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Resumo

Os peixes sdo organismos que se encontram em praticamente todos os
ecossistemas aquaticos. Desta forma, encontram-se sujeitos a “pressoes”
causadas pelo Homem nestes mesmos sistemas. Uma dessas “pressdes” € a
presenca de plasticos como contaminantes ambientais. Efetivamente, os plasticos
sao considerados atualmente um dos tipos de contaminantes ambientais
emergentes de maior preocupagdo nos ecossistemas aquaticos, sobretudo no
meio marinho. Podem ter diversas dimensdes e, para além dos agentes quimicos
que os constituem, podem transportar outros contaminantes incorporados
intencionalmente aquando da sua manufatura ou adsorvidos durante a sua
permanéncia no meio ambiente, constituindo um risco acrescido de exposicao a
agentes toxicos para o biota desses ecossistemas.

O objetivo central deste trabalho foi avaliar os efeitos de microplasticos na
funcdo predatoria e na saude de juvenis precoces (grupo etario 0*) do gdbio
comum (Pomatoschistus microps) provenientes das populacdes dos estuarios dos
rios Minho e Lima, as quais tém um historial de exposicdo a longo prazo a
distintos niveis de contaminacdo ambiental. Numa primeira fase, foram
aprendidas as metodologias e técnicas utilizadas em bioensaios com peixes e na
determinacdo de diversos biomarcadores ambientais nos organismos a testar. De
seguida, foi adaptada e optimizada a metodologia para avaliacdo da capacidade
predatdria em juvenis de P. microps a utilizar no ambito do trabalho. Apds esta
fase, foram efetuados os bioensaios agudos (96 horas) para avaliar a capacidade
predatdria dos juvenis relativamente a diferentes tipos de microplasticos (e.g.
diferentes cores e outras propriedades), na presenca e auséncia de nauplios de
Artemia franciscana. Finalmente, avaliaram-se os efeitos da “exposicdao” a um
dos tipos de microplasticos testado anteriormente na saude dos peixes. Os
resultados obtidos indicaram que: (i) os juvenis do gobio comum (média + desvio
padrdo do comprimento total: 2,00 = 0,2 c<m) confundem alguns dos
microplasticos com presas (nauplios de Artemia); (ii) o processo é seletivo,
aparentemente de acordo com algumas propriedades dos microplasticos (e.g.
cor); (iii) ha diferencas entre peixes provenientes de distintos estuarios,
sugerindo que a exposicdo a longo prazo a diferentes condicdes ambientais pode
influenciar a funcdo predatéria; (iv) a exposicio mesmo de curta duracdo a
microplasticos tem efeitos adversos na saude dos peixes; (v) os microplasticos,

depois de ingeridos, aparentemente libertam componentes que poderdao ser
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responsaveis pelos efeitos observados, ndo excluindo a possivel contribuicao de
efeitos indiretos derivados e danos fisicos (e.g. nas branquias).

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a
exposicdo de juvenis de peixes estuarinos a microplasticos resulta numa reducgao
da sua eficacia enquanto predadores e no seu estado de saude, o que pode ter
efeitos muito negativos a nivel do ecossistema devido a fungao crucial dos peixes
zooplanctivoros. Efetivamente, nas circunstancias referidas, pode resultar um
sobredesenvolvimento da comunidade de zooplancton devido a reducdo da
pressao predatéria de peixes em fase predominantemente zooplanctivora, bem
como diminuicao das populacbes de predadores de nivel superior por falta de

alimento, com potenciais reflexos no funcionamento de todo o ecossistema.

Palavras-chave: Pomatoschistus microps, microplasticos; biomarcadores;

comportamento de predacdo; estado de saude.

Abstract

Fish are often key components of biological communities of aquatic
ecosystems. Therefore, they are exposed to different types of anthropogenic
pressures. One of them is the presence of plastics as environmental
contaminants. These plastics are currently seen as one of the types of emerging
environmental contaminants of high concern in aquatic systems, especially in the
marine environment. They can have different sizes and, additionally to their
components, they may have other contaminants intentionally incorporated during
its manufacture or incorporated/adsorbed during their stay in the environment,
constituting an increased risk of exposure to toxic agents for the biota.

The aim of this work was to evaluate the effects of microplastics in the
predatory function and health status of early juveniles (0* age group) of the
common goby (Pomatoschistus microps) from the populations of the Minho and
Lima Rivers estuaries, which have a distinct history of long-term exposure to
different levels of environmental contamination. In the first phase, the
methodologies and techniques for use in the fish bioassays, including several
biomarkers to be used as effect criteria were learned. Then, the methodology for
assessing the predatory behaviour of P. microps juveniles to be used as effect
criterion was also learned. After this first phase, acute bioassays were conducted

to evaluate the predatory behaviour of juveniles in relation to different types of
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microplastics (e.g. different colors and other properties), in the presence and
absence of Artemia franciscana nauplii. Finally, the effects resulting from the
exposure to one type of microplastics, previously tested, on fish health were
assessed. The results indicated that: (i) juveniles of the common goby (mean =+
standard deviation of the total length: 2.00 = 0.2 cm) confound some
microplastics with preys (Artemia nauplius); (ii) the process is selective,
apparently depending of some properties of the microplastics (e.g. color); (iii)
significant differences in the predatory behaviour were found between fish of
distinct estuaries, suggesting that previous long-term exposure to different
environmental conditions may influence the predatory behaviour; (iv) even short
exposure to microplastics may have adverse effects on fish health; (v) the
microplastics, after being ingested by the fish seem to have released toxic
components that may have induced the adverse health effects observed.

In summary, the results of this study demonstrate that exposure of early
juvenile estuarine fish to microplastics may result in a reduction of their
effectiveness as predators and of their health status, which can have very
negative effects at the ecosystem level because of the crucial role of
zooplanktivorous fish. Indeed, a reduction of their community may cause an
overdevelopment of the zooplankton community due to a reduction of the
predation pressure over them, and a declining of higher level predators due to

food shortness, with potential impact on ecosystem functioning.

Key-words: Pomatoschistus microps;, microplastics; biomarkers; predatory

behaviours; health status
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1.Introducao

Com o aumento da populagdo humana e o aumento do nivel médio de
vida, ao longo das ultimas décadas, tem-se observado uma procura crescente por
uma grande diversidade de produtos que quer na sua manufatura, quer na sua
utilizacdao “libertam” contaminantes com possiveis impactes ambientais adversos
(Sa, L., 2011). Esses impactes passam em muito por interferéncias no estado
normal de muitos organismos, e vao desde efeitos toxicos ao nivel de diferentes
sistemas (dependendo do contaminante) até a morte em ultima analise (Oliveira
et al.,, 2012; Vieira et al., 2008, 2009). Tais consequéncias tém obtido, ao longo
dos ultimos anos, maior atencdo da populacdo em geral e da comunidade
cientifica em particular, através da procura de solucdes para evitar a perturbacao
ambiental (Godoi et al, 2003). Esse interesse vai desde a contaminacao
atmosférica a contaminacdo aquatica. Esta dltima tem concentrado mais
preocupacoes, uma vez que ao longo das ultimas trés décadas a pressdo do
Homem sobre os ecossistemas aquaticos tem aumentado de uma forma
desmesurada (Godoi et al., 2003).

A entrada de poluentes no meio aquatico ndo s6 acarreta danos para os
seres vivos mas também, possivelmente, bastantes riscos para a saude humana,
bem como prejuizo da qualidade da agua (Godoi et al., 2003). Esses efeitos sobre
os diferentes organismos aquaticos poderdo levar a uma alteracao na ativividade
enzimatica ou provocar algum tipo de stress oxidativo que conduzird a uma
maior dificuldade na procura/identificacdo de alimento e a um menor estado de
saude do organismo (Anacleto e Gomes, 2006). Tais efeitos resultam nao sé da
entrada no meio de agentes com propriedades toxicas, mas também da poluicao
térmica, microorganismos patogénicos, nutrientes, material suspenso ou

residuos sélidos (Santiago-Silva, 2003), nos quais podemos incluir os plasticos.

Os ecossistemas estuarinos sao conhecidos como sendo a fronteira entre o
meio marinho e fluvial, sendo ainda considerados os habitats naturais mais
produtivos, consistindo em areas de alimentacdo e reproducao de muitas
espécies de peixes e aves (Anacleto e Gomes, 2006). Os estuarios devem a sua
produtividade aos seus produtores primarios, que reunem uma elevada
quantidade de consumidores primarios (e.g. Artemia franciscana) e

consequentemente de consumidores secundarios, como o gdbio comum
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(Pomatoschistus microps), que mais tarde podera ser consumido por espécies
com alguma relevancia econdémica (Anacleto e Gomes, 2006), podendo assim, um

determinado poluente ser bioamplificado e causar danos a saide humana.

1.1. Plasticos

Os polimeros organicos sintéticos, vulgarmente conhecidos como
plasticos, revolucionaram por completo a histéria da humanidade, ao tornarem
possivel uma maior facilidade em diversas tarefas quotidianas, bem como uma
maior protecao do ser humano (Piatti e Rodrigues, 2005). Entre as aplicacdes dos

plasticos, encontram-se (Piatti e Rodrigues, 2005):

Construcao civil;
Industria agricola;
Inddstria alimentar;

Inddstria automovel;

v

v

v

v

v" Industria téxtil;
v' Industria farmacéutica;

v' Artesanato;

v Industria dos Cosméticos (Gregory, 1996);
v

Entre muitas outras.

