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RESUMO

A poluigdo por pléstico é uma grande preocupacgdo para o ecossistema, em especial ao marinho,
que é destino final dos residuos plasticos produzidos pela populagdo. Devido ao seu tamanho
reduzido, o micro (MP) e nanoplastico (NP) possuem grande potencial de interacdo com
diversos organismos. Entre esses estd o género Artemia, que S&o microcrustaceos
zooplanctonicos filtradores ndo seletivos. Esse animal representa o zooplancton, um importante
grupo para a teia alimentar, pois faz a conexao entre os produtores primarios e os consumidores
secundarios. Além disso, a artemia é utilizada a bastante tempo na ecotoxicologia. Dessa forma,
0 objetivo do presente estudo foi revisar 0s conhecimentos obtidos pelos estudos dessas
particulas plasticas com esses microcrustdceos, apontando 0s principais aspectos
metodoldgicos utilizados e os efeitos encontrados, além de demonstrar a importancia desses
trabalhos, as principais limitacdes e oferecer direcionamentos para as futuras pesquisas. Foram
encontrados 19 estudos sobre o0 tema, que ainda esta no comeco e em expansao. A partir disso,
foram analisados 21 parédmetros diferentes, separados em 4 tabelas de acordo com o tema
abordado:  caracteristicas das  particulas  plasticas, particularidades  gerais  das
artémias, metodologias das culturas e parametros toxicologicos analisados. Foi possivel
perceber que as principais lacunas nos estudos sdo em relacdo a padronizacdo metodoldgica e
desenvolvimento de pesquisas que avaliem cenarios realisticos de exposic¢ao. Além disso, ficou
claro que o MP e NP sdo prejudiciais para o zooplancton e, assim, podem gerar impactos
também para o ecossistema. Portanto, devido a sua posicdo ecoldgica na base da cadeira
alimentar e a facilidade de utilizacdo em laboratério, as artemias sdo animais estratégicos para

pesquisas investigando os efeitos desses poluentes e devem ser utilizados em pesquisas futuras.

Palavras-chave: Camardo de Salmoura. Cenarios Realisticos de Exposi¢do. Ecotoxicologia.

Transferéncia Trofica. Zooplancton.



ABSTRACT

Plastic pollution is a major concern for the ecosystems, especially to marine ones which are the
final destination of mismanaged plastic waste generated by population. Due to their reduced
size, micro (MP) and nanoplastic (NP) can interact with a wide range of organisms. One of
these animals are the non-selective filter feeder zooplanktonic microcrustaceans from the genus
Artemia. This arthropod represents the zooplankton, an ecologically important group for the
food web because they link primary producers to secondary consumers. Furthermore, artemia
has been used in ecotoxicology for a long time. Thus, the aim for this work was to review the
knowledge obtained by studies using plastic particles and artemia, pointing out the main
methodological aspects used and the main effects caused by the plastic, demonstrating the
importance of these works, their limitations and offering directions for future researches. There
are 19 studies in this area. From these works, 21 parameters were analysed, divided into 4 tables:
characteristics of plastic particles, general particularities of artemia, culturing methodologies
and toxicological parameters analyzed. It was noticed that the main gaps in the studies are in
regard to methodological standardization and development of researches that assess realistic
exposure scenarios. Moreover, it is clear the MP and NP are harmful to zooplankton, thus they
can also generate impacts for the ecosystems. Therefore, due to its key ecological posicao at
the base of the food web and easy use in laboratories, this microcrustacean are strategic animals

for research investigating the effects of these pollutants and should be used in future research.

Keywords: Brine Shrimp. Ecotoxicology. Realistic Exposure Scenarios. Trophic Transfer.

Zooplankton.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Ecotoxicologia

A ecotoxicologia ¢ uma area de estudo na Ciéncia que avalia o efeito tdxico que
contaminantes, sintéticos ou naturais, podem causar aos ecossistemas (TRUHAUT, 1977).
Assim, segundo esse autor, tal area se diferencia da toxicologia devido ao seu foco nao ser
apenas no efeito que tais produtos podem causar em um sé individuo, mas as populacdes e
comunidades do ambiente em quest&o. Ainda de acordo com Truhaut, a ecotoxicologia obteve
maior desenvolvimento em virtude do avan¢o da industria quimica e a necessidade de analisar
0 Seu impacto nos ecossistemas, possuindo preocupacdo tanto com a entrada quanto com o
destino desses contaminantes na biosfera. Além disso, também houve um aumento nas
pesquisas nessa area devido a ocorréncia de acidentes industriais (KAHRU &
DOBOURGUIER, 2010).

Atualmente, a poluicdo por plasticos também se tornou um campo de estudo da
ecotoxicologia, devido as preocupac@es que surgiram com relacdo as consequéncias da
presenca desses materiais nos ecossistemas. Mesmo sendo reconhecido como um problema
ambiental, esse impacto de origem antrépica continua aumentando e, mesmo que fosse
interrompido agora, ird persistir por séculos (BARNES et al. 2009). Assim, foram, e estdo
sendo realizados diversos estudos visando a elucidacdo dos efeitos toxicoldgicos e

ecotoxicoldgicos gerados por esses polimeros.

1.2 Pléasticos

1.2.1 Definicao e historico

Os plasticos sdo polimeros organicos sintéticos ou semi-sintéticos, maleaveis e que
podem ser moldados em formas diversas (DA COSTA et al., 2016). Geralmente, eles séo
constituidos a partir da polimerizacdo de monémeros derivados de combustiveis fosseis com
adicdo de aditivos quimicos (THOMPSON et al., 2009). Em 1907, o primeiro polimero
sintético foi produzido por Leo Baekeland e ficou conhecido como Bakelite, a partir do qual
outros plasticos foram desenvolvidos (THOMPSON et al., 2009). Contudo, s0 a partir dos anos
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1940 e 1950 houve o significativo aumento da producdo e uso dos plasticos (figura 1),
especialmente devido a sua popularizacdo ap6s o largo uso na Segunda Guerra Mundial
(GEYER, JAMBECK & LAW, 2017; JAMBECK et al., 2015; WORM et al., 2017).

Segundo Worm e colaboradores (2017), trés periodos de producdo podem ser
destacados: 1) de 1910 a 1950 quando houve o crescimento lento; 2) de 1950 a 2000 em que
ocorreu o crescimento rapido e exponencial; 3) e de 2000 a 2015 em que o crescimento foi
linear, acompanhando o crescimento econdémico mundial (figura 1). Atualmente, nos
encontramos na “Era dos Plasticos”, pois eles, devido a sua versatilidade e durabilidade, fazem
parte de quase todos os aspectos do cotidiano da sociedade humana (AVIO, GORBI &
REGOLI, 2017).
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Figura 1 — Progressédo da producdo mundial de plastico (em toneladas métricas por ano
— Mt/ano) ao longo do tempo e as suas diferentes fases. C. = abreviacdo de crescimento.
Adaptado de Worm e colaboradores (2017).

1.2.2 Producéo e Aplicacbes

Devido a diversas caracteristicas, 0 material plastico possui uma elevada producéo
global, que inclui diferentes tipos de polimeros, aplicacdes distintas e beneficios para a
sociedade. Com relacdo a producdo mundial, em 2019 foram fabricadas 368 milhdes de
toneladas (Mt) de plasticos. Em todo o planeta, a producéo de plasticos apresentou a seguinte
distribuicio: América Latina, 4%; Oriente Médio e Africa, 7%; Europa, 16%; NAFTA, 19%;
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e a Asia, 51%; sendo a China o seu principal representante (31% da producdo mundial)
(PLASTICS EUROPE, 2020). Esse dado mostra um incremento de 9 Mt em relacdo ao ano
anterior, 2018 (PLASTICS EUROPE, 2019; PLASTICS EUROPE, 2020). Além disso, estima-
se que, em 2018, 9,4 Mt de pléstico foram recicladas. Desde o seu desenvolvimento, até hoje,
acredita-se que foram produzidas 8.300 Mt de plasticos, com uma futura projecdo de 26.000
Mt até 2050, caso a producdo e 0 uso continuem em uma curva de crescimento constante
(GEYER, JAMBECK & LAW, 2017).

Quanto a natureza quimica dos plésticos, a producédo de 2019 para a Europa foi dividida
em sete principais tipos: polipropileno (PP; 19,4%), polietileno de baixa densidade (PE-LD/PE-
LLD; 17,4%), polietileno de alta e média densidade (PE-HD/PE-MD; 12,4%), policloreto de
vinila (PVC; 10%), poliuretano (PUR; 7,9%), polietileno tereftalato (PET; 7,9%), poliestireno
e poliestireno expandido (PS/EPS; 6,2%) e outros (18,8%) (PLASTICS EUROPE, 2020).
Quanto as aplicacOes, destacam-se 0 uso em embalagens (39,6%), seguido da construcao civil
(20,4%), industria de automdveis (9,6%), eletroeletrénicos (6,2%), utensilios domésticos e
esportivos (4,1%), agricultura (3,4%) e outros (16,7%) (figura 2) (PLASTICS EUROPE,
2020). Esse mesmo relatdrio também detalhou que, nesse mesmo ano, a inddstria do plastico
da Europa empregou mais de 1,5 milhdes de pessoas, incluindo mais de 55 mil empresas e

apresentando um faturamento de mais de 13 bilhdes de euros.

Embalagens - 39,6 %

:1 ' Construcgao - 20,4 %
K ¢

Automotivo - 9,6 %

:} | [ Eletroeletrénico - 6,2 %

QL, Utensilios domésticos e esporte - 4,1 %

Agricultura - 3,4 %

\ Outros - 16,7 %

Figura 2 — Principais aplicac6es dos plasticos no ano de 2019. Observa-se um destaque para
as embalagens como a maior aplicacao desses materiais. Adaptado do relatorio Plastics Europe
(2020).
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1.3 Poluicéo por Pléstico

Além dos seus beneficios e suas inumeras aplicagdes, o plastico também possui
consequéncias. Devido as suas propriedades quimicas e aparente falta de toxicidade, o plastico
era considerado um material inerte e seu uso e descarte passou a ser desordenado (WORM et
al., 2017). Somando a isso, com sua elevada producdo € inevitavel o seu descarte crescente.
Caracteristicas como leveza, baixo custo, durabilidade e resisténcia, o tornam um material
propicio para utilizacdo apenas uma vez antes do descarte (BARNES, et al., 2009), como no
caso das embalagens, que sdo a principal aplicacdo dos plasticos.

Estima-se que 60% de todo o pléastico j& produzido no mundo foi descartado e esta se
acumulando no ambiente (GEYER, JAMBECK & LAW, 2017), sendo encontrados nos
sistemas terrestre, aquatico e atmosférico, podendo, ainda, se deslocar entre estes (LI et al.,
2020; WU et al., 2019). As mesmas caracteristicas que trazem os beneficios do plastico sdo as
que o tornam um contaminante persistente, pois fazem com que esse material seja de dificil
degradacédo na natureza e se acumule no ambiente por longos periodos de tempo (DA COSTA
et al., 2016; GEYER, JAMBECK & LAW, 2017; KUMAR et al., 2020; LI et al., 2020;
RHODES, 2018; WORM et al., 2017). Dessa forma, Li e colaboradores (2020) definiram que
a poluicdo por plasticos seria a partir da introducdo desse material no ambiente, apresentando

0 potencial de causar danos aos organismos e a satde humana.

1.3.1 Plastico no Ambiente Marinho

Os ambientes estuarinos e marinhos representam uma grande preocupacéo para 6rgaos
ambientais e para a comunidade cientifica, pois sdo os destinos finais desses polimeros
(FERREIRA et al., 2019). Com relacdo & presenca dos plasticos nos oceanos, 0 primeiro
registro na literatura foi em 1972, no qual Carpenter e Smith (1972) encontraram diferentes
tipos de particulas plasticas, na sua maioria entre 0,25 e 0,5 cm de didmetro, no Mar dos
Sargacos (Atlantico Norte). Além disso, observagdes sobre a presenca de plasticos no
ecossistema marinho ja foram reportadas em diversas regides, indo de areas costeiras altamente
poluidas até regides remotas, como locais de grande profundidade nos oceanos (THOMPSON
et al., 2009) e até mesmo no continente Antartico (BERGAMI et al., 2020).
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A principal fonte de poluicéo por plasticos sdo os residuos sélidos, e a sua entrada nos
oceanos tem sido atribuida, principalmente, & ma administracdo publica (RYBERG et al.,
2018). Foi estimado que 91% desses residuos plasticos mal gerenciados atingem bacias
hidrogréficas, sendo os rios considerados os principais veiculos para a entrada de plasticos nos
oceanos (LEBRETON & ANDRADY, 2019). Jambeck e colaboradores (2015) demonstraram
que a populacgéo costeira de 192 paises produziu 99,5 Mt de residuos plasticos no ano de 2010,
sendo que 31,9 Mt foram considerados mal administrados, com 4 a 12 Mt destes residuos
atingindo os oceanos. Neste mesmo estudo, os autores fizeram uma previsao de que, no ano de
2025, a entrada de residuos plasticos no mar terd um aumento de uma ordem de magnitude
(JAMBECK et al., 2015). No entanto, Lebreton e Andrady (2019) estimaram que, no ano de
2015, 181 Mt de pléstico foram mal administradas mundialmente, sendo que 47% (60-99 Mt)
foram descartadas no ambiente. Os autores preveem, para 0 ano de 2025, que 230 Mt de
residuos plasticos sejam mal administrados (LEBRETON & ANDRADY, 2019). Assim, o
acumulo de plasticos no ambiente marinho pode resultar, potencialmente, em grandes impactos
ambientais (KUMAR et al., 2020).

1.3.2 Tamanho e Origens do Plastico

Os plasticos podem ser classificados de acordo com seu tamanho, podendo ser divididos
em: macroplasticos (>200 mm); mesoplasticos (5-200 mm); microplasticos (1-5 mm);
pequenos microplasticos (25 um a 1 mm) e nanoplasticos (1-100 nm ou 1-1.000 nm) (DA
COSTA et al., 2016; ERIKSEN et al., 2014; GIGAULT et al., 2018; KOELMANS,
BESSELING & SHIM, 2015; WORM et al., 2017). Os macroplasticos tem sido bastante
estudados e diversas consequéncias negativas ja foram evidenciadas; incluindo desde efeitos
bioldgicos e ecoldgicos, como a ingestdo e emaranhamento pela biota, podendo levar a morte,
até efeitos estéticos e econdmicos, com impacto negativo no turismo em regides praianas
(AVIO, GORBI & REGOLI, 2017; GREGORY, 2009; MOORE, 2008; SCHMID,
COZZARINI & ZAMBELLO, 2021; WORM et al., 2017). Além dos macroplasticos, a
ocorréncia dos fragmentos menores nos oceanos se tornou uma notavel preocupagdo, com
destaque para os micro (incluindo os pequenos microplasticos) e os nanoplasticos (ANDRADY
etal., 2011).

Os micro (MPs) e nanoplasticos (NPs) podem ser definidos como primarios ou

secundarios, dependendo da sua origem (figura 3). Os primarios sdo aqueles fabricados na
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escala micro ou nanométrica (figura 3) (COLE et al., 2011; PICCARDO, RENZI & TERLIZZI,
2020). Diversos itens utilizam estes materiais na sua composi¢cdo, como cosmeticos
(esfoliantes, sabonetes, shampoos e pastas de dente), produtos biomédicos e de diagnosticos
médicos e eletrdnicos (FENDALL & SEWELL, 2009; GUERRANTI et al., 2019;
KOELMANS, BESSELING & SHIM, 2015). Tais plasticos podem ser liberados pelos
produtos e aplicacOes, atingindo os ecossistemas aquaticos pelo escoamento (ANDRADY et
al., 2011; KOELMANS, BESSELING & SHIM, 2015).

Os plasticos secundarios se originam a partir da degradacdo de particulas maiores
(como macro e mesoplasticos), em fragmentos menores, sob condi¢cdes ambientais (figura 3)
(ANDRADY et al., 2011; PICCARDO, RENZI & TERLIZZI, 2020). A degradagdo é uma
alteracdo quimica que reduz o peso molecular do polimero (ANDRADY et al., 2011). A foto-
oxidegradacdo (decomposicdo do composto pela acdo da luz) é considerada o tipo de
degradacdo que inicia esse processo, pois a luz UV, abundante no ambiente, é capaz de quebrar
as ligacbes quimicas da cadeia de polimeros (ANDRADY et al, 2011; SINGH & SHARMA,
2008). A quebra das ligacBes quimicas leva ao enfraquecimento do polimero, que em
combinacdo com acdes fisicas (como atrito, vento e ondas) produzem particulas menores
(AVIO, GORBI & REGOLLI, 2017; KOELMANS, BESSELING & SHIM, 2015). Além dos
macro e mesoplasticos, os microplasticos também podem continuar a se degradar em tamanhos
menores, gerando nanoplasticos (ANDRADY et al., 2011; COLE et al., 2011).

Particulas primarias Particulas secundarias
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escalas micro ou da degradagao ambiental
nanométricas pela de pedagos plasticos
industria maiores

Figura 3 — Origens das particulas plasticas (MPs e NPs): primaria e secundaria. Adaptado
de Wu e colaboradores (2019).
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A degradacdo, contudo, ndo diminui a massa total de plasticos na natureza,
ocasionando, apenas, uma redistribuicdo do seu tamanho (WORM et al., 2017). A reducéo do
tamanho dos plésticos, para escalas micro e nanométrica, torna a sua remogéo ambiental ainda
mais dificil, conferindo ao plastico um carater de contaminante persistente, que se acumula no
ambiente em diferentes tamanhos (DA COSTA et al., 2016; JAMBECK et al., 2015; WORM
et al., 2017). Desta forma, somada as particulas fabricadas originalmente em escala micro e
nanomeétrica, as particulas resultantes da fragmentacdo do pléstico representam um desafio
adicional aos ecossistemas (ANDRADY et al., 2011).

1.4 Micro e nanoplasticos

O termo microplastico foi usado por Thompson e colaboradores (2004), sendo esse
estudo considerado o primeiro com tais particulas. Assim, estudos avaliando a presenca dos
MPs no ambiente marinho passaram a ter mais destaque a partir dos anos 2000 (AUTA,
EMENIKE & FAUZIAH, 2017). A partir de 2017 foi constatado um grande aumento nos
estudos sobre os efeitos ecotoxicolégicos do MP nos ecossistemas marinhos (WU et al., 2021).
Dessa forma, os MPs deixaram de ser considerados apenas um contaminante emergente, para
ser tratados como ameaca emergente pela ecotoxicologia (AVIO, GORBI & REGOLLI, 2017).

Os estudos com particulas plasticas focam, majoritariamente, nos MPs; porém, também
h& uma necessidade crescente de ampliar os conhecimentos sobre os efeitos dos NPs sobre 0s
ecossistemas (DA COSTA et al., 2016). As pesquisas sobre os NPs ainda sdo incipientes e as
consequéncias dessas particulas sobre a fisiologia dos seres vivos sdo menos conhecidas
(KOELMANS, BESSELING & SHIM, 2015). No entanto, os NPs sdo considerados
potencialmente mais danosos para os sistemas biologicos (DA COSTA et al., 2016;
KOELMANS, BESSELING & SHIM, 2015). Principalmente devido ao seu tamanho reduzido,
estas particulas entram mais facilmente em contato com os constituintes da biota marinha, além
de serem capazes de cruzar barreiras bioldgicas e de interagir a nivel celular (LOOS et al.,
2014; PICCARDO, RENZI & TERLIZZI,2020; ROSSI, BARNOUD & MONTICELLI, 2014)

1.4.1 Consequéncias dos micro e nanoplasticos

Estudos ecotoxicologicos tem demonstrado impactos negativos de MPs e NPs sobre

uma ampla diversidade de espécies (BOTTERELL et al., 2019). Além de se acumular cada vez
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mais nos ecossistemas, o tamanho reduzido facilita a ingestdo ou internalizacdo destas
particulas por varios organismos (FOLEY et al., 2018; SETALA, FLEMING-LEHTINEN &
LEHTINIEMI, 2014; WAN et al.; 2018). Entre os tdxons mais estudados estdo: cnidarios
(MORAIS et al., 2020); crustaceos (COLE et al., 2013; SUN et al., 2017); rotiferos (MANFRA
et al., 2017); anelideos (VAN CAUWENBERGHE, et al., 2015); moluscos (BROWNE et al.,
2008; SETALA, NORKKO & LEHTINIEMI, 2016); equinodermos (MURANO et al., 2020);
e mamiferos marinhos (BESSELING et al., 2015). Além do acimulo das particulas nos
organismos, a possibilidade de propagacao para outros taxons, através da transferéncia trofica,
é preocupante (BATEL et al., 2016; CEDERVALL et al., 2012; MATTSON et al., 2014;
SETALA, FLEMING-LEHTINEN & LEHTINIEMI, 2014).

Além disso, efeitos deletérios do acimulo de MPs e NPs também tem sido reportados
em diferentes organismos, afetando, principalmente, a sobrevida, o desenvolvimento e a
reproducdo (DELLA TORRE et al., 2014; LEE et al.,, 2013; PINSINO et al., 2017,
TRESTRAIL et al., 2020; WAN et al., 2018). Somado a isso, por apresentarem uma grande
area de superficie em relacdo ao volume, e natureza hidrofdbica, estas particulas possuem uma
elevada capacidade de adeséo de outros compostos na sua superficie, como poluentes organicos
persistentes (POPs) e metais pesados (figura 4) (HOLMES, TURNER & THOMPSON, 2012;
MATO et al., 2001; WAN et al., 2018). Assim, o MP e NP ndo impactam os ecossistemas
apenas como particulas isoladas, mas também como vetores de diferentes compostos
notoriamente téxicos (MATO et al., 2001). Ademais, os aditivos que sdo adicionados ao
plastico, para melhorar algumas de suas caracteristicas, ou 0s monémeros podem ser lixiviados
da particula e também séo potencialmente danosos a biota (figura 4) (FRED-AHMADU et al.,
2020).
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Figura 4 - Interacdo com contaminantes do meio e liberacdo de substancias
potencialmente toxicas pelos MPs e NPs, os tornando vetores desses elementos para a

biota.

1.5 Importancia do Zooplancton

1.5.1 Fluxo de Energia

O zooplancton é um grupo de pequenos organismos aquaticos presentes em ambientes
marinhos ou de agua doce (FERDOUS & MUKTADIR, 2009) que apresenta grande
diversidade morfoldgica e taxondmica, incluindo representantes protistas, invertebrados e
vertebrados (KIGRBOE, 2011). A sua principal fonte de alimento € o fitoplancton, podendo
incluir também outros constituintes do zooplancton. Essa energia € transmitida pela teia
alimentar, pois os organismos zooplanctonicos sdo a fonte de alimento dos consumidores
secundarios e terciarios (BOTTERELL etal., 2019; FERDOUS & MUKTADIR, 2009). Assim,
0 zooplancton tem papel ecoldgico importante nos ecossistemas, sendo a principal ligacdo entre
0s produtores primarios e os niveis tréficos mais elevados da teia alimentar (FERDOUS &
MUKTADIR, 2009; SOMMER et al., 2002; SUN et al., 2017).

Existem diferentes formas de alimentacdo no zooplancton e a filtracdo € uma das
principais (KIGRBOE, 2011; WIRTZ, 2012). Nesse grupo, essa forma de alimentacdo parece
ser uma adaptacéo para se alimentar de particulas menores (SETALA, FLEMING-LEHTINEN
& LEHTINIEMI, 2014). Porém, a sua regido de alimentacdo é uma area diluida, e, para isso, é
necessario a filtragdo de um volume de aproximadamente 10° vezes a de seu proprio corpo, por
dia, para a manutengdo nutricional das suas popula¢bes (KIGRBOE, 2011). Assim, esses

animais estdo em contato constante com particulas em suspenséo no meio.

1.5.2 Interagdo do Zooplancton com o Plastico

Devido a grande presenca dos pequenos fragmentos plasticos nos ambientes marinhos
e 0 seu tamanho reduzido, é presumivel a interagdo do zooplancton com esses materiais (COLE
et al.,, 2013; BOTTERELL et al., 2019). Estudos realizados, em diferentes localidades do
mundo, utilizando redes de coleta de zooplancton, demonstraram a presenca de pequenos
fragmentos de plasticos em suas amostras (COLLINGNON et al., 2012; FRIAS, OTERO &
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SOBRAL, 2014; MOORE et al.,, 2001), confirmando a ocorréncia dessa interacdo.
Consequentemente, os MPs e NPs podem ser confundidos com as presas ou ingeridos
passivamente através da alimentacédo por filtracdo nestes animais (BOTTERELL et al., 2019).

Dessa forma, a ingestdo aparenta ser a principal rota de entrada dos plasticos nestes
organismos (WAN et al., 2018). Diferentes estudos confirmam a ingestdo dessas particulas
pelo zooplancton, tanto em laboratério (LEE et al., 2013, COLE et al., 2013; SETALA,
FLEMING-LEHTINEN & LEHTINIEMI, 2014), quanto no ambiente natural (SUN et al.,
2017). Cole e colaboradores (2013) demonstraram que 13 tdxons desse grupo foram capazes
de ingerir, através da alimentacdo por filtracdo, microparticulas de poliestireno numa faixa de
1,4 a30,6 um de diametro. Além disso, Botterell e colaboradores (2019) encontraram 28 ordens
taxondmicas do zooplancton capazes de ingerir microplastico. Sun e colaboradores (2017)
reportaram a ingestdo de pequenos fragmentos de pléstico do ambiente pelo zooplancton em
todos os pontos coletados, evidenciando a grande distribuicdo dessas particulas no ambiente
(SUN et al, 2017).

Foley e colaboradores (2018) sugerem que o zooplancton seja o grupo da biota mais
suscetivel aos efeitos toxicos do pléstico. A interagdo com estas particulas pode levar a efeitos
deletérios nestes animais, tais como: alteragdes no comportamento alimentar;
comprometimento do desenvolvimento e crescimento; reducdo da capacidade reprodutiva e
sobrevida (BOTTERELL et al, 2019; FOLEY et al., 2018; LEE et al., 2013). Somado a isso, a
ingestdo destas particulas pelo zooplancton pode gerar consequéncias também para os
ecossistemas. Devido ao seu importante papel como elemento chave de conexdo da teia
alimentar marinha, esses animais podem se tornar vetores destes contaminantes e levar a sua
transferéncia para os demais niveis troficos (figura 5) (COLE et al., 2013; FOLEY et al., 2018;
SETALA, FLEMING-LEHTINEN & LEHTINIEMI, 2014; SUN et al., 2017) (Figura
TAOKSOAKS). Portanto, € importante compreender os efeitos causados pelos plasticos em
diferentes grupos do zooplancton para estabelecer uma adequada avaliacdo ecoldgica do risco

desses contaminantes (SUN et al., 2017).
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Figura 5 — Transferéncia trofica dos MPs e NPs no ambiente aquéatico. O zooplancton é
representado como importante conexao para a teia alimentar e é vetor para a transferéncias das

particulas plasticas para o nivel trofico seguinte. Adaptado de Kik e colaboradores (2020).

1.5.3 O Género Artemia

Os zooplanctons invertebrados, em particular os microcrustaceos, possuem destaque
nos estudos ecotoxicoldgicos. Além dos motivos abordados acima, os invertebrados aquaticos
sdo amplamente utilizados em estudos de avaliacdo toxicoldgica de risco devido a facilidade
de manutencao laboratorial, a sensibilidade aos compostos, além de fatores éticos e econdémicos
(PIAZZA et al., 2012). A maioria dos protocolos para as investigacoes
toxicoldgicas/ecotoxicoldgicas é direcionada a espécies de dgua doce, existindo poucos dados
sobre organismos de agua salgada (JOHARI et al., 2019; PIAZZA et al., 2012). Grande parte
dos estudos ecotoxicologicos com zooplanctons séo realizados com claddceros, em particular
com o género Daphnia (PIAZZA et al., 2012). Entretanto, é importante a ampliacéo dos estudos
ecotoxicologicos para os ambientes de dgua salgada. Por esse motivo, alguns ensaios tem sido
desenvolvidos com microcrustaceos de agua salgada, com destaque para 0 género Artemia
(MANFRA et al., 2016).

O género Artemia (subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem Anostraca), também
conhecido como camardo de salmoura, € um microcrustaceo filtrador ndo seletivo (NUNES et
al., 2006). Esse animal apresenta o corpo segmentado, dividido em cabeca, torax e abdémen,
sendo coberto por um exoesqueleto de quitina fino e flexivel no qual os musculos estéo ligados
(CRIEL & MACRAE, 2002a). Na regido toracica, cada um de seus segmentos apresenta um
par de apéndices, os filopodes, que possuem funcdo de natacdo, respiracdo e alimentacao
(DVORAK, BENOVA & VITEK, 2012). Na fase larval, esse animal apresenta um nauplio
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com um corpo formado pela cabeca e um torax curto, havendo na regido cefalica um olho
naupliar medial e dois pares de antenas, no qual o segundo par esta ligado as funcbes de natacao
e alimentacdo (DVORAK, BENOVA & VITEK, 2012).

O desenvolvimento desses animais pode comecar logo em seguida da postura dos ovos,
ou pode haver a producdo de cistos, quando as condi¢cdes ambientais sdo desfavoraveis,
podendo persistir viaveis por um longo periodo de tempo (CRIEL & MACRAE, 2002b;
DVORAK, BENOVA & VITEK, 2012). Quando eclodidos, os animais passam pela fase de
umbrella, em seguida um néuplio de natacdo livre € liberado no estagio Instar | e em algumas
horas acontece a muda para o Instar 11, momento em que a alimentagéo por filtracdo se inicia
(figura 6) (TREECE, 2000). Os nauplios passaram por 15 ecdises até atingirem a fase adulta,
dentro de um periodo de 8 dias (figura 6) (TREECE, 2000).
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Figura 6. Principais estagios do desenvolvimento do género Artemia estudados na
literatura. A: estagio Instar I; B: estagio Instar II; C: adulto fémea; D: regido cefalica do adulto
macho. Adaptado de Ward-Booth & Reiss (1988).

Esse género contém sete espécies bissexuais: A. salina, A. monica, A. urmiana, A.
franciscana, A. persimilis, A. sinica e A. tibetana (ASEM, RASTEGAR-POUYANI & RIOS-
ESCALANTE, 2010). Além disso, existem populacbes de artémias partenogenéticas,
comumente chamadas de Artemia parthenogenetica; porém, estas ndo representam uma Unica
espécie (BAXEVANIS, KAPPAS & ABATZOPOULQS, 2006; KOS et al., 2016). Esse
artropode apresenta ampla distribuicdo mundial, sendo encontrado, nos cinco continentes, em
lagos salinos e regides costeiras (VANHAECKE, TACKAERT & SORGELOQS, 1987). Uma
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das principais caracteristicas dos representantes desse grupo é que, apesar de habitarem aguas
hipersalinas, sdo organismos eurialinos, tolerando uma ampla faixa de salinidade (de 5 a 250)
(PERSOONE & WELLS, 1987). Ademais, estes organismos também apresentam tolerancia a
uma larga faixa de temperatura (6 a 35°C) (OLIVEIRA & VAZ, 2018).

1.5.4 O Género Artemia na Ecotoxicologia

A artémia é usada como animal modelo em estudos sobre o efeito de diferentes
compostos ha mais de 60 anos. Em 1956, Michael, Thompson e Abramovitz publicaram um
estudo no qual esse microcrustaceo foi considerado o melhor animal, entre o0s outros testados,
para investigagdes toxicoldgicas em laboratorio. A partir disso, houve um maior
desenvolvimento dos estudos com esse animal, e em 1975 foram iniciados trabalhos na Bélgica
que culminaram no surgimento do Artemia Reference Center Test (ARC-test), protocolo
visando padronizar as metodologias experimentais com esse crustdceo (LIBRALATO et al.,
2016; PERSOONE & WELLS, 1987). Vanhaecke e colaboradores (1980), que faziam parte
desse grupo belga, apontaram a artémia como um organismo teste para a area da toxicologia
aquatica e selecionaram parametros metodol6gicos importantes que deveriam ser seguidos nos
estudos. Posteriormente, em 1987, devido as suas caracteristicas, Persoone e Wells também
citam esse género como um modelo adequado para a area da ecotoxicologia. Atualmente, esse
invertebrado é um dos principais organismos utilizados nos estudos ecotoxicol6gicos de
ambientes salinos (LIBRALATO, 2014).

Sédo diversos os fatores que levam as espécies do género Artemia a serem consideradas
como organismos modelo para a ecotoxicologia. Além da relevancia ecoldgica discutida
anteriormente, diretamente correlacionada ao fato de serem organismos zooplantonicos, esses
organismos apresentam caracteristicas vantajosas para 0 desenvolvimento de estudos
ecotoxicoldgicos. Entre os quais pode-se destacar: ampla distribuicdo global; disponibilidade
de cistos comerciais que podem ser armazenados e utilizados por longos periodos de tempo;
facil cultivo e manutencdo em laboratorio; baixo custo; ciclo de vida curto (2 a 4 meses);
tamanho reduzido (8 a 12 mm para os adultos); e amplo conhecimento sobre a ecologia e
biologia dos animais (DVORAK, BENOVA & VITEK, 2012; LIBRALATO et al., 2016;
MANFRA et al., 2012; NUNES et al., 2006; SORGELOOS, REMICHE-VAN DER WIELEN
& PERSOONE, 1978; VANHAECKE et al., 1980).
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Os estudos desenvolvidos nessa area apresentam dois tipos principais de testes de
toxicidade: curta e longa dura¢ao (LIBRALATO et al., 2016). Os testes de curta duragdo (<96
h) sdo mais utilizados e estdo mais bem estabelecidos, ja os estudos de longa duracéo
(geralmente de 7 a 14 dias) tém apresentado maior desenvolvimento na Ultima década
(LIBRALATO et al.,, 2016; MANFRA et al., 2015). Entre os endpoints (indicadores de
toxicidade) mais investigados, nos testes de curta, duracdo pode-se citar: a ecloséo dos cistos;
a imobilizacéo das larvas; a natacéo; e a atividade de enzimas antioxidantes. Para os ensaio de
longa duragdo, os principais endpoints sdo: o crescimento, a reproducéo e a imobilizacdo dos
animais (LIBRALATO et al., 2016). Porém a falta de padronizacdo dos protocolos, desde as
condicdes de realizacdo dos ensaios, tais como temperatura, salinidade, e estagios do
desenvolvimento, além de outros, até as caracteristicas das espécies de artémias utilizadas,
podem gerar resultados variados e conclusbes divergentes, representando, atualmente, o
principal obstaculo no uso desses organismos em estudos ecotoxicolédgicos (KOS et al., 2016;
LIBRALATO, 2014; LIBRALATO et al., 2016; MANFRA et al., 2015). Entretanto, 6rgdos
ambientais tém procurado estimular o uso de protocolos padrdo para ensaios toxicoldgicos com
0 género Artemia, com destaque para os protocolos elaborados pelas agéncias ambientais dos
EUA (ISO/TS 20787) e da Italia (APAT IRSA CNR 8060). Mais recentemente, outros autores
tém reforcado a importancia da padronizacdo dos desenhos experimentais com fins
toxicoldgicos para género (JOHARI et al., 2019). Assim, alguns autores sugerem que, desde
que ocorra uma padronizacdo nos procedimentos laboratoriais, o género Artemia pode
responder adequadamente as diversas questdes levantadas pela ecotoxicologia (NUNES et al.,

2006), contribuindo, sobremaneira, para o desenvolvimento da area.

1.5.5 Estudos do Género Artemia com Particulas Plasticas

O estudo sobre os efeitos toxicos de particulas plasticas no microcrustaceo Artemia
encontra-se em expansdo na area da ecotoxicologia. Com um comecgo recente, 0 primeiro
estudo foi publicado em 2016 por Bergami e colaboradores (2016), utilizando nanoparticulas
de poliestireno. Até maio de 2021, foram publicados 19 trabalhos cientificos abordando o efeito
toxico de MPs e NPs no género Artemia. Os principais alvos investigados nos estudos estao
relacionados as consequéncias fisioldgicas (BERGAMI et al., 2016; COLE, 2016; KIM et al.,
2021; PEIXOTO et al., 2019; TRESTRAIL et al., 2020), morfolégicas (KOKALJ, KUNEJ &
SKALAR, 2018; WANG et al., 2019a,b), bioquimicas (EOM, NAM & RHEE, 2020; MISHRA
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et al., 2019), genéticas (BERGAMI et al., 2017; SUMAN et al., 2020; VARO et al., 2019) e
comportamentais (GAMBARDELLA etal., 2017; SENDRA et al., 2020) a exposi¢do aos MPS
e NPs. Além disso, alguns autores tém realizado estudos com abordagens experimentais
visando cenarios realisticos da interacdo desses contaminantes com o microcrustaceo (BATEL
etal., 2016; BOUR et al., 2020; HAN et al., 2020; MACHADO et al., 2021).

Tais estudos tém contribuido para o entendimento do efeito de MPs e NPs de tamanhos,
formatos, composicBes e funcionalizagdes quimicas variadas sobre organismos
zooplanctbnicos. No entanto, por ser uma area ainda em desenvolvimento, questdes
relacionadas a padroniza¢6es metodoldgicas necessitam de ajustes para ampliar e aprofundar
o entendimento do efeito de MPs e NPs sobre tais organismos.

Em suma, as investigacdes dos impactos de pequenos fragmentos plasticos no género
Artemia se mostram relevantes ndo apenas no nivel individual, mas também para a possivel
extrapolacdo para niveis organizacionais superiores, como populac@es, comunidades e o
ecossistema como um todo. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar uma
revisdo bibliografica critica e organizada dos estudos toxicoldgicos de MPs e NPs no género
Artemia, apresentando os principais aspectos metodoldgicos empregados e os efeitos toxicos
observados, discutindo, ainda, as principais limitacbes e direcionamentos para futuras

pesquisas.
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RESUMO

A poluicéo por plastico € uma grande preocupacao para o ecossistema, em especial ao marinho,
que é destino final dos residuos plasticos produzidos pela populacdo. Devido ao seu tamanho
reduzido, o micro (MP) e nanoplastico (NP) possuem grande potencial de interacdo com
diversos organismos. Entre esses estd 0 género Artemia, que Sa0 microcrustaceos
zooplanctonicos filtradores ndo seletivos. Esse animal representa o zooplancton, um importante
grupo para a teia alimentar, pois faz a conexao entre os produtores primarios e os consumidores
secundarios. Além disso, a artemia € utilizada a bastante tempo na ecotoxicologia. Dessa forma,
0 objetivo do presente estudo foi revisar os conhecimentos obtidos pelos estudos dessas
particulas plasticas com esses microcrustaceos, apontando 0s principais aspectos
metodoldgicos utilizados e os efeitos encontrados, além de demonstrar a importancia desses
trabalhos, as principais limitacGes e oferecer direcionamentos para as futuras pesquisas. Foram
encontrados 19 estudos sobre o tema, que ainda esta no comec¢o e em expansdo. A partir disso,
foram analisados 21 parametros diferentes, separados em 4 tabelas de acordo com o tema
abordado:  caracteristicas das particulas  plasticas, particularidades  gerais  das
artémias, metodologias das culturas e parametros toxicoldgicos analisados. Foi possivel
perceber que as principais lacunas nos estudos sdo em relagdo a padronizagdo metodolégica e
desenvolvimento de pesquisas que avaliem cenarios realisticos de exposi¢ao. Além disso, ficou
claro que o MP e NP séo prejudiciais para o zooplancton e, assim, podem gerar impactos
também para o ecossistema. Portanto, devido a sua posicdo ecoldgica na base da cadeira
alimentar e a facilidade de utilizagcdo em laboratorio, as artemias sdo animais estratégicos para
pesquisas investigando os efeitos desses poluentes e devem ser utilizados em pesquisas
futuras.

Palavras-chave: camardo de salmoura, cendrios realisticos de exposic¢do, ecotoxicologia,

transferéncia tréfica, zooplancton
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INTRODUCAO

Os pléasticos sdo polimeros organicos sintéticos ou semi-sintéticos, maleaveis e que podem ser
moldados em formas diversas (Da Costa et al., 2016). Devido as suas vantagens, como
versatilidade e durabilidade, e por apresentar uma grande producéo global, esse material faz
parte do cotidiano da sociedade humana, o que leva alguns autores a considerarem que nos
encontramos na “Era dos Plasticos” (Avio et al., 2017). Somente no ano 2019 foram fabricadas
368 milhdes de toneladas (Mt) de plasticos, sendo seu principal uso em embalagens
descartaveis (Plastics Europe, 2020).

Devido as suas propriedades quimicas e aparente auséncia de toxicidade, o plastico era
considerado um material inerte, tendo como consequéncia o uso e descarte desordenado (Worm
et al., 2017). Estima-se que 60% de todo o plastico ja produzido no mundo foi descartado e
esta se acumulando no ambiente (Geyer et al., 2017). Dessa forma, as mesmas caracteristicas
que trazem os beneficios do pléstico sdo as que o tornam um contaminante persistente, pois
tornam a sua degradacdo dificil, levando ao seu acimulo no ambiente por longos periodos de
tempo (Da Costa et al., 2016; Geyer et al., 2017; Worm et al., 2017; Rhodes, 2018; Kumar et
al., 2020; Li et al., 2020).

Neste contexto, 0s ambientes estuarinos e marinhos sdo uma grande preocupacgéo para
Orgédos ambientais e para a comunidade cientifica, pois sdo os principais destinos finais desses
polimeros (Ferreira et al., 2019; Lebreton & Andrady, 2019). Observacdes sobre a presenca de
plastico no ecossistema marinho ja foram reportadas em diversas regides, indo de areas
costeiras altamente poluidas até regibes remotas, como locais de grande profundidade nos
oceanos (Thompson et al., 2009) e até mesmo no continente Antartico (Bergami et al., 2020).

Os pléasticos podem ser classificados de acordo com seu tamanho em: macroplastico

(>200 mm); mesoplastico (5-200 mm); microplastico (1-5 mm); pequeno microplastico (25 um
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a 1 mm); e nanoplastico (1-100 nm ou 1-1.000 nm) (Eriksen et al., 2014; Koelmans et al., 2015;
Da Costa et al., 2016; Worm et al., 2017; Gigault et al., 2018).

Os micro (MPs) e nanoplasticos (NPs) podem ser definidos como primarios ou
secundarios, dependendo da sua origem. Os primarios sdo aqueles fabricados na escala micro
ou nanometrica (Cole et al., 2011; Piccardo et al., 2020). Diversos itens utilizam estes materiais
na sua composicdo, como cosméticos, produtos biomédicos e de diagndsticos médicos e
eletronicos (Fendall & Sewell, 2009; Guerranti et al., 2019; Koelmans et al., 2015). Tais
plasticos podem ser liberados pelos produtos e aplicacGes, atingindo os ecossistemas aquaticos
pelo escoamento (Andrady et al., 2011; Koelmans et al., 2015).

Os pléasticos secundarios se originam a partir da degradacdo de particulas maiores
(como macro e mesoplasticos), em fragmentos menores, sob condi¢cdes ambientais (Andrady
et al., 2011; Piccardo et al., 2020). A foto-oxidegradacdo (decomposicdo do composto pela
acdo da luz) é capaz de quebrar as ligacGes quimicas da cadeia de polimeros (Andrady et al.,
2011; Singh & Sharma, 2008). Essa quebra leva ao enfraquecimento do polimero, que em
combinacdo com acdes fisicas (como atrito, vento e ondas) produzem particulas menores (Avio
etal., 2017; Koelmans et al., 2015).

Estudos avaliando a presenca dos MPs no ambiente marinho passaram a ter mais
destaque a partir dos anos 2000 (Auta et al., 2017). Dessa forma, os MPs deixaram de ser
considerados apenas contaminantes emergentes, para serem tratados como ameaga emergente
pela ecotoxicologia (Avio et al., 2017). No entanto, os NPs sdo considerados potencialmente
mais danosos para os sistemas bioldgicos (Da costa et al., 2016; Koelmans et al., 2015).
Principalmente devido ao seu tamanho reduzido, estas particulas entram mais facilmente em
contato com os constituintes da biota marinha, aléem de serem capazes de cruzar barreiras
bioldgicas e de interagir a nivel celular (Loos et al., 2014; Piccardo et al., 2020; Rossi et al.,

2014).
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Estudos ecotoxicologicos tem demonstrado impactos negativos de MPs e NPs sobre
uma ampla diversidade de espécies (Botterell et al., 2019). Seu tamanho reduzido facilita a
ingestdo ou internalizacdo e acimulo destas particulas em varios organismos (Foley et al.,
2018; Setéla et al., 2014; Wan et al.; 2018). Entre os taxons mais estudados estdo: cnidarios
(Morais et al., 2020); crustaceos (Cole et al., 2013; Sun et al., 2017); rotiferos (Manfra et al.,
2017); anelideos (Van Cauwenberghe, et al., 2015); moluscos (Browne et al., 2008; Setéla et
al., 2016); equinodermos (Murano et al., 2020); e mamiferos marinhos (Besseling et al., 2015).
Além do acumulo das particulas nos organismos, a possibilidade de propagacao para outros
taxons, através da transferéncia trofica, € preocupante (Batel et al., 2016; Cedervall et al., 2012;
Mattson et al., 2014; Setald et al., 2014).
Além disso, efeitos deletérios do acimulo de MPs e NPs também tém sido reportados
em diferentes organismos, afetando, principalmente, a sobrevida, o desenvolvimento e a
reproducéo (Della Torre et al., 2014; Lee et al., 2013; Pinsino et al., 2017; Trestrail et al., 2020;
Wan et al., 2018). Somado a isso, por apresentarem uma grande area de superficie em relacdo
ao volume, e natureza hidrofobica, estas particulas possuem uma elevada capacidade de adesdo
de outros compostos na sua superficie, como poluentes organicos persistentes (POPs) e metais
pesados (Holmes et al., 2012; Mato et al., 2001; Wan et al., 2018). Assim, o0 MP e NP ndo
impactam 0s ecossistemas apenas como particulas isoladas, mas também como vetores de
diferentes compostos notoriamente toxicos (Mato et al., 2001). Ademais, os aditivos que s&o
adicionados ao plastico, para melhorar algumas de suas caracteristicas, e 0s monémeros podem
ser lixiviados da particula e também s&o potencialmente danosos a biota (Fred-Ahmadu et al.,
2020).
O zooplancton € um grupo de pequenos organismos aquaticos presentes em ambientes
marinhos ou de agua doce (Ferdous & Muktadir, 2009) e apresenta grande diversidade

morfoldgica e taxondmica (Kigrboe, 2011). A sua principal fonte de alimento € o fitoplancton.
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Por esse motivo, o zooplancton tem papel ecolégico importante nos ecossistemas aquaticos,
sendo a principal ligacdo entre os produtores primarios e 0s niveis tréficos mais elevados da
teia alimentar (Ferdous & Muktadir, 2009; Sommer et al., 2002; Sun et al., 2017).

A filtracdo € uma das principais formas de alimentacéo do grupo (Kigrboe, 2011; Wirtz,
2012). Porém, a sua regido de alimentacdo é uma area diluida, e, para isso, € necessario a
filtragio de um volume de aproximadamente 10° vezes a de seu proprio corpo, por dia, para
sua manutencdo nutricional (Kigrboe, 2011). Assim, esses animais estdo em contato constante
com particulas em suspensao no meio.

Devido a grande presenca dos pequenos fragmentos plasticos nos ambientes marinhos
e 0 seu tamanho reduzido, é presumivel a interacdo do zooplancton com esses materiais (Cole
et al., 2013; Botterell et al., 2019). Consequentemente, os MPs e NPs podem ser confundidos
com as presas ou ingeridos passivamente através da alimentacdo por filtracdo nestes animais
(Botterell et al., 2019). Dessa forma, a ingestdo aparenta ser a principal rota de entrada dos
plasticos nestes organismos (Wan et al., 2018). Diferentes estudos confirmam a ingestdo dessas
particulas pelo zoopléncton, tanto em laboratério (Lee et al., 2013, Cole et al., 2013; Setala et
al., 2014), quanto no ambiente natural (Sun et al., 2017).

Assim, