sistema de limpeza das brénquias de Dilocarcinus pagei pode
eliminar os fragmentos de microplasticos e ndo afetar o sistema respiratorio, sem causar
problemas para o animal. Tal informac&o pode ser justificada pela a auséncia de mortalidade
dos individuos utilizados nos experimentos, causada pela exposi¢cdo dos fragmentos de
microplasticos. Mais estudos de longa duracdo sdo necessarios para verificar a existéncia de

efeitos negativos durante longos periodos de exposicao.
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5 CONCLUSAO

O caranguejo Dilocarcinus pagei € capaz de fragmentar os microplasticos ingeridos
com o alimento com acumulo em diferentes partes do corpo (estbmago, intestino e camara
branquial) e ap6s 6 h esses fragmentos sdo eliminados pelas fezes com um tamanho menor

que aquele ingerido.
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A presenca de fragmentos de microplasticos de polietileno no
crescimento do caranguejo Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861
(Brachyura, Trichodactylidae)
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RESUMO

O caranguejo Dilocarcinus pagei € uma espécie aquatica comum na regido norte e centro-
oeste do Brasil, encontrado associado a vegetacdo em areas alagadas, préximo a areas urbanas
e consequentemente, exposto aos fragmentos de microplasticos. Investigar os efeitos causados
pela ingestdo de microplastico no crescimento, engorda e sobrevivéncia de juvenis e adultos
de Dilocarcinus pagei sdo importantes para conservagdo da espécie. Para testar os efeitos dos
fragmentos de microplésticos no crescimento e engorda dessa espécie optou-se por
experimentos em laboratério com a adi¢do dessas particulas no alimento fornecido por um
periodo de 90 dias. O primeiro experimento foi desenvolvido para verificar o efeito dos
microplasticos no crescimento de juvenis recém-eclodidos. Dois tipos de alimentos (racdo e
folhas de macrofitas Eichrronia crassipes) foram misturados a microplasticos considerando
0s seguintes tratamentos: (TA) racdo; (TB) racdo mais microplastico; (TC) folha de
macrofitas; (TD) folhas de macroéfitas mais microplastico. A taxa de crescimento foi analisada
pela largura cefalotoracica (LC) registrado a cada 5 dias. O segundo experimento foi feito
para verificar o ganho ou perda de peso em individuos adultos (machos e fémeas). Para isso
foram utilizados dois tamanhos de microplastico (0,5 mm e 1 mm) e duas concentrac@es (0,5
% e 1 %), além da unidade controle sem adicdo de microplastico. O crescimento foi
considerado com base no peso Umido (PE) de cada animal, registrado a cada 2 dias. A taxa de
mortalidade no primeiro experimento ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos e foi de
62,5 % em TA, seguido de 86,1 % em TB e 100 % em TC e TD. Os animais alimentados
somente com racdo permaneceram com médias de tamanho maiores até o 70° dia e ap0s esse
periodo, até 0 90° dia, os animais do T2 apresentaram maior tamanho. A taxa de mortalidade
no segundo experimento foi maior nas fémeas (67,7 £ 24 %) e menor nos machos (57,3 +
25,2 %), mas ndo diferiu estatisticamente. O tratamento do grupo controle apresentou a menor
mortalidade (22,5 = 3,5 %) sendo estatisticamente diferente em comparacdo com oS
tratamentos de concentragdes de 0,5 % (65 * 14,8 %) e de 1 % de microplastico (80 + 00 %)
(P= 0,0001). Com relacdo aos tamanhos de fragmentos de microplasticos, verificou-se
também o mesmo padrdo, com 70 + 15,9 % para os menores (0,5 mm) e 75 £ 10 % para 0s
animais expostos aos fragmentos maiores (1 mm) (P= 0,0001). O tratamento controle foi o
unico onde ndo houve diminui¢do no ganho de peso e diferiu (p< 0,05) dos outros dois
tratamentos contendo 0,5 mm e 1 mm e 0,5 % e 1 % de microplasticos. O caranguejo
Dilocarcinus pagei é sensivel a adicdo de microplastico de diferentes tamanhos e
concentragdes na alimentagdo, apresentando efeitos negativos no crescimento de juvenis,
ganho de peso e sobrevivéncia de adultos.

Palavras-chave: Crustacea, ingestdo, engorda, sobrevivéncia.



61

ABSTRACT

The crab Dilocarcinus pagei is a common aquatic species in northern and central-western
Brazil, found associated with vegetation in flooded areas, close to urban areas and,
consequently, exposed to microplastic fragments. Investigating the effects of microplastic
ingestion on the growth, fattening and survival of juveniles and adults of Dilocarcinus pagei
are important for the conservation of this species. In order to test the effects of microplastic
fragments on growth and fattening of this species, laboratory experiments were carried out
with the addition of these particles to the feed provided for a period of 90 days. The first
experiment was developed to verify the effect of microplastics on the growth of newly
hatched juveniles. Two types of food (ration and leaves of macrophytes Eichrronia crassipes)
were mixed with microplastics considering the following treatments: (TA) ration; (TB) ration
more microplastic; (TC) macrophyte leaf; (TD) macrophyte leaf more microplastic. Growth
rate was analyzed by cephalothoracic width (LC) recorded every 5 days. The second
experiment was performed to verify weight gain or loss in adult individuals (males and
females). Two microplastic sizes (0.5 mm and 1 mm) and two concentrations (0.5 % and 1 %)
were used, as well as the control unit without the addition of microplastic. Growth was
considered based on the wet weight (PE) of each animal, recorded every 2 days. The mortality
rate in the first experiment did not differ statistically between treatments and was 62.5 % in
TA, followed by 86.1 % in TB and 100 % in TC and TD. The animals fed only with food
remained with larger size averages until the 70th day and after this period, until the 90th day,
the T2 animals presented larger size. The mortality rate in the second experiment was higher
in females (67.7 £ 24 %) and lower in males (57.3 £ 25.2 %), but did not differ statistically.
The control group treatment had the lowest mortality (22.5 £ 3.5 %) and was statistically
different compared to the 0.5 % (65 + 14.8 %) and 1% microplastic (80 + 00%) (P = 0.0001).
Regarding the size of microplastic fragments, the same pattern was also found, with 70 + 15.9
% for smaller (0.5 mm) and 75 + 10 % for animals exposed to larger fragments (1 mm) (P =
0.0001). The control treatment was the only one where there was no decrease in weight gain
and differed (p <0.05) from the other two treatments containing 0.5 mm and 1 mm and 0.5 %
and 1 % of microplastics. Dilocarcinus pagei crab is sensitive to the addition of microplastics
of different sizes and concentrations in the diet, with negative effects on juvenile growth,
weight gain and adult survival.

Keywords: Crustacea, ingestion, fattening, survive.
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1 INTRODUCAO

A Familia Trichodactylidae é representada por espécies de caranguejos importantes
para a biota aquatica em estuarios, rios e lagos (MARTIN; DAVIS, 2001). Segundo
Magalhées (2016) o caranguejo Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861 tem sido a espécie mais
estudada dentro dessa familia quanto a aspectos bioldgicos e ecoldgicos. Os estudos mais
recentes com populagdes coletadas na regido amazonica foram realizados por Sant’Anna et al.
(2014) registraram o comportamento de especimes adultos. Sant’Anna, Takahashi e Hattori
(2015) analisaram efeitos da densidade de estocagem no cultivo ¢ da Silva ¢ Sant’Anna
(2019) que verificaram a resisténcia a dessecacdo em populacbes de Dilocarcinus pagei

capturadas em &reas de varzea.

No Brasil, os tricodactilideos distribuem-se em quase todo o territério nacional,
estando ausente apenas em alguns rios temporarios do nordeste brasileiro (MAGALHAES,
2003). Dilocarcinus pagei ocorre tipicamente nas &reas de varzea dos rios e lagos dos
sistemas hidricos de &gua branca, onde € frequentemente encontrada associada a vegetacao
aquatica, em remansos e em areas pantanosas, desenvolvendo-se muito bem em aguas Iénticas
(MAGALHAES, 2016).

De acordo com Silva-Cavalcante et al. (2017), que registrou a ocorréncia dos
microplasticos em ecossistemas aquéaticos amazoénicos, a biota de dgua doce € vulneravel a
contaminacdo desse tipo de material e a urbanizacdo é um dos principais fatores que
contribuem para a poluicdo dos ambientes dulcicolas. O conhecimento sobre a dindmica e
acumulacdo, bem como os efeitos dos microplasticos em sistemas de dgua continentais ainda
é pouco explorado quando comparado as informacgdes disponiveis no ambiente marinho
(THOMPSON et al., 2009; NIZZETTO et al., 2016; LEBRETON et al., 2017). No entanto,
uma estimativa recente mostrou que os residuos plasticos exportados pelo Rio Amazonas para
0 Oceano Atléantico podem chegar a 60.000 toneladas/ano (LEBRETON et al., 2017).

Nos ultimos 10 anos, diversos ambientes aquaticos tém sido estudados quanto a
presenca de plasticos e contaminacdo em organismos no Brasil: estuario de Goiana
(POSSATTO et al.,, 2011; DANTAS; BARLETTA; COSTA, 2012; RAMOS; BARLETTA;
COSTA, 2012); rio Pajet (SILVA-CAVALCANTI et al., 2017); estuario do rio da Prata
(PAZOS et al.,, 2017); estuario do rio Amazonas (PEGADO et al.,, 2018); rio Xingu

(ANDRADE et al., 2019). Poucas informac@es sobre a presenca de plasticos estdo disponiveis
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em areas de varzeas amazonicas caracterizadas por &guas Iénticas que podem ser considerados
locais provaveis de acimulo de residuos plasticos nos ambientes dulcicolas, principalmente se
for considerado que ha pouca ou nenhuma coleta seletiva de residuos solidos em muitos

municipios do interior do Amazonas.

A poluigdo de microplésticos ja ocorre na &rea estuarina da regido amazoénica
afetando a fauna aquéatica (ANDRADE et al., 2019), com registro de ingestdo de plastico por
peixes de agua doce e estuarinos com habitos alimentares diversos (PEGADO et al., 2018;
ANDRADE et al., 2019). Estes residuos plasticos provavelmente sdo originarios de
apetrechos de pesca perdidos e descartados, enquanto outros plasticos sdo oriundos de lixo
descartado em toda a bacia hidrografica e carregados pela corrente dos rios (ANDRADE et
al., 2019).

Os microplésticos por apresentarem tamanho reduzido podem estar disponiveis para
a ingestdo por uma variedade de taxons incluindo os crustaceos. A ingestdo e os efeitos desses
microplasticos ja foram estudados para algumas espécies de braquidros. Farrel e Nelson
(2013) investigaram a transferéncia tréfica de microplasticos de mexilhdes para o caranguejo
Carcinus maenas (Linnaeus, 1758); nesta mesma espécie Watts et al. (2014, 2016)
confirmaram que este caranguejo pode absorver microplasticos por meio de inspiracdo nas
branquias e essa inalacdo aguda de microesferas de poliestireno nas camaras branquiais leva a
uma pequena alteracdo no consumo de oxigénio e na regulagdo de ions. Em estudos com
Eriocheir sinensis Milne Edwards, 1853, foi confirmada a ingestdo de microplastico pela
espécie (WOICIK-FUDALEWSKA; NORMANT-SAREMBA; ANASTACIO, 2016). Waite,
Donnelly e Walters (2018) também confirmaram a ingestdo de microplastico pelo caranguejo
Panopeus herbstii Milne Edwards, 1834. Em estudos com a lagosta Nephrops norvegicus
(Linnaeus, 1758) foi observado que 83 % do animais coletado possuiam fragmentos de
microplastico no seu interior (MURRAY; COWIE, 2011).

Um estudo de toxicidade com 21 dias de duragdo com o caranguejo Eriocheir
sinensis apresentou uma diminuicdo na taxa de ganho de peso, de crescimento especifico e
indice hepatossomatico, com o aumento da concentragdo de microplasticos (0 pg/L, 40 pg/L,
400 pg/L, 4000 pg/L e 40000 pg/L) (YU et al., 2018). A auséncia de informac6es bioldgica
sobre a exposicéo e vulnerabilidade dos caranguejos dulcicolas levou a investigar os efeitos
causados pela ingestdo de microplastico na mortalidade, crescimento e ganho de peso em

espécimes adultos e juvenis de Dilocarcinus pagei capturados na regido de varzea amazénica.
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2 MATERIAL E METODOS

Os caranguejos utilizados foram capturados em uma area de varzea denominada
Poranga (03°07°11,4” S - 58°27°13,0” W) no municipio de Itacoatiara (AM) durante o periodo
de agosto de 2018 a janeiro de 2019. As coletas foram desenvolvidas de acordo com a
legislacdo brasileira, com autorizacdo do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBIio/SISBIO- NUmero da autorizacdo: 62670).

2.1 Coleta dos caranguejos

As coletas de animais de diferentes tamanhos foram feitas com auxilio de puca. Em
laboratério os caranguejos foram identificados por sexo e espécie de acordo com as

caracteristicas morfoldgicas descritas por Magalhées (2003).

Os caranguejos foram mensurados quanto a largura do cefalotérax com auxilio de um
paquimetro de precisdo 0,05 mm e pesados em uma balanca semi-analitica digital (0,001 g).
Os juvenis foram mensurados com auxilio de um esteromicroscépio acoplado a um sistema de

analise de imagem (Moticam 2300 3.0M Pixel) com preciséo (0,01 mm).

A maturidade sexual morfolégica foi verificada com base na largura cefalotorécica
(LC), considerado para os machos adultos a partir de 28,7 mm e de 24,2 mm para as fémeas
(DAVANSO et al., 2016).

2.2 Obtencao dos fragmentos de microplasticos

As particulas de microplastico utilizadas para todos os experimentos foram
provenientes de sacolas plasticas branca de polietileno de baixa densidade, muito utilizada no

comércio local. As sacolas foram fragmentadas manualmente com auxilio de tesoura.

Os fragmentos de microplastico obtidos por corte de tesoura foram submetidos ao
conjunto de peneiras para padronizacdo do tamanho. Para todos 0s experimentos serem

realizados foi definido trés tamanhos de fragmentos de microplasticos: 0,25 mm, 0,5 mme 1
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mm. A escolha de diferentes tamanhos foi adaptada para o tamanho dos animais utilizados
nos experimentos. No experimento 1 utilizou-se juvenis recém-eclodidos para acompanhar o
crescimento e sobrevivéncia. No experimento 2 utilizou-se adultos de ambos 0s sexos.
Todos os fragmentos de microplastico foram incorporados ao alimento e oferecidos na parte
seca da caixa de cultivo e fora da &gua, de modo que os fragmentos de microplasticos ndo se
desprendessem dos alimentos alterando a concentracao dessas particulas.

2.3 Experimento 1 — Efeito da ingestdo de microplastico na sobrevivéncia e crescimento
de juvenis de Dilocarcinus pagei

O efeito da ingestdo de microplastico sobre a sobrevivéncia e crescimento dos
caranguejos juvenis foi investigado empregando 288 individuos distribuidos entre 4
tratamentos com 4 réplicas (caixas). Os individuos foram cultivados por um periodo de 90
dias desde o momento de sua eclosdo, com procedimentos adaptados de Sant’Anna,
Takahashi e Hattori (2015). Os juvenis foram mantidos em caixas plasticas (14 cm altura x 41
cm comprimento x 28 cm largura) com capacidade para 10 L e uma densidade de 3 animais L
1. Atroca de 4gua e oferta de alimento foi feita a cada 48 h, sob regime de 12 h luz e 12 h de
escuro. O pH da agua (pH: 6,9 = 0,2) e temperatura ambiente foram registrados (27,33 + 0,3
°C).

O experimento foi desenvolvido com quatro tratamentos (alimentacédo): Tratamento 1
(TA) racdo; tratamento 2 (TB) microplastico misturado a racdo; tratamento 3 (TC) apenas
folha de macrdéfitas Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (Pontederiaceae); tratamento 4 (TC)
microplastico misturado a folhas de macrdéfitas. Os fragmentos de micropléastico de polietileno
de baixa densidade com 0,25 mm foram incorporados ao alimento fornecido aos animais na

proporcdo 0,01: 1 g (massa microplastico/massa alimento).

A LC (mm) de todos os juvenis de cada tratamento foi medido inicialmente, usando
um estereomicroscopio acoplado ao sistema de analise de imagem (MOTICAN 2300),
posteriormente foi medido 5 individuos de cada caixa a cada 5 dias. A taxa de mortalidade

(TM) e a taxa de crescimento especifico (G) foram estimadas pelas equacdes 1 e 2:

_ NCMXx100
T

™ (1)
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Onde NCM = numero de caranguejos mortos ao final do experimento, e T = total de
caranguejos no tratamento; S2 = tamanho no final do experimento (90° dia), S1 = tamanho no
inicio do experimento (primeira medicdo no dia 5), t2 = fim do experimento no dia 90 e tl1 =

primeiro dia em que os caranguejos foram medidos ap6s 5 dias.

Durante todos os experimentos, os alimentos foram disponibilizados no periodo
noturno, periodo em que 0s animais estdo a procura de alimento no ambiente natural
(SANT’ANNA et al., 2014).

Para andlise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov,
onde a normalidade foi confirmada para o tamanho dos animais e descartada para a taxa de

crescimento especifico.

O teste de Mann-Whitney foi empregado para comparacdo das medias de
crescimento especifico entre as racbes (TA e TB) e a mesma analise foi aplicada para os
dados das macrofitas (TC e TD).

As médias dos tamanhos dos caranguejos entre os tratamentos (TA e TB) e (TC e
TD) em cada dia mensurado foram comparada por meio do teste t. O tamanho dos
caranguejos durante os 90 dias de experimentos também foi analisado por meio de regressao
linear e as inclinacdes e intercepto de diferentes linhas de regressdo foram comparadas atraves
da analise covariancia (ANCOVA). Foi utilizado o teste Qui-Quadrado para anélise dos dados

de mortalidade em tabela de contingéncia.

2.4 Experimento 2 - Consumo de diferentes tamanhos e concentracgdes de fragmentos de

microplastico no desenvolvimento de Dilocarcinus pagei

Neste experimento foram utilizados 160 animais (80 machos e 80 fémeas) para
comparar o efeito de dois tamanhos de fragmentos de microplastico (0,5 mm e 1 mm) e duas
concentragdes (0,5 % e 1 %) por ingestdo. Para comparar os efeitos foi montada uma unidade
sem a adicdo de micropléstico (controle). Os animais foram acondicionados individualmente

em caixas plasticas (14 cm altura x 37 cm comprimento x 34 cm largura). O alimento foi
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disponibilizado a cada 48 h horas por um periodo de 12 h (ap6s as 18 horas) durante 90 dias.
Para cada individuo foi ofertado 1 % do peso vivo em ragao.

O ganho de peso no decorrer dos 90 dias de cada animal foi mensurado pelo peso
umido total (PE) registrado a cada 2 dias e o crescimento pela largura cefalotorécica (LC). Os
espécimes que apresentaram injurias morfoldgicas ou falta de pereidpodos foram descartados

das analises antes de iniciar o experimento.

O ganho ou perda de peso dos animais foi considerado como um tipo de crescimento
do animal e foi medido de acordo com Yu et al. (2018) onde a taxa de mortalidade (TM),

ganho de peso (GP) foram calculados pelas equaces 1 e 3:

M = NCMx100 M
T
100x(PE, — PE.)
GP(%) =[ ] 3)

PE,;

Onde NCM = nimero de caranguejos mortos ao final do experimento; T = total de
caranguejos no tratamento; PEs= peso Umido final e PE; = Peso Umido inicial.

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, com
auséncia de normalidade confirmada, optando por testes ndo paramétricos. As médias de
ganho de peso foram comparadas entre sexo (macho e fémea) por meio da andlise de Mann-
Whitney. O teste Kruskal-Wallis para comparar as medias dos mesmos entre os tamanhos (1
mm e 0,5 mm) e o tratamento de controle, e para comparar entre as concentragdes (1 % e 0,5
%) e o tratamento controle. Foi utilizado o teste Qui-Quadrado para analise dos dados de
mortalidade em tabela de contingéncia. Para todas as analises, foi adotado um nivel de
significancia 5 % (p <0,05) e realizadas através software STATISTICA®.
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3 RESULTADOS

3.1 Experimento 1

A taxa de mortalidade média ao final do experimento foi de 62,5 £ 20,5 % onde havia
apenas racao (TA) e de 86,1 £ 7,2 % no experimento onde havia micropléstico adicionado a
racio (TB), mas ndo diferiram estatisticamente entre si (X?= 1,557; GL= 1; P= 0,2628). Nos
tratamentos em que os animais eram alimentados somente com macrofitas (TC) e macrofitas

com adicao de microplastico (TD), a mortalidade foi de 100 %.

A taxa de crescimento especifico (TCE) dos animais em TA foi de 0,03 £ 0,01 %/d,
ndo diferindo estatisticamente (Z= -1,7291; P= 0,0837) de TB (TCE= 0,03 + 0,003 %/d). O
mesmo padrdo foi observado para os animais alimentados com macrofitas (TC), com valor
médio de TCE de 0,04 + 0,004 %/d, que foi similar (Z= 0,8321; P= 0,4053) ao TCE de TD
(0,04 £ 0,004 %/d).

Os animais submetidos ao tratamento TA e TB sobreviveram até o 90° dia. Os animais
alimentados somente com racdo permaneceram com média de tamanho maior até o 70° dia,
apos esse periodo, até o dia 90°, os animais do TB apresentaram maior tamanho. Diferencas
entre os tamanhos ocorreram ao longo do cultivo, nos dias 20°, 30°, 40°, 55°, 85° e 90° dias de
experimento (TABELA 1).

TABELA 1 - Tamanho médio de LC (mm) dos juvenis de Dilocarcinus pagei comparados entre os tratamentos

TA e TB durante os 90 dias de experimento por meio do teste t. TA= Racdo; TB= Ragdo/Microplastico; GL=
grau de liberdade; T= valor do teste t e P= significAncia. Médias com valores de P em negrito foram

estatisticamente diferentes (P <0,05).

Dias de Cultivo TA B GL T P
5 3,04+0,32 3,16+0,31 38 -0,464 0,6447
10 3,63+0,47 3,70+0,58 38 0,753  0,4558
15 437+058 4,32+0,67 38 0,746  0,4599
20 517+0,68 4,66+ 0,66 38 2,446  0,0192
25 541+0,74 5,44 +0,85 38 -0,139  0,8903
30 6,77+1,08 598+0,74 38 2,716  0,0099
35 723+148 7,10+1,19 38 0,315 0,7542
40 9,73+160 7,14+1,26 38 5,689  0,0000
45 957+219 851+240 38 1,456 0,1537
50 1098+1,90 9,81+217 38 1,821 0,0765
55 12,12+ 3,11 10,07 £ 2,58 38 2,272  0,0288
60 11,70+ 2,59 10,92 + 3,10 38 0,861  0,3947
65 1266+1,84 11,86+2,74 35 0,306  0,3063
70 13,01+£165 12,91+3,40 33 0,107 0,9158
75 13,36 +1,99 14,25+ 3,47 27 -0,876  0,3887
80 13,23+2,09 14,80+2,70 26 -1,740 0,0937
85 13,13+2,40 15,97 +3,73 26 -2,152  0,0408
90 13,75+255 17,58+3,75 23 -3,003 0,0063
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Os animais submetidos aos tratamentos TC e TD sobreviveram até o 45° dia. Durante

este periodo, somente no 15° e 35° dia de experimento houve diferenca entre as médias de LC
dos replicados (TABELA 2).

TABELA 2 - Tamanho médio de LC (mm) dos juvenis de Dilocarcinus pagei comparados entre os tratamentos
TA e TB durante os 45 dias de experimento por meio do teste t. TC= Macrofita (E. crassipes); TD= Macrdfita
(E. crassipes) e microplastico; GL= grau de liberdade; MS= quadrado médio; F= valor do teste F e P=
significancia. Médias com valores de P seguido de * foram estatisticamente diferentes (P <0,05).

Dias de Cultivo TC TD GL T P
5 2,85+0,21 2,78+0,17 38 1,283 0.2073
10 3,03+0,27 2,91+0,15 38 1,832 0,0748
15 391+0,42 3,63+0,28 38 2,468 0,0182
20 455+0,50 4,27 +0,45 38 1,856 0,0713
25 429+0,48 4,36+0,45 38 -0,675 0,5037
30 4,74+0,42 4,84+0,43 36 -0,771 0,4457
35 4,65+0,51 4,29+0,53 33 2,069 0,0464
40 455+0,54 4,46 +0,55 18 0,374 0,7131
45 4,46 +£0,05 4,38+0,12 6 1,099 0,3139

As linhas de regressdo dos dias de experimento e o tamanho do caranguejo ndo
diferiram entre os tratamentos TA e TB (ANCOVA F=

1).
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FIGURA 1 - Relacdo entre o tempo de cultivo (dias) e a largura cefalotordcica (mm) do caranguejo
Dilocarcinus pagei, no tratamento TA (Racdo) e TB (racdo/micropléstico). As linhas de regressao ndo diferiram

significativamente (ANCOVA F= 2,008 GL=1, P <0,157).
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Nos tratamentos TC e TD as linhas de regressdo dos dias de experimento e o
tamanho do caranguejo foram estatisticamente diferentes durante os 45 dias (ANCOVA F=
6,49 GL=1, P <0,0113) (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - Relacdo entre o tempo de cultivo (dias) e a largura cefalotordcica (mm) do caranguejo
Dilocarcinus pagei no TC (Macroéfita E. crassipes) e TD (Macréfita E. crassipes e microplastico). As linhas de
regressao diferiram significativamente entre si (ANCOVA F=6,49 GL=1, P <0,0113).

3.2 Experimento 2

A taxa de mortalidade foi maior nas fémeas (67,7 = 24 %) e menor nos machos (57,3
+ 25,2 %), mas ndo diferiram estatisticamente entre si (X?= 0,417; GL= 1; P= 0,5181). O
tratamento controle resultou na menor mortalidade registrada (22,5 + 3,5 %) sendo
estatisticamente diferente em comparagdo com os tratamentos com as concentragdes de 0,5 %
(65 + 14,8 %) e de 1 % de microplastico (80 + 00 %) (X?= 19,747; GL=2; P= 0,0001). Com
relacdo aos tamanhos de fragmentos de microplasticos verificou-se também o mesmo padrao,
com 70 = 15,9 % de mortalidade para os menores fragmentos (0,5 mm) e de 75 = 10 % para

0s animais expostos aos fragmentos maiores (1 mm) (X?= 19,839; GL= 2; P= 0,0001).

O peso dos animais registrados durante os 90 dias de experimento em cada

tratamento estdo descritos na tabela 3.
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TABELA 3 - Peso final e inicial dos caranguejos Dilocarcinus pagei registrados durante os 90 dias de
experimento. 1= peso inicial; F= peso final; DP= desvio padrdo; Mim= minimo; Max= maximo.

Macho Fémea 0,5% 1% 0,5 mm 1 mm Controle

I F I F I F I F I F | F | F

Meédia 26,81 25,97 26,53 26,12 26,62 26,06 27,61 2545 27,55 26,10 26,68 25,41 25,33 26,92
DP 544 554 6,03 589 459 488 632 606 611 59 488 500 6,18 6,28
Min 14,59 13,04 14,12 154 18,17 17,52 14,75 13,04 17,1 154 14,75 13,04 14,12 16,26

Max 42,12 39,75 45,15 43,92 37,01 36,72 45,15 43,00 45,15 43,00 38,07 36,33 42,55 43,92

Entre os diferentes tamanhos dos fragmentos de microplasticos ofertados, o ganho de
peso foi negativo tanto para 0s machos quanto para fémeas e ndo diferiram estatisticamente
entre si (Z=-1,4026; P=0,1607) (Figura 3-A).

Na comparacdo entre o tratamento controle e aqueles que haviam 0,5 % e 1 % de
fragmentos de microplastico, o ganho de peso foi positivo apenas no controle e diminuiu com
0 aumento da concentragdo (H= 97,623; GL= 2; P= 0,000) (Figura 3-B). Padrdo de
crescimento (ganho de peso) foi similar ao observados nos tratamentos com diferentes
concentracdes de microplasticos, com ganho de peso positivo apenas no tratamento controle
(H=66,819; DF=2; P=0,000) (Figura 3-C).
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FIGURA 3 - Médias e desvio padrdo da taxa de crescimento especifico de Dilocarcinus pagei. A) Comparagdo
entre sexo (machos e fémeas). B) Comparacéo entre tamanho (0,5 mm e 1 mm) com o controle. C) Comparacéao
entre concentracdo (0,5 % e 1 %) com o controle. Colunas seguidas por uma mesma letra ndo diferiram

significativamente entre si (P> 0,05).
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4 DISCUSSAO

Em um cultivo experimental de Dilocarcinus pagei realizado por Sant’Anna,
Takahashi e Hattori (2015) com variacGes de trés densidades de estocagem, a mortalidade foi
superior a 70 % em todos os tratamentos e aumentou com a densidade de caranguejos. Neste
trabalho, utilizando-se da densidade 6tima encontrada por Sant’Anna, Takahashi e Hattori
(2015) de 3 animais/L, a mortalidade dos animais chegou a 100 % nos tratamentos com 0 uso
de macrofitas como fonte de alimentacdo e a menor (62,5 %) onde havia somente racdo. A
alta taxa de mortalidade observada nessa espécie pode ser explicada por diversos fatores,
como por exemplo a presenca de canibalismo durante o cultivo que pode ser resultado da
limitacdo de recursos disponibilizado como descrito pelos mesmos autores. Costa e Nakagaki
(2018) descreveram que comportamentos agressivos estdo diretamente relacionados a
presenca de alimento ou abrigo. No presente estudo, a auséncia de abrigos e presenca de
alimentos contendo os fragmentos de microplasticos podem ser considerados fatores
importantes que intensificaram 0s comportamentos agressivos e estimulam uma maior
competicdo, resultando ao longo do experimento uma maior mortalidade do que a registrada
por Sant’ Aanna, Takahashi e Hattori (2015).

No primeiro experimento com os juvenis de Dilocarcinus pagei, a mortalidade total
dos caranguejos nos tratamentos com alimentacdo a base de macrofita pode ser decorrente da
baixa quantidade de proteina oferecida, pois em comparacdo ao tratamento com alimento
balanceado (racdo de peixe) que possuiu 35 % de proteina, as partes aéreas da macrofita
Eichhornia crassipes em estudos conduzido por da Silva, Nogueira e Esteves (1994) e Henry-
Silva e Monteiro (2002) encontraram valores médios de 7,2 % a 13,75 % de proteina do peso
seco. Apesar de seu baixo teor proteico quando comparado a ragdo, essa macréfita foi
escolhida baseada em observagdes pessoais, onde foi visto juvenis de D. pagei sempre
associado e se alimentando dessa espécie vegetal. Além disso, as raizes da macrofita
Eichhornia crassipes sdo locais em potencial para o acumulo de fragmentos de

microplasticos, ja que € possivel ver varios residuos plasticos presentes no local.

O caranguejo Dilocarcinus pagei € uma espécie onivora, que incorpora uma
importante percentagem de material vegetal na sua dieta (WILLINER; COLLINS, 2002). Os
efeitos dos fragmentos de microplasticos adicionados nesse experimento ndo puderam ser

avaliados quanto ao desenvolvimento dos animais devido ao curto periodo de sobrevivéncia
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(apenas 40 dias). Nesse periodo inicial ndo foi registrado diferencas significativas entre os
animais alimentados somente com macrdéfitas (TC) e aqueles alimentados com macrofitas
mais fragmentos de microplasticos (TD). Os dados de crescimento neste experimento
mostraram que independentemente da presenca dos fragmentos de microplasticos, a

alimentacdo apenas com macrofita é deficiente e causa uma elevada mortalidade.

Os espécimes de Dilocarcinus pagei alimentados apenas com racdo (TA)
apresentaram uma taxa de crescimento especifico diferenciada nos dias iniciais do cultivo,
com o LC médio maior nos tratamentos com auséncia dos fragmentos de microplésticos.
Apo6s o0 70° dia ocorreu uma inversao do padrdo, com o LC médio de TA maior que o de TB.
Essa situacdo pode ser explicada quando comparada com as taxas de sobrevivéncias,
considerando que na condicdo TB houve uma maior taxa de mortalidade principalmente no
periodo final de cultivo, houve uma reducdo também nas atividades de competicdo e 0s
individuos que sobreviveram e com isso, continuaram a se desenvolver na auséncia da
competicdo. O efeito da densidade promovido pela competicdo de recurso alimentar/espaco é
um importante fator para a sobrevivéncia e crescimento dos juvenis de Dilocarcinus pagei

como ja mencionado anteriormente por Sant’Anna, Takahashi e Hattori (2015).

No segundo experimento também foi analisado o efeito da ingestdo do microplastico
no crescimento em peso e taxa mortalidade nos adultos. A menor ingestdo de microplastico de
1 mm e as concentracOes de 1 %, causaram a maior taxa de mortalidade, que pode estar
diretamente ligada a ingestdo destes microplastico, isto porque ao ser ingerido pode haver o
acumulo ou o bloqueio do trato digestivo dos animais aquaticos. Além disso, os fragmentos
de microplasticos que atravessam o trato digestivo também podem ou ndo sofrer
fragmentacdo (de SA et al., 2018). Em crustaceos, ha relatos para a lagosta Nephrops
norvegicus de enrolamento de fibras plasticas, sugerindo que a acdo do moinho gastrico era a
responsavel pelo efeito de enovelamento, levando a um aumentado do tamanho do fragmento
e o impedindo a sua passagem para o intestino médio em dire¢cdo ao intestino posterior
(MURRAY; COWIE, 2011).

A reducdo na massa corporal dos individuos alimentados com pléastico j& foi registrada
na literatura. Perda de peso significativa foi observada em algumas espécies, como o anelideo
Arenicola marina (Linnaeus, 1758) estudado por Besseling et al. (2013) e para a lagosta
Nephrops norvegicus (WELDEN; COWIE, 2016). Tais observagdes podem estar associadas

aos longos tempos de retencdo intestinal de microplasticos que podem induzir a falsa
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saciedade, reduzindo dessa forma os tempos de alimentacéo e a estimulacdo de uma resposta
inflamatdria no intestino (WRIGHT et al., 2013).

A perda de peso aumentou com o0 aumento da concentracdo e do tamanho do
microplastico presente nos alimentos. Assim, sugere-se que a ingestdo de quantidade maior e
de particulas maiores pode ter causado a perda de peso desses animais. Essas particulas, uma
vez ingeridas, podem bloquear as vias intestinais, preencher e causar um efeito de falsa
saciedade, resultando em um decréscimo na alimentacédo e por fim, ha perda de peso, além de
outros possiveis danos, como por exemplo, inibicdo do crescimento (WATTS et al., 2015),
prejuizo do sistema reprodutivo (LEI et al., 2018), mobilidade diminuida (REHSE; KLOAS;
ZARFL, 2016) e até mortalidade (RIST et al., 2016). Estes problemas acontecem porque as
fibras retidas podem ficar emaranhadas no trato intestinal ao longo do tempo, levando a um
bloqueio intestinal e por consequéncia, acarretam em morte desses animais. 1Sso ocorre uma
vez que ha a limitacdo na capacidade desses organismos de ingerir e digerir alimentos,
podendo representar um fator de risco (COLE et al., 2013). Também é possivel que a
toxicidade relacionada a ingestdo de fibras seja o resultado das estruturas internas serem
danificadas a medida que as fibras emaranhadas passam pelo intestino (GRAY; WEINSTEIN,
2017).

Um estudo utilizando o copépode Centropages typicus Kragyer, 1849 demonstrou
resultados semelhantes a este, onde a taxa de alimentagdo diminuiu com o aumento da adicéo
de microplasticos (COLE et al., 2013). Carcinus maenas também diminuiu a alimentacdo na
presenca de microplastico (0,3-1,0 % de plastico por peso) (WATTS et al., 2015). Estudos
com crustaceos como os de Cole et al. (2015) e Lee et al. (2013) observaram uma diminuicéo
na sobrevivéncia e fecundidade dos copépodos marinhos Calanus helgolandicus (Claus,
1863) e Tigriopus japonicus Mori, 1938 quando expostos & microplasticos do tipo
poliestireno (PS).

As fémeas de Dilocarcinus pagei apresentaram menor perda de peso quando
comparadas aos machos, mas essa diferenca nao foi estatisticamente significativa. O fator de
condicdo ou ganho de peso nos braquiuros é geralmente maior nas fémeas, como ja descrito
para esta espécie estudada por Pinheiro e Taddei (2005). As fémeas apresentam um maior
peso decorrente do desenvolvimento gonadal apds atingir a maturidade. Esse maior peso do
desenvolvimento gonadal pode ter reduzidos os efeitos da perda de peso na presenca dos
fragmentos de microplasticos, uma vez que 0s experimentos ocorreram antes do periodo

reprodutivo.
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Para avaliar os impactos da presenca e exposicdo dos fragmentos de microplasticos
nos ambientes dulcicolas é necessario considerar aspectos da biologia, fisiologia e
comportamento dos organismos para prever os danos potenciais desse material poluente.
Espécies com menores atividades metabolicas podem ser menos suscetiveis a exposicdo dos
microplésticos do que aquelas com maior demanda de energia (WATTS, 2015). Essa varia¢do
de efeitos da exposicdo pode estar ligada a diversos fatores além do tamanho e concentracéo
dos fragmentos de microplasticos e principalmente os diferentes tipos de microplastico que
podem estar presentes no local. Estudos sobre como ocorre a dindmica desses fragmentos nos
corpos d’agua sdo importantes para auxiliar a compreensao de como tais particulas podem

afetar os organismos aquaticos bentdnicos como o caranguejo Dilocarcinus pagei.
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5 CONCLUSAO

O caranguejo Dilocarcinus pagei é sensivel a adicdo de micropléstico de diferentes
tamanhos e concentragdes na alimentacdo, apresentando efeitos negativos no crescimento de

juvenis, ganho de peso e sobrevivéncia de adultos.
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# | Nome local destino

Tipo destino

Universidade Federal do Amazonas

Outro

Este documento foi expedido com base na Instrugo Normativa nA® 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer
cidaddo poderéd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Intemet

(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacdo: 0626700220190524
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 62670-2 | Data da Emiss&o: 24/05/2019 09:28:51 | Data da Revalidagao*: 24/05/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Nelcilene de Almeida pontes CPF: 016.370.982-35

Nome da Instituigdo: Universidade Federal do Amazonas CNPJ: 04.378.626/0001-97

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo contemplado

na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material bioldgico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagéo. O material biologico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colegao
biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegées Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa nA° 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer
cidaddo poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Intemet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).
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