O primeiro plastico moderno foi desenvolvido no inicio do século XX, mais
precisamente em 1907, com a producdo da baquelite (Cole et al.,, 2011), uma
resina sintética. Desde ai, mas com maior relevancia a partir da década de 40 do
século passado, tem-se observado um aumento massificado de produtos que
tem na sua composicdo estes polimeros, devido a optimizacdo das praticas
associadas a este processo (Cole et al., 2011). Os fatores responsaveis pela sua
larga utilizacdo sao os mesmos associados a sua contribuicdo para a poluicdo
aquatica (elevada persisténcia, baixa conducdo térmica, baixa conducdo elétrica e
elevada resisténcia a corrosdo) (Bockhorn et al., 1999), para além da sua

producado ter custos relativamente baixos.

Os plasticos podem ser classificados em termoplasticos, os quais sao

facilmente manuseados e perdem facilmente a sua forma normal, e termofixos,



cuja forma é dificil de ser alterada e o seu endurecimento é resultado de uma

reacdo quimica irreversivel.

Os plasticos poderdao ainda ser distinguidos quanto ao tamanho, em
macroplasticos, mesoplasticos (Andrady, 2011), microplasticos e nanoplasticos
(Andrady, 2011).

Os meso e macroplasticos provocam impactes nos diferentes
compartimentos ecossistémicos, mas com especial relevancia nos sistemas
aquaticos. Tais efeitos tornaram estes plasticos objeto de diferentes estudos ao
longo das ultimas décadas (Fowler, 1987; Carpenter et al., 1972; Carpenter e
Smith, 1972). Os seus impactes incidem em ultima instancia na morte de aves
marinhas (44% das quais ingerem plasticos) (Rios et al., 2007), mamiferos, répteis
e peixes (Cole et al., 2011). Essa morte resulta de uma pseudo-satisfacdo
causada pela ingestdao destes polimeros (Rios et al., 2007; Cole et al., 2011).
Entre os impactes causados por este tipo de plasticos, encontra-se ainda, o
transporte de espécies ndao nativas para novos habitats (Cole et al., 2011) e o
impedimento da passagem da luz para maiores profundidades. De referir, que os
plasticos de maiores dimensdes (macro e meso) entram no meio aquatico através
de uma fonte terrestre, pelo uso indiscriminado de plasticos pelas diferentes
atividades terrestres, como o comércio ou por atividades aquaticas, como o
turismo, a pesca comercial e recreacional e as induastrias marinhas (aquacultura,

plataformas petroliferas, entre outras) (Cole et al., 2011).

Apesar de os macroplasticos terem sido bastante estudados ao longo das
ultimas décadas, nos anos mais recentes é possivel observar-se uma maior
preocupacdo com os plasticos de menores dimensdes, designadamente os

microplasticos.

1.1.1. Microplasticos

Nos ultimos anos, os potenciais efeitos de microplasticos em populacdes
selvagens tem vindo a suscitar grande preocupacao (Rios et al., 2007; Graham e
Thompson, 2009). Este termo refere-se a pequenos fragmentos, fibras e granulos

de plastico (Cole et al., 2011) que se vieram a tornar por si s6 e pelas



consequéncias inerentes a sua presenca no ambiente, contaminantes ambientais

emergentes de elevada preocupacdo (Ryan et al., 2009).

Os microplasticos dividem-se em duas categorias, conforme a sua forma
de introducdo no meio, introducao direta (microplasticos primarios) ou
degradacdo dos meso e macroplasticos (microplasticos secundarios) (Andrady,
2011). As industrias com maior peso na libertacdo direta dos microplasticos para
0 meio aquatico sao a farmacéutica e a dos cosméticos, uma fez que estas
particulas sao utilizadas para fins medicinais, como vetores de farmacos (Patel et
al., 2009), assim como, por exemplo, em produtos de limpeza facial (exfoliantes)
(Zitko e Hanlon, 1991). Desde o estabelecimento da patente da presenca de
microplasticos em cosméticos nos anos 80, que o uso de exfoliantes contendo
estes mesmos plasticos tem vindo a aumentar consideravelemente (Fendall e
Sewell, 2009; Zitko e Hanlon, 1991). Os microplasticos presentes nos cosméticos
variam de acordo com a forma, composicdo e dimensdo (Fendall e Sewell, 2009),
existindo registos da presenca de esferas de polietileno com dimensdes inferiores
a 5mm (Gregory, 1996) e de formas irregulares de microplasticos com tamanhos

inferiores a 0,5 mm de diametro (Fendall e Sewell, 2009).

Por sua vez, a degradacdo dos plasticos de médias e grandes dimensdes
depende das acdes a que estes plasticos sdao submetidos. No caso do meio
marinho, estas acbes podem ocorrer de uma forma agravada e a fragmentacao
dos plasticos de maiores dimensdes resulta de processos fisico/quimicos e
bioldgicos (Browne et al., 2007; Cole et al., 2011).

Segundo alguns autores, uma exposicao longa a luz solar resulta numa
foto-degradacdao dos plasticos, sendo que a exposicdo direta a radiacdo ultra-
violeta (UV) origina a oxidacdo da matriz, levando a uma quebra das ligacdes do
polimero (Andrady, 2011; Barnes et al., 2009; Browne et al., 2007; Rios et al.,
2007). Uma das possiveis consequéncias deste tipo de degradacao, ¢ a libertacdo,
por parte dos plasticos, de outros contaminantes, que foram utilizados como
aditivos aquando da sua manufatura, para aumentar a durabilidade e a resisténcia
a corrosdao dos mesmos. Apesar disto, a foto-degradacdo em alto mar é
relativamente baixa, devido a salinidade e as baixas temperaturas existentes no
meio marinho (Cole et al., 2011). Por outro lado, muitos plasticos sao

transportados para a linha de costa, depositando-se nos areais onde se



encontram expostos diretamente a luz solar e onde existe grande disponibilidade
de oxigénio para uma rapida degradacdao (Andrady, 2011; Barnes et al., 2009).
Com a perda da sua matriz estrutural, os plasticos depositados na linha de costa
vdo-se tornando cada vez mais vulneraveis a abrasao (Barnes et al., 2009; Browne
et al., 2007) provocada pela areia movimentada pelo mar. Este processo
constante resulta numa reducdo progressiva do tamanho dos plasticos (Rios et
al.,, 2007; Ryan et al., 2009), culminando com o regresso dos de menores
dimensdes (microplasticos) ao meio marinho (Rios et al., 2007; Ryan et al., 2009).
De referir, que segundo Galgani et al. (2010), a particula mais pequena detetada
no oceano apresentava cerca 1,6 pm de diametro, dimensbes estas que

certamente dificultam a sua detecdo.

A producdo de plasticos biodegradaveis teve efeitos positivos, na
substituicdo dos plasticos tradicionais (Cole et al., 2011), mas também é bem
possivel que tenha alocado em si, o efeito negativo, de serem uma das principais,
sendo mesmo a principal fonte de microplasticos no ambiente (Thompson et al.,
2004). Estes plasticos sao degradados ndo s6 pelas condi¢cdes quimicas ou fisicas
referidas anteriormente mas também por seres vivos (biodegradacdo). Este
processo resulta na deterioracdo de qualquer substancia organica por estes
organismos. Os plasticos, objeto de estudo desta dissertacdo, sdo biodegradados
em condicdes aerdbias na agua do mar, enquanto que no substrato marinho, a
biodegradacdo podera ocorrer por via aerdbia e anaerébia (Shah et al., 2008). Em
condicbes aerdbias sao produzidos dioxido de carbono e agua (Shah et al.,
2008). Por sua vez, na biodegradacao anaerobia sdao produzidos didéxido de
carbono, agua e metano (Shah et al., 2008). A biodegradacdao geralmente envolve
um numero elevado de diferentes tipos de organismos, que sdao responsaveis

pela transformacdo dos polimeros em moléculas mais simples (Shah et al., 2008).

O tamanho que os plasticos deverdo ter para se poderem considerar micro
varia de autor para autor. Segundo Graham e Tompson (2009), sdao particulas
com tamanhos inferiores a 10 mm. Por sua vez, Derraik (2002), referencia que
estas particulas deverdo possuir tamanhos entre os 2 e 6 mm e Barnes et al.
(2009) e Betts (2008) consideram que sdo particulas com tamanho inferior a 5
mm. Para além destes estudos existem outros com diferentes consideracoes
guanto ao tamanho que um plastico devera ter para ser considerado micro
(Browne et al., 2007, 2010; Claessens et al., 2011; Ryan et al., 2009). Isto podera
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constituir um problema, se nao ocorrer uma estandardizacao do tamanho, uma
vez que complicara uma comparacao dos resultados obtidos nos diferentes

estudos.

1.1.1.1. Biodisponibilidade, Ingestao e Egestao de Microplasticos

Devido a grande variedade de tipologias de microplasticos e as respetivas
diferencas de densidades, estes tanto se encontram ao longo da coluna de agua
como no substrato, encontrando-se disponiveis e sendo ingeridos por uma vasta
variedade de organismos (Betts, 2008; Cole et al., 2011; Thompson et al., 2009).
Estes dados sdo apoiados por diversos estudos, que demonstram a ingestdo
deste tipo de plasticos por copépodes (Wilson, 1973), larvas de equinodermes
(Hart, 1991), anfipodes (Thompson et al., 2004), moluscos (Brillant e MacDonald,
2002; Browne et al., 2008) e pepinos do mar (Graham e Thompson, 2009). Assim
sendo, existem diversos fatores que afetam a biodisponibilidade dos
microplasticos no meio aquatico, desde logo o tamanho (Wright et al., 2013). O
reduzido tamanho dos microplasticos é considerado um fator chave, uma vez que
o torna disponivel para niveis troficos mais baixos (Wright et al., 2013). Grande
parte dos organismos destes niveis ingere particulas adequadas ao seu tamanho
(Moore, 2008). Por outro lado, organismos planctivoros de niveis tréficos
superiores podem ingerir de forma passiva micropasticos por confusdo com o
alimento ou durante o processo natural de alimentacdo (Wright et al.,, 2013),

conjugado com o alimento natural.

Outro fator que afeta a biodisponibilidade dos microplasticos é a
densidade (Wright et al., 2013). Esta afeta a biodisponibilidade na coluna de
agua, o que podera levar a uma variacao do tipo de microplasticos presente ao
longo da mesma, bem como, consequentemente a uma variacao do tipo de
microplasticos ingeridos pelos diferentes organismos (Wright et al., 2013). Assim
sendo, animais filtradores e animais que se alimentem de particulas em
suspensao, que habitam na fase superior da coluna de agua, alimentam-se muito
provavelmente, de microplasticos com menor densidade, como os polietilenos
(Wright et al., 2013). Por sua vez animais, que vivam num nivel mais profundo da
coluna de agua, como animais bentbénicos ou detritivoros, tenderao a ingerir

microplasticos presentes na suspensdo bentbnica, como os compostos de



policloreto de vinil que tém uma maior densidade (Wright et al., 2013). Estes

poderao mesmo acabar por se depositar no fundo marinho (Wright et al., 2013).

A abundancia (Wright et al., 2013) é outro fator que levara a um aumento
ou a um decréscimo da biodisponibilidade de microplasticos. Desta forma, a
probabilidade de um organismo encontrar um microplastico é aumentada pelo
aumento da presenca dos mesmos (Wright et al., 2013). A presenca dos
microplasticos € aumentada progressivamente pela degradacdo dos

macroplasticos (Wright et al., 2013).

Por fim, existe a cor que podera afetar ndo a biodisponibilidade, mas a
selecdo dos microplasticos como alimento (Wright et al, 2013). Esta

caracteristica também serd abordada no trabalho pratico desta dissertacao.

Relativamente a excrecdo de microplasticos, existe muito pouca
informacao disponivel. No entanto, no estudo de Besseling et al. (2012) foi
realizada uma analise da matéria fecal de um anelideo marinho (Arenicola
marina) que indica a presenca de particulas microscépicas de plastico. A
excrecdo de microplasticos pode ser um meio importante para impedir muitos
dos seus efeitos prejudiciais (e.g. libertacdo dos compostos que os constituem)

sobre um determinado organismo (Wright et al., 2013).

1.1.1.2. Toxicidade dos Microplasticos

O meio marinho contém uma grande quantidade (entre 10 e 500 pg/L) de
particulas de tamanhos infimos (<100 nm) de origem natural (Andrady, 2011,
Rosse e Loizeau, 2003). Com a presenca de filtradores nos oceanos, como as
baleias, e tendo em consideracio que nenhuma destas particulas de origem
natural parece ter qualquer efeito ao nivel dos mesmos, podera pensar-se que os
microplasticos poderdo ser bio-inertes, uma vez que estes animais ndo digerem
nem absorvem os microplasticos (Andrady, 2011). Da mesma maneira, sabe-se
que estes animais ndo possuem qualquer via enzimdtica para a quebra das
ligacbes destes polimeros (Andrady, 2011). No seu conjunto, estas evidéncias
podem sugerir uma auséncia de efeitos nestes organismos, no entanto tais
conclusdes necessitam de um maior aprofundamento de conhecimento, através

de novos estudos que abordem esta tematica. A ingestao destes polimeros de
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pequenas dimensdes pelo biota levanta diversas questbes, uma vez que estes
poderao transportar adsorvidos consigo outros contaminantes, como o0s
poluentes organicos persistentes (POPs) ou farmacos (Andrady, 2011). Segundo
Andrady (2011) pensa-se que a maioria dos efeitos adversos sobre o microbiota
estara associada a este tipo de transporte por parte dos microplasticos. Ainda
segundo o mesmo autor (Andrady, 2011) qualquer toxicidade associada aos

microplasticos deve-se aos seguintes fatores, em conjugacdo ou individualmente:

> Aditivos toxicos utilizados na manufatura dos plasticos e que sao
libertados apds a ingestao dos mesmos;

> Monbmeros resultantes da manufatura dos plasticos;

> Toxicidade provocada por alguns dos produtos intermediarios da
degradacdo dos plasticos;

> Adsorcdo de contaminantes ambientais, como POPs, metais aquosos
(Betts, 2008) ou farmacos;

Quanto a estes contaminantes ambientais, o risco de efeitos adversos é
significativo, uma vez que a agua do mar possui baixos niveis dos contaminantes
referidos (Andrady, 2011). Existem concentracées registradas destes
contaminantes da ordem dos ng/g-pg/g de plastico (Teuten et al., 2007, 2009;
Barnes et al., 2009).

1.2. Bioensaios Laboratoriais

Uma das formas mais proficientes de avaliar os efeitos tdéxicos de um
determinado agente fisico, quimico ou bioldgico é atraves da interacdo entre esse
mesmo agente e o organismo (WHO, 1993), essa interacao ira ser refletida numa

medida, o biomarcador. Entre os biomarcadores, encontram-se:

Enzimas de biotransformacao (fase | e Il);
Stress Oxidativo;

Produtos de biotransformacao;

Proteinas de stress;

Alteracoes enddcrinas e reprodutivas;

Efeitos Genotoxicos;

V V V V V VYV V

Parametros fisioldgicos e morfologicos.
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Ndo obstando a presenca de todos estes biomarcadores é de referir que os
que sdo mais utilizados sao as enzimas de biotransformacdo, o stress oxidativo e
as proteinas de stress. Relativamente as enzimas de biotransformacdo, os
biomarcadores mais utilizados em peixes sdo a atividade das enzimas como a
etoxiresurofina-O-deetilase (EROD), enzima da fase I, que permite a medicao da
resposta indutiva do citocromo P4501A (cyt P4501A) (Goksgyr e Forlin, 1992), e a
glutationa-s-transferases (GST), enzimas da fase Il, que catalizam a conjugacao
de compostos eletrofilicos (ou xenobidticos) com a glutationa reduzida (GSH)
tornando-os hidrofilicos para posterior excrecao (Klaassen, 2008; Oost et al.,
2003). Outros biomarcadores muito utilizados sdo niveis de peroxidacao lipidica
(LPO), indicativa de danos oxidativos nos lipidos, e as enzimas anti-oxidantes
(como a catalase ou a superdxido dismutase, entre outras) que permitem a
manutencdo da integridade celular, “impedindo” assim a destruicdo ou a
danificacdo celular. Outro importante biomarcador, é a atividade das enzimas
colinesterases (ChE), as quais incluem em vertebrados a acetilcolinesterase (AChE)
com funcdo determinante ao nivel do funcionamento do sistema nervoso devido
ao seu papel fundamental na degradacdo do neurotransmissor acetilcolina nas
funcdes colinérgicas (Guilhermino et al., 1998), e a pseudocholinesterase com
funcdo na biotransformacdao de alguns xenobidticos e que se pensa que
desempenhe desta forma uma funcdo protetora da AChE (Guilhermino et al.,
1998: Garcia et al., 2000).

1.3. Pomatoschistus microps (Teleostei, Gobiidae)

O gobébio comum, Pomatoschistus microps, e particularmente os juvenis
desta espécie, sdao considerados muito adequados para utilizacio como
organismos-teste em ensaios laboratérios (Monteiro et al., 2005; Vieira et al.,
2008, 2009) e como bioindicadores em estudos de biomonitorizacdo dos efeitos
induzidos por exposicdo a contaminacdo ambiental (e.g. Monteiro et al., 2006;
Guimardes et al, 2012). A espécie possui ampla distribuicio geografica,
habitando areas costeiras e estuarinas que vao do norte da Noruega ao sul de
Portugal (Oliveira et al., 2012), abrangendo ainda certas regides mediterranicas
(Berrebi et al., 2005; Leitdao et al., 2006; Oliveira et al., 2012). O gébio comum
apresenta ainda uma grande importancia sob o ponto de vista tréfico, pois trata-

se de um predador intermediario, alimentando-se de zooplancton durante a fase
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larvar e enquanto pequeno juvenil, passando progressivamente a ser
predominantemente benténico a medida que vai crescendo (Costa, 1988; Leitdo
et al.,, 2006; Oliveira et al.,, 2012) e sendo a presa de predadores de niveis
tréficos superiores, como alguns peixes com interesse comercial ou algumas aves
(Costa, 1988; Oliveira et al., 2012). A ingestao do gobio por parte de alguns
peixes com interesse econdmico, podera fazer com que os microplasticos
venham a ser ingeridos mais tarde pelo Homem, aquando da ingestao por parte
deste de peixe e outras espécies aquaticas, podendo ou ndo ter efeitos para a
salde do mesmo. Devido a estas caracteristicas favoraveis, foi uma das espécies
intensivamente estudadas em projectos em curso no nosso laboratério desde
1999, resultando em varios estudos ja publicados com esta espécie (e.g. Monteiro
et al., 2005, 2006; Vieira et al., 2008, 2009; Guimaraes et al., 2012; Oliveira et
al., 2012, 2013).

1.4. Objetivos e Estrutura da Dissertacao

O objetivo central deste trabalho foi avaliar os efeitos de microplasticos na
funcdo predatdria e na saude de juvenis precoces (grupo etario 0*) do gdébio
comum (Pomatoschistus microps). Tendo em consideracdo que a exposicdo prévia
a longo prazo das populacées selvagens a contaminantes ambientais, pode
influenciar a sensibilidade dos peixes a microplasticos e a sua capacidade para
enfrentarem o stress induzido por estes agentes. Foram estudados
comparativamente juvenis provenientes das populacdes dos estudrios dos rios
Minho e Lima, os quais tém diferentes niveis de contaminacdo ambiental (e.g.
Guimarades et al., 2012). Esta espécie foi selecionada para o presente estudo por
ser considerada um bom organismo-teste (e.g. Monteiro et al.,, 2005, 2006;
Vieira et al., 2008, 2009; Oliveira et al., 2012, 2013).

A presente dissertacdo encontra-se dividida nas seguintes seccoes
principais: Capitulo 1 - Introducdo, onde é feita a introducdo ao problema da
contaminacdo ambiental por microplasticos e a diversas abordagens de interesse,
e sdo apresentados os objetivos e estrutura da Dissertacdao; Capitulo 2 - Material
e Métodos, onde sdo descritos os procedimentos experimentais e se estabelece
os objetivos a testar; Capitulo 3 - Resultados e Discussdo, onde se descreve,

analisa e valida os resultados obtidos; Capitulo 4 - Conclusdes e Perspetivas
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Futuras, onde se confirma/rejeita as hipoteses a testar propostas no Capitulo 2 e

se estabelece metas futuras.
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2.Material e Métodos

2.1. Micropldsticos (MP) e outras Substancias Quimicas

Neste trabalho utilizaram-se microesferas de polietileno como modelos de
microplasticos, doravante designadas por MEP, as quais foram fornecidas pela
Cospheric Innovations in Microtechnology (Santa Barbara, USA). Foram testados
trés tipos de MEP com diametro entre 425 e 500 ym, de cor branca, vermelha e
preta, as quais diferiam ainda noutras propriedades, conforme indicado na

Tabela 1. O aspeto geral das MEP é apresentado na Figura 1.

Tabela 1 - Caracteristicas das microesferas de polietileno utilizadas como modelos de
microplasticos, de acordo com a informacdo disponibilizada pelo fornecedor (Cospheric Innovations
in Microtechnology).

Propriedades

Tipos de Resposta

. o L Opacidade Forma | Tamanho | Densidade @ Reactividade
Microplasticos = Magnética

: Inerte na
Microesferas de . 425 - 500 1.2 o
o Sem resposta | 100% opacas | Esférica -29/cc maioria dos
polietileno brancas pm
solventes
. Inerte na
Microsesferas de Para- Elevada >90% 425 - 500 1. 15 o
o o i o - 15g/cc maioria dos
polietileno pretas magnéticas opacidade esférica pm
solventes
Microesferas de Inerte na
o >90% 425 - 500 o
polietileno Sem resposta | Transparentes o 0. 98 g/cc maioria dos
esférica um
vermelhas solventes
v

T » Microesferas
Microesferas SRR W et i<::| Brancas
‘. -

) . Lo e /
Vermelhas e \} ! R/
RN S L

Microesferas
Pretas

Figura 1 - Microesferas de
polietileno usadas como modelo
de microplasticos.
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O meio de manutencao dos peixes e o meio de teste foram preparados
com sal marinho Ocean Fish, fornecido pela Prodac International S.r.I (Cittadella,
Italia). O reagente Biorad utilizado para a determinacdo das proteinas foi
fornecido pela Bio-Rad (Alemanha). Os restantes reagentes foram de grau

analitico e fornecidos pela Sigma-Aldrich (Alemanha) e Merck (Alemanha).

2.2. Recolha, Transporte e Manutencdao dos Organismos
Teste

Os organismos teste (juvenis de P. microps), com dimensoes inferiores a
2,5 cm de comprimento total foram recolhidos numa area de referéncia do
estuario do rio Minho (NW de Portugal 41° 53'26.8"N, 8°49'29.2"W) e no estuario
do rio Lima (NW de Portugal 41°41'11.41"N, 8°49'20.42"W), com uma rede de
mao, em baixa-mar. Esta técnica de captura ja tinha sido utilizada anteriormente
por Monteiro et al. (2005), Vieira et al. (2008, 2009) e Oliveira et al. (2012,
2013). Apds a recolha, os peixes foram transportados em agua com arejamento,
dos locais de amostragem para o laboratério, num processo que durou cerca de
uma hora, no maximo. Ai foram aclimatados durante duas semanas, em aquarios
contendo 80 L de dgua do mar artificial (salinidade 18 x 10* = 1,0 x 10° mg/L)
(medida com o refratdmetro de agua do mar HI 96822, fornecido pela Hanna
Instruments (Rhode Island, USA)), aerificada e filtrada (bombas EHEIM, fornecidas
pela EHEIM GmbH & Co. KG, (Estugarda, Alemanha)). Cada aquario continha cerca
de 300 peixes. O fotoperiodo para a manutencdo dos peixes nos aquarios foi de
14h luz: 10h escuro e a temperatura da sala oscilou entre os 17 °C de minima e
0os 22 °C de maxima. Os organismos teste foram alimentados diariamente ad
libitum com alimento para peixe Tropic Mix fornecido pela Aquapex Produtos

(Pombal, Portugal). O meio foi renovado trés vezes por semana.

2.3. Bioensaio para Avaliar se os Juvenis de P. microps
confundem MP com Presas

O objetivo deste bioensaio foi avaliar se os juvenis de P. microps
confundem MP com presas e se juvenis provenientes de populacdoes de estuarios
com diferentes niveis e tipos predominantes de contaminacao ambiental tém uma
capacidade de discriminacao distinta. De forma geral, foram seguidos os

procedimentos indicados nos protocolos da OECD para ensaios agudos com
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juvenis de peixes (OECD, 1992), com algumas adaptacdes, conforme a seguir se
descreve. Todo o material de vidro, antes de ser utilizado, foi lavado com solucao
de acido (HNO, 10%) e enxaguado diversas vezes com agua destilada. Foram
utilizados peixes provenientes do estuario do rio Minho e peixes provenientes do
estuario do rio Lima (capturados durante a primavera). Para diminuir o stress
devido a manipulacdo, os peixes nao foram medidos e pesados no inicio do
ensaio, mas apenas no fim, utilizando uma balanca analitica (Kern ABS-N, KERN &
SOHN GmbH, Alemanha) para determinar o peso humido e uma craveira
(Electronic Digital Caliper, China) para medir o comprimento dos organismos,
tendo o comprimento total médio para o Minho sido de 2,02 + 0,2 cm e para o
Lima de 1,98 = 0,2 cm. Em ambos os casos, apds o periodo de aclimatacao (duas
semanas), 63 juvenis de cada um dos estuarios foram selecionados ao acaso e
colocados durante 96h, individualmente, em frascos de vidro de 1L de
capacidade, contendo 500 ml de agua salgada artificial, com uma salinidade de
18 x 10° £ 1 x 10° mg/L, preparada conforme descrito no ponto 2.1 (Figura 2).
Nao foi fornecido alimento e os peixes deixaram de ser alimentados 24h antes
dos ensaios. O meio de teste ndo foi renovado durante o ensaio. No inicio do
bioensaio e a cada 24h, foi medida a temperatura, o pH e o oxigénio dissolvido
na agua utilizando uma sonda HACH 40d Field Case, fornecida pela Hach
Company (CA, USA) e a salinidade da mesma utilizando o refratémetro HI 96822,
fornecido pela Hanna Instruments (Rhode Island, USA). Foram ainda medidas a
temperatura e humidade ambiente da sala de ensaios, utilizando o equipamento
DATA LOGGER (PCE-HT 71 Humidity/Temperature) fornecido pela PCE
Instruments UK Ldt (Reino Unido), as quais variaram entre 19,7 °C e 23,2 °C e
32,2 Pa e 46,4 Pa, respectivamente. No final das 96h foi efetuado um ensaio de
predacdo péds-exposicdo (neste caso a condicdes laboratoriais sem stress
guimico), com base num protocolo previamente desenvolvido e validado pela
equipa, o qual foi adaptado no ambito da presente dissertacdo aos bioensaios
efetuados. Assim, cada peixe foi transferido para um recipiente de plastico de
diametro 14 cm, contendo 300 ml de agua do mar artificial, onde ficaram 3
minutos em contato com as “presas”, previamente contadas utilizando uma lupa
binocular Nikon SMZ800 fornecida pela Nikon Instruments Inc. (USA). Os
tratamentos foram os seguintes (Figura 3): 30 nauplios de Artemia franciscana;
30 MEP brancas; 30 MEP pretas; 30 MEP vermelhas; 15 ndauplios + 15 MEP
brancas; 15 nauplios + 15 MEP pretas; 15 nauplios + 15 MEP vermelhas. Em cada

tratamento e para cada populacdo de origem, foram testados 9 juvenis
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selecionados ao acaso. Os nauplios tinham sido pré-eclodidos anteriormente em
agua do mar a uma salinidade de 37 x 10° £ 1 x 10°® mg/L tendo sido sempre
utilizados no processo de predacdo nauplios com 24h. Apds o tempo de contato
dos peixes com as “presas”, os peixes foram retirados e foi contado o nimero de
nauplios de Artemia e/ou MEP presentes nos recipientes e, por subtracao entre o
numero inicial de “presas” e o nimero de “presas” contadas no final, foi calculado

o numero de “presas” ingeridas.

Figura 3 - Recipinetes de alimentacdo utilizados nos bioensaios.

2.4. Bioensaio para Avaliar os Efeitos das MEP Ingeridas

O objetivo do segundo bioensaio foi investigar os efeitos causados pelas
MEP. O bioensaio foi efetuado em condicdes gerais semelhantes as descritas na
seccao anterior (2.3.), mas utilizando apenas dois tratamentos no ensaio de
predacdo pds-exposicao (nauplios de Artemia e MEP vermelhas) e 7 peixes de
cada estudrio por tratamento. Escolheram-se as MEP vermelhas, pois em ensaios
preliminares observou-se que perdiam a cor depois de passarem o sistema
gastrointestinal dos juvenis, o que podera ter interesse toxicolégico acrescido.

Resumidamente, juvenis capturados no estuario do Minho e juvenis capturados
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no estudrio do rio Lima (Primavera) foram aclimatados a condicdes laboratoriais
conforme indicado na seccdo 2.2. Seguidamente, 14 individuos de cada estuario,
selecionados ao acaso, foram mantidos durante 96h em agua do mar artificial
sem alimento e sem renovacdao de meio nas condicbes descritas na seccdao 2.3.
No inicio e durante o bioensaio foram medidos os parametros na agua conforme
indicado anteriormente (seccao 2.3.). A temperatura ambiente e a humidade da
sala onde foram efetuados os ensaios variou entre 22,3 °C e 23,2 °C e 44,7 Pa e

64,9 Pa, respectivamente.

Apos este periodo, cada peixe foi transferido para um recipiente com agua
do mar, tendo-lhe sido oferecido nauplios de Artemia ou MEP vermelhas, nas
condicOes anteriormente descritas (seccdo 2.3.). Ap6és 3 minutos em contato com
as “presas”, cada peixe foi colocado em meio limpo (agua do mar artificial,
conforme descrito em 2.2.), num recipiente de vidro de 1L, contendo 500 ml de
meio, com arejamento, onde ficou durante mais 24 horas, tendo sido
contabilizado o numero de “presas” ingeridas por cada peixe, conforme referido
no ponto anterior. Foi ainda avaliada, apds as 24 horas, a eventual excrecdo de
MEP por cada peixe, tendo-se numa primeira fase identificado e contado os MEP
a olho nu e numa segunda fase tendo-se confirmado a lupa (lupa binocular Nikon
SMZ800 fornecida pela Nikon Instruments Inc. (USA)).

Os peixes foram eutanasiados apds anestesia pelo frio, ndo tendo sido
utilizado outro tipo de anestesia a fim de evitar potenciais interacées com o
efeito das MEP ou interferéncia com as técnicas usadas para determinacdo dos
biomarcadores. Apds este passo, e sempre sobre gelo, o sistema gastrointestinal
foi removido de cada peixe para averiguar a presenca de nauplios e/ou MEP. De
cada peixe, foi ainda isolada a cabeca, a bilis e a parte restante do corpo sempre
sobre gelo. Cada cabeca foi colocada em 0,5 ml de tampao fosfato (0,1 M, pH =
7,2), homogeneizada durante 15 segundos, em gelo, usando um
homogeneizador Ystral D-79282 fornecido pela Power Technologies Inc.
(Alemanha). O homogeneizado foi centrifugado (centrifuga refrigerada Eppendorf
5810R) por um periodo de 3 minutos a 3300 x g, a uma temperatura de 4 °C,
sendo entdo o sobrenadante recolhido e conservado a -80 °C (SANYO Ultra Low
Vip Plus Freezer) para posterior determinacdo da atividade das enzimas
colinesterases. A bilis de cada peixe foi isolada e conservada a -80°C para

posterior analise quimica. A parte restante do corpo foi homogeneizado em 0,7
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ml de tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4), em gelo, durante 20 segundos utilizando o
mesmo homogeneizador que anteriormente tinha sido utilizado para a cabeca.
Posteriormente, 200 pul do homogeneizado foram transferidos para um microtubo
de 1,5 ml com 4 pl da solucao de hidroxitolueno botilado (BHT) e metanol (4%)
(previamente realizada com 0,4 g de BHT e 10 ml de metanol), tendo sido os
microtubos conservados a -80 °C para posterior determinacdo dos niveis de
peroxidacdo lipidica. O resto do homogeneizado foi centrifugado durante 20
minutos a 1000 g (rcf) a temperatura de 4 °C para isolar a fracdo pods-
mitocondrial. O sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80 °C para posterior

determinacdo da atividade das enzimas EROD e GST.

2.5. Determinacdo dos Biomarcadores

No dia em que se procedeu a determinacdo de cada biomarcador, as
amostras que estavam conservadas a -80°C foram descongeladas em gelo.
Seguidamente e para cada uma delas, determinou-se a quantidade de proteina
utilizando a técnica de Bradford (1976), adaptada a microplaca (Frasco et al.,
2002) utilizando y-globulinas de bovino como padrao. De forma resumida, foram
feitas na microplaca diluicbes de 5x para peixes com tamanhos compreendidos
entre os 1,1 cm e os 1,8cm, ou seja, foram pipetados 40 pl da amostra e 160 pl
de tampao fosfato. Para peixes com tamanhos superiores a 1,8 cm foram feitas
na microplaca diluicdes de 10x, ou seja, 40 pl de amostra e 180 pl de tampao
fosfato (0,1 M, pH=7,2 para amostras da cabeca e 0,1 M, pH=7,4 para amostras
do corpo). Apds a realizacao das diluicdes foram transferidos 10 pl das amostras
diluidas para os respectivos trés pocos seguintes, tendo-se adicionado com uma
pipeta multi-canais 250 pl da solucdo Bio-Rad (4 porcoes de agua para 1 de Bio-
Rad) e colocado no misturador a microplaca durante 15 minutos, apds este
tempo, foi lida a absorvancia num leitor de microplacas (BIO-TEK, POWERWAVE
340) (BioTek, USA) a 600 nm, a temperatura de 25 °C. Esta determinacdo foi
realizada para todos os biomarcadores. Com base nas determinacdes efetuadas,
a proteina foi padronizada para 0,5 mg/ml nas amostras para determinacdo da
AChE e GST.

No caso da AChE, a atividade foi determinada segundo o método Ellman et
al. (1961), adaptado a microplaca (Guilhermino et al., 1996), a 25 °C. Assim, 50

pul de cada amostra foram pipetados para cada poco da microplaca, aos quais
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foram adicionados 250 pl da solucao reacdo, anteriormente preparada com 200
pl de acetiltiocolina e 1 ml da solucdo DTNB (0,0198 g de DTNB (acido 5,5-ditio-
bis(2-nitrobenzdico) e 0,0075 g de NaHCO, (bicarbonato de sédio) em 5 ml de
tampao fosfato (0,1 M, pH=7,2)) em 30 ml de tampao fosfato (0,1 M, pH=7,2). A
taxa a que ocorreu a degradacdao da AChE foi avaliada a 412 nm, durante 5
minutos, através da medicdo do aumento da coloracdo amarela, tendo depois
sido feita a selecio da fase linear para calcular a atividade enzimatica
(automaticamente pelo aparelho). O sobrenadante do homogeneizado da cabeca
do gobio comum havia sido descrito anteriormente como contendo
essencialmente AChE (Monteiro et al.,, 2005). Por fim, foi executado um
procedimento semelhante ao realizado inicialmente para a proteina, mas sem
diluicdes, por forma a quantificar a proteina e expressar a atividade da enzima
em funcdo da proteina (em nanomoles de substrato hidrolizado por minuto por

mg de proteina).

Por sua vez, a EROD foi determinada pelo método de Burke e Mayer (1974)
e foi lida a cinética no espectroflurimetro (Jasco, FP-6200) (Jasco Analytical
Instruments, USA) para o comprimento de onda de excitacdo de 530 nm e para o
comprimento de onda de emissdao de 585 nm, durante 4 ciclos de 30 segundos.
Para tal, foram pipetados 100 pl de amostra para a cuvete, tendo-se juntado
1000 pl de tampao reacao (1,5 ml de etoxiresorufina em 49,5 ml de tampao
fosfato (0,1 M, pH=7,4)) e 10 pl da solucio NADPH (0,0166 g NADPH
(nicotinamida adenina dinucleétido reduzido) em 2 ml de tampdo fosfato (0,1 M,
pH=7,4)). A atividade enzimatica devera ser expressa em funcdo da proteina (em

picomoles de substrato hidrolizado por minuto por mg de proteina).

Quanto a atividade da GST foi avaliada com a fracao pés-mitocondrial,
segundo o método de Habig (Habig et al., 1974) adaptado a microplacas (Frasco
e Guilhermino, 2002). O procedimento foi em muito semelhante ao da AChE,
tendo diferido apenas o tampao fosfato utilizado para os brancos (0,1 M,
pH=6,5), a solucdo reacdo (1,5 ml de CDNB (2,4 - dinitroclorobenzeno), 9 ml de
gsh e 49,5 ml de tampao fosfato (0,1 M, pH=6,5)) e o comprimento de onda a
que a absorvancia foi lida, tendo sido neste caso, de 340 nm. A atividade
enzimatica devera ser expressa em funcdo da proteina (em nanomoles de

substrato hidrolizado por minuto por mg de proteina).
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Por fim, foram ainda determinados os niveis de LPO através da
quantificacao das substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) (Ohkawa et
al., 1979). Assim, 200 uyl do homogeneizado foram transferidos dos microtubos
da LPO para tubos de 15 ml e foram preparados dois brancos com 200 pl de
tampao fosfato (0,1 M, pH=7,4), foram adicionados 1000 pl de TCA 12% (acido
tricloroacético), 800 pl da solucao Tris-HCL 60 mM com DTNA (alfa-
distrobrevina) 0,1 mM e 1000 pl da solucao TBA 0,78%. Apds estas adicdes os
tubos foram incubados em banho-maria por um periodo de 60 minutos a uma
temperatura de 100 °C. Seguidamente, 2 ml da solucdo de cada tubo foram
transferidos para microtubos e centrifugados a uma velocidade de 11500 rpm,
durante 5 minutos a uma temperatura de 25 °C. Por ultimo, foi lida a absorvancia

no espectrofotbmetro a 535 nm.

2.6. Analise Estatistica

Os dados foram testados quanto a homogeneidade da variancia (teste
Bartlett"s) e normalidade de distribuicdo (teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov), a fim de testar os dois pressupostos principais da analise de variancia
(ANOVA). No primeiro bioensaio, o numero de “presas” ingerido pelos peixes de
cada tratamento (i.e. nauplios de Artemia, MEP de 3 tipos, ou combinacdes de
nauplios e MEP) foi comparado utilizando uma ANOVA de dois fatores com
interacdo (2-way ANOVA), utilizando o tratamento (i.e. tipo de presas) e o
estuario de origem dos juvenis como fatores principais. Seguido do teste de
comparacoes multiplas de Tukey ou Dunnett quando foram encontradas
diferencas significativas e quando aplicavel. No segundo ensaio, para cada
biomarcador e para o numero de “presas” ingerido utilizaram-se também 2-way
ANOVA para comparar peixes de diferentes estuarios e de distintos tratamentos,

e investigar a potencial interacdo entre os dois fatores.
Todas as anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS,

versao 20, e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p =< 0,05.
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3.Resultados e Discussao

3.1. Mortalidade e Fatores Abioticos durante os Ensaios

Durante os ensaios ndo se observou mortalidade durante os periodos em
gue os organismos estiveram mantidos durante 96h sem alimento, pelo que
relativamente a exigéncia de um maximo de 10% de mortalidade nos controlos de
acordo com as normas da OECD (OECD, 1992), ambos os ensaios podem ser
considerados validos. Os resultados da temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
salinidade medidos no meio de teste ao longo do primeiro bioensaio estdao
indicados na Tabela 2 e os do segundo bioensaio estao indicados na Tabela 3.
Em ambos os casos, o pH do meio de teste situou-se sempre entre as 6 e as 8,5
unidades, o oxigénio dissolvido no meio de teste foi sempre superior a 60%, pelo
que relativamente a esses parametros, os ensaios podem ser considerados
validos segundo as normas da OECD (1992). A temperatura variou sempre menos
de 2 °C nas medicdes, no entanto, durante o periodo noturno podera ter variado

mais, mas pretendia-se simular o ciclo dia/noite.

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos determinados no meio de teste ao longo de 96h dos
ensaios destinados a avaliar se os juvenis de Pomatoschistus microps confundem
microplasticos com presas. Os valores indicados para cada parametro correspondem a média das
determinacgdes efetuadas em 9 recipientes-teste com o respectivo erro padrdo da média (E.P.M.).

. Diferenca
Parametro Oh 24h 48h 72h 96h
|196h-0h|
17,4 17,6 17,4 17,2 17,6 0,20
Temperatura (°C)
+0,158 +0,196 + 0,282 +0,175 +0,193 + 0,035
Recipientes- salinidade o/ | 18X 10 | 18x10° [ 18x10° | 18x10° | 18x10° .
ni
teste com < +1,0x10° | £1,0x10° | +1,0x10° | +1,0x10° | + 1,0 x 10°
peixes do o 8,42 8,43 8,44 8,45 8,45 0,03
LR +0,013 + 0,014 +0,020 +0,016 +0,015 +0,002
rio Minho
Oxigénio 9,73 9,60 9,60 9,71 9,61 012
dissolvido (mg/L) | =+ 0,042 + 0,056 +0,089 + 0,045 +0,042 '
17,8 18,0 17,3 17,2 17,7 0,10
Temperatura (°C)
+0,182 + 0,164 + 0,275 +0,138 +0,188 + 0,006
Recipientes- 18 x 10° 18 x 10° 18 x 10° 18 x 10° 18 x 10°
P Salinidade (mg/L) X X X X X 0
teste com +1,0x10° | £1,0x10° | +1,0x10° | +1,0x10° | + 1,0 x 10°
peixes do " 8,40 8,41 8,40 8,41 8,41 001
estuario do +0,016 +0,016 + 0,020 + 0,015 +0,016 ’
rio Lima
Oxigénio 9,68 9,57 9,66 9,69 9,58 0,10
dissolvido (mg/L) + 0,044 + 0,044 + 0,062 + 0,050 + 0,048 + 0,004
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Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos determinados no meio de teste ao longo de 96h dos
ensaios destinados a avaliar se os efeitos dos microplasticos sobre os juvenis de
Pomatoschistus microps. Os valores indicados para cada parametro correspondem a média das
determinagdes efetuadas em 7 recipientes-teste com o respectivo erro padrdo da média (E.P.M.).

~ Diferenca
Parametro Oh 24h 48h 72h 96h
|196h-0h|
20,4 20,9 20,9 20,9 21,2 0,80
Temperatura (°C)
+ 0,081 + 0,086 + 0,064 +0,058 + 0,070 +0,011
Recipientes- . 18 x 10° 18 x 10° 18 x 10° 18 x 10° 18 x 10°
Salinidade (mg/L) 0
teste com +1,0x10° | £1,0x10° | £1,0x10° | +1,0x10° | = 1,0 x 10°
peixes do - 8,30 8,31 8,33 8,33 8,29 0,01
estuario do +£0,011 + 0,009 £ 0,008 £0,010 +0,023 £0,012
rio Minho
Oxigénio 9,67 9,66 9,73 9,55 9,69 0,02
dissolvido (mg/L) + 0,040 +0,052 + 0,063 + 0,044 + 0,049 + 0,009
21,8 22,8 22,6 22,5 22,0 0,20
Temperatura (°C)
+0,039 + 0,081 + 0,073 + 0,097 +0,129 + 0,090
Recipientes- 18 x 10° 18 x 10® 18 x 10° 18 x 10° 18 x 10° +
Salinidade (mg/L) X X X X X * 0
teste com +1,0x10° | £1,0x10° | £1,0x 10° | = 1,0 x 10° 1,0 x 10
b il - 8,35 8,34 8,37 8,41 8,43 0,08
estuario do + 0,029 +0,012 + 0,008 + 0,008 + 0,005 +0,024
rio Lima
Oxigénio 9,66 9,57 9,73 9,59 9,65 0,01
dissolvido (mg/L) + 0,042 + 0,048 + 0,055 + 0,057 + 0,046 + 0,004

3.2. Bioensaio para Avaliar se os Juvenis de P. microps
confundem MP com Presas

Na Figura 4 é apresentada a média do niumero total de “presas” ingerido
pelos peixes dos estuarios dos rios Minho e Lima, enquanto que nas Figuras 5 e
6 é apresentada a média do numero de “presas” ingerido em cada tratamento
pelos juvenis provenientes dos estuarios dos rios Minho e Lima, respectivamente.
Foram encontradas diferencas significativas entre peixes de diferentes estuarios,
e no numero de presas ingeridas em diferentes tratamentos, sendo a interacao
entre os dois fatores ndo significativa (Tabela 4). Os peixes do Minho ingeriram
significativamente mais “presas” do que os juvenis do estudrio do Lima, o que
sugere uma maior capacidade predadora dos primeiros relativamente aos
segundos. Este facto, podera estar relacionado com a exposicao de longo prazo
da populacao do estuario do rio Lima a niveis mais elevados de contaminacao,
conforme sugerem também as diferencas no estado de saude destas duas
populacdes observadas no estudo de Guimaraes et al. (2012). Em ambos os

estuarios, os juvenis capturaram e ingeriram significativamente mais nauplios de
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Artemia do que MEP, quando cada presa era oferecida isoladamente e na maioria
dos tratamentos de mistura de “presas” (Figura 5 e 6, Tabela 4). Um dos fatores
que pode ajudar os peixes a distinguir os nauplios de Artemia das MEP é a
mobilidade dos primeiros. No entanto, os resultados da Tabela 4 também
indicam que ndo houve diferencas significativas no numero total de presas
ingerido entre o grupo controlo, a quem foram so6 oferecidos nauplios de
Artemia, e o tratamento em que foram oferecidos 15 nauplios de Artemia e 15
MEP-B. Esta evidéncia e o facto dos peixes quando alimentados apenas com MEP-
B ingerirem entre 25 % (Minho) e 33 % (Lima), relativamente ao grupo em que
foram oferecidos apenas nauplios de Artemia, sugerem que oS juvenis
confundem estas particulas com os nauplios, talvez por ambos terem uma cor
esbranquicada. Os resultados da Figura 5 e 6 também sugerem que os peixes
confundem menos MEP-V e MEP-P com presas do que as MEP-B. Para além de a
cor ser diferente da coloracdo dos nauplios de Artemia, as MEP-V possuem uma
densidade menor, ficando normalmente na superficie da dgua, enquanto que os
peixes tinham tendéncia para permanecer mais junto ao fundo do recipiente.
Relativamente as MEP-P, para além da maior diferenca da cor relativamente aos
nauplios de Artemia, possuem algum magnetismo, o que podera eventualmente
contribuir para que os peixes as distingam melhor de presas reais do que as
MEP-B. Quando as “presas” oferecidas foram 15 nauplios de Artemia e 15 MEP-B,
os peixes do estuario do Lima ingeriram cerca de 41 % de MEP-B, enquanto os do
Minho ingeriram apenas 6,25 % destas particulas. Estes resultados sugerem que
os peixes do rio Minho conseguem discriminar melhor os nauplios de artémia das
MEP-B do que os do Lima, podendo ser levantada hipdtese de que a exposicdo a
longo prazo da populacdao de origem a poluicdo pode interferir com a capacidade
dos peixes para distinguirem presas reais de outras particulas em suspensao.
Infelizmente, o nosso plano experimental ndo nos permite ir mais longe nesta

guestdo que serd do maior interesse investigar em estudos futuros.

Independentemente das causas, os resultados deste estudo demonstram
que os juvenis de P. microps podem capturar e ingerir MP, confundindo-os com
presas, o que esta de acordo com os resultados de um estudo de
biomonotorizacdo efetuado com Zeus faber, onde se verificou a ingestao de MP

por esta espécie em cenarios reais (Lusher et al.,, 2013).
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Figura 4 - Média do numero total de presas ingeridas por juvenis de Pomatoschistus microps
provenientes dos estuarios dos rios Minho e Lima, com as correspondentes barras de erro padrdo
da média. * indica diferencas estatisticamente significativas (p < 0.05).

Juvenis do estuario do rio Minho

EMEP-V EMEP-P
OMEP-B mART

Niumero médio de "presas” ingeridas
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Art MEP-B MEP-P MEP-V ART+MEP-B ART+MEP-P  ART+MEP-V
Figura 5 - Nimero de nauplios de Artemia franciscana e/ou de microesferas de polietileno de
diferentes cores ingeridas por juvenis de Pomatoschistus microps provenientes do estuario
do rio Minho. Em cada tratamento, o valor indica a média de nove peixes com a
correspondente barra de erro padrao da média. ART - nauplios de Artemia franciscana, MEP-B -
microesferas de polietileno brancas; MEP-P - microesferas de polietileno pretas; MEP-V -
microesferas de polietileno vermelhas; ART+MEP-B - nauplios de A. franciscana + microesferas de
polietileno brancas; ART+MEP-P - nduplios de A. franciscana + microesferas de polietileno pretas;
ART+MEP-V - nauplios de A. franciscana + microesferas de polietileno vermelhas.
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Juvenis do estuario do rio Lima
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Figura 6 - Numero de nauplios de Artemia franciscana e/ou de microesferas de polietileno de
diferentes cores ingeridas por juvenis de Pomatoschistus microps provenientes do estuario
do rio Lima. Em cada tratamento, o valor indica a média de nove peixes com a correspondente
barra de erro padrao da média. ART - nauplios de Artemia franciscana; MEP-B -microesferas de
polietileno brancas; MEP-P - microesferas de polietileno pretas; MEP-V - microesferas de polietileno
vermelhas; ART+MEP-B - nauplios de A. franciscana + microesferas de polietileno brancas;
ART+MEP-P - nauplios de A. franciscana + microesferas de polietileno pretas; ART+MEP-V -
nauplios de A. franciscana + microesferas de polietileno vermelhas.

Tabela 4 - Valores e diferencas correspondentes as diferencas entre o nimero de “presas”
ingeridos em cada estuario (rio Minho e Lima), as diferencas totais entre os tratamentos e a
interacao entre o estuario e o tratamento. ART - nauplios de Artemia franciscana, MEP-B -
microesferas de polietileno brancas; MEP-P - microesferas de polietileno pretas; MEP-V -
microesferas de polietileno vermelhas; ART+MEP-B - nauplios de A. franciscana + microesferas de
polietileno brancas; ART+MEP-P - nauplios de A. franciscana + microesferas de polietileno pretas;
ART+MEP-V - ndauplios de A. franciscana + microesferas de polietileno vermelhas.

F P Conclusao/Tukey
Estuarios (Figura 4) Foom = 7,894 P < 0,05 Ha diferencas
' significativas
ART - a

ART+MEP-B -a, b
ART+MEP-P - b, c

Tratamento
Factor (Fi 5e6) F(sm) = 17,983 P < 0,05 ART+MEP-V - b, c
igura5e ’
9 MEP-B - ¢, d
MEP-P - d
MEP-V - d
Interacdo (Estuario x F  =0,084 P> 0,05 N&o ha diferencas
Tratamento) @z significativas
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3.3. Bioensaio para Avaliar os Efeitos das MEP Ingeridas

Na Figura 7 esta indicado o numero de “presas” ingeridas por juvenis dos
estuarios dos rios Minho e Lima, sendo os resultados da analise estatistica
apresentados na Tabela 5. Nao houve diferencas significativas entre peixes
provenientes de diferentes os estuarios (Figura 7), sendo que em ambos os
casos, o numero de nauplios de Artemia ingerido foi significativamente superior
ao numero de MEP-V ingeridas (Figura 8). Estes resultados estdo de acordo com
os obtidos no primeiro bioensaio (seccao 3.2.) e indicam que apenas um pequeno
numero de P. microps confunde as MEP-V com alimento. As MEP-V ingeridas
foram todas excretadas pelos peixes num intervalo de 24 horas, tendo perdido a
cor original e apresentado uma cor esbranquicada (Figura 9). Este resultado
sugere que os agentes que conferiam a cor vermelha foram absorvidos pelos

peixes.

Média do numero total de "presas” ingeridas
=
=Y

(=R SR T = R N] - Rle)
|

Estudrio do Minho Estudrio do Lima

Figura 7 - Média do numero total de presas ingeridas por juvenis de Pomatoschistus microps
provenientes dos estuarios dos rios Minho e Lima, com as correspondentes barras de erro padrao
da média.
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Juvenis dos estuarios dos rios Minho e Lima
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Figura 8 - Numero de nauplios de Artemia franciscana ou de microesferas de polietileno
vermelhas ingeridas por juvenis de Pomatoschistus microps provenientes do estuario do rio
Minho e Lima. Em cada tratamento, o valor indica a média de sete peixes com a
correspondente barra de erro padrdao da média. ART - nauplios de Artemia franciscana, MEP-V -
microesferas de polietileno vermelha.

Tabela 5 - Valores e diferencas correspondentes as diferencas entre o nimero de “presas”
ingeridos em cada estuario (rio Minho e Lima), as diferencas entre a ingestao em cada
tratamento e a interacao entre o estuario e o tratamento.

F P Conclusdao/Dunnett
Estuarios (Figura 7) F,,,= 0,555 P> 0,05 Nao ha diferencas
’ significativas
Factor | Tratamento (Figura 8) | F__ =22,012 P < 0,05 Ha diferencas
2 significativas
Interacdo (Estuario x F =0214 P> 0,05 Nao ha diferencas
Tratamento) @2 significativas
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Figura 9 - Microesferas de polietileno vermelhas
ingeridas por juvenis de Pomatoschistus microps
provenientes do estuario do rio Lima que se
apreentavam de cor branca apés passagem pelo
sistema gastrointestinal dos peixes. (Ampliacdo
6x, lupa binocular Nikon SMZ800 fornecida pela
Nikon Instruments Inc. (USA).

A média de atividade da enzima AChE determinada na fraccdo soluvel de
homogeneizado da cabeca de P. microps, alimentados com nauplios de Artemia,
provenientes dos estuarios dos rios Minho e Lima foi de 95,1 + 9,32 e 127, 2 =
13,5, respectivamente (Figura 10). Estes valores sao semlehantes aos reportados
em juvenis de dimensdes semelhantes provenientes do rio Minho (Oliveira et al.,
2013). Nao foram encontradas diferencas significativas entre peixes provenientes
dos estuarios dos rios Minho e Lima, nem entre organismos alimentados com
nauplios ou com MEP-V, sendo a interaccdo entre os dois fatores também ndo
significativa (Tabela 6). Estes resultados sugerem que nem as MEP-V nem o(s)
agente(s) que lhe(s) confere(m) a cor sdo anticolinesterasicos. Num estudo
anterior com juvenis da mesma espécie (Oliveira et al., 2013) expostos durante
96h a MEP de menores dimensdes inibiram significativamente a atividade da
AChE. As diferencas entre os dois estudos podem ser devidas, entre outras
causas, a presenca de constituintes dos MP usados no estudo de Oliveira et al.
(2013) que ndo estdo presentes nas MEP-V usadas no presente estudo e/ou a
menor dimensao dos MP usados no referido estudo que podem causar efeitos
diretos ou indiretos (e.g. colmatacao das branquias) e a diferenca das condicdes

de exposicao (tempo).
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Figura 10 - Atividade da AChE medida na cabeca de Pomatoschistus microps provenientes do
estuario do rio Minho e Lima. Em cada tratamento, o valor indica a média de sete peixes com a
correspondente barra de erro padriao da média. ART - nauplios de Artemia franciscana, MEP-V -
microesferas de polietileno vermelha.

Tabela 6 - Valores e diferencas correspondentes as diferencas da atividade da AChE entre
estuarios (rio Minho e Lima), as diferencas das atividades entre tratamentos e a interacao
entre o estuario e o tratamento.

F P Conclusao/Dunnett
Estuarios F . =1,634 P> 0,05 Nao ha diferencas
w2 significativas
Farciten Tratamento F_=0572 | P>0,05 Néo ha diferencas
w2 significativas
Interacdo (Estuario x F =3,244 P> 0,05 Nao ha diferencas
Tratamento) (2 significativas

Foram observadas diferencas significativas na atividade da EROD entre
peixes de estuarios distintos, entre tratamentos mas a interaccdo entre os dois
fatores ndo foi significativa (Figura 11, Tabela 7). A atividade desta enzima foi
superior nos juvenis provenientes do estudrio do rio Lima do que nos peixes
provenientes do estuario do Minho, sugerindo pré-exposicao da populacao de
origem a indutores desta enzima. Relativamente aos peixes alimentados com
nauplios, os que foram alimentados com MEP-V, apresentaram niveis de atividade
da EROD significativamente inferiores, sugerindo exposicdo a agentes inibidores

desta enzima.
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Figura 11 - Atividade da EROD medida no corpo de Pomatoschistus microps provenientes do
estuario do rio Minho e Lima. Em cada tratamento, o valor indica a média de sete peixes com a
correspondente barra de erro padrdao da média. ART - nauplios de Artemia franciscana, MEP-V -
microesferas de polietileno vermelha.

Tabela 7 - Valores e diferencas correspondentes as diferencas da atividade da EROD entre
estuarios (rio Minho e Lima), as diferencas das atividades entre tratamentos e a interacao
entre o estuario e o tratamento.

F P Conclusdo/Dunnett
Estuarios F. =9,059 P < 0,05 Ha diferencas
o significativas
Factor Tratamento F =34,369 | P=<0,05 Ha diferencas
@n significativas
Interacdo (Estuario x F =0,525 P> 0,05 Nédo ha diferencas
Tratamento) o significativas

A atividade média da GST determinada no presente estudo para os
organismos alimentados com nauplios de Artemia foi de 26,5 = 3,26 para o
estuario do rio Minho e de 22,4 = 3,70 para o estuario do rio Lima. Estes valores
sao inferiores aos mencionados no estudo de Oliveira et al. (2013). Neste estudo
ndo se verificaram diferencas significativas na atividade da GST entre peixes
provenientes de estudrios distintos, entre peixes que ingeriram presas distintas
(Figura 12, Tabela 8), nem na interacdo destes dois fatores (Tabela 8). Estes
resultados sdo semelhantes aos reportados por Oliveira et al. (2013) em juvenis

expostos a outro tipo de MP.
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Figura 12 - Atividade da GST medida no corpo de Pomatoschistus microps provenientes do
estuario do rio Minho e Lima. Em cada tratamento, o valor indica a média de sete peixes com a
correspondente barra de erro padrdao da média. ART - nauplios de Artemia franciscana; MEP-V -
microesferas de polietileno vermelha.

Tabela 8 - Valores e diferencas correspondentes as diferencas da atividade da GST entre
estuarios (rio Minho e Lima), as diferencas das atividades entre tratamentos e a interacao
entre o estuario e o tratamento.

F P Conclusao/Dunnett
Estuarios F=1,946 P> 0,05 Nao ha diferencas
w2 significativas
Factor Tratamento F =258 P> 0,05 Nao ha diferencas
w2 significativas
Interacdo (Estuario x F_ =0,024 P> 0,05 N&o ha diferencas
Tratamento) 24 significativas

Os niveis de LPO determinados no presente estudo (Figura 13) sdo
inferiores aos referidos por Oliveira et al. (2013). As diferencas significativas nos
niveis de LPO entre estuarios sugerem, mais uma vez, que tal se podera dever a
diferentes niveis e tipos de contaminacdo ambiental a que os organismos se
encontram expostos nos seus estuarios de origem (Guimaraes et al., 2012), e ndo
a utilizacdo de MEP como “presas”, uma vez que ndo se observam diferencas
significativas entre tratamentos (Figura 13, Tabela 9), o que indica que as MEP-V
e/ou o(s) agente(s) que lhe(s) confere(m) a cor ndo causa(m) danos de stress

oxidativo significativos.

34




Juvenis dos estuarios dos rios Minho e Lima

BART
EMEP-V
2,5
'
£
g 24
2
o3
A m
BE 15
34
‘8
—_ 1 1
[=]
£
=
0,5 4
o | e

Estuario do Minho Estuario do Lima
Figura 13 - Niveis de LPO medida no corpo de Pomatoschistus microps provenientes do
estuario do rio Minho e Lima. Em cada tratamento, o valor indica a média de sete peixes com a

correspondente barra de erro padrdao da média. ART - nauplios de Artemia franciscana; MEP-V -
microesferas de polietileno vermelha.

Tabela 9 - Valores e diferencas correspondentes as diferencas de niveis de LPO entre
estuarios (rio Minho e Lima), as diferencas de niveis entre tratamentos e a interacdo entre o
estuario e o tratamento.

F P Conclusdo/Dunnett
Estuarios F =22603| P=<0,05 Ha diferencas
(.24 significativas
Factor Tratamento F _ =0,005 P> 0,05 Ndo ha diferencas
24 significativas
Interacdo (Estuario x F  =0,000 P> 0,05 Nédo ha diferencas
Tratamento) 2 significativas
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4.Conclusoes e Perspectivas Futuras

Os resultados do presente estudo indicaram que: 1) juvenis precoces
(grupo etario 0*) confundem alguns tipos de microplasticos com presas e que a
semelhanca de cor entre os microplasticos e as presas podera ser um factor
importante; 2) a exposicdo a longo prazo a contaminacdo ambiental podera
diminuir a capacidade dos peixes para discriminarem presas reais de
microplasticos; 3) As MEP-V perdem a cor vermelha ap6s passagem pelo sistema
gastrointestinal dos juvenis, sugerindo que o(s) agente(s) responsavel(eis) pela
cor é(sdao) absorvido(s); 4) A ingestao das MEP-V inibe a atividade da enzima
EROD, sugerindo a sua ligacdo a componentes das MEP-V libertados apds
absorcdo das mesmas, possivelmente num mecanismo de biotransformacao; 5)
As MEP-V ndo causaram efeitos na actividade das enzimas AChE e GST em juvenis

de P. microps.

Na continuacdo deste trabalho, seria interessante investigar os efeitos das
MEP-B, uma vez que sdo as mais confundidas com presas reais, estudar de forma
mais aprofundada a contribuicdo de cada caracteristica (e.g. cor, magnetismo) na
capacidade de discriminacdo dos peixes, e o papel da pré-exposicdo a longo
prazo da populacao de origem na capacidade dos peixes discriminarem ente MP e
presas. Seria ainda interessante, utilizar a bilis dos organismos para avaliar

possiveis substancias libertadas pelos MP que fossem excretadas pela mesma.
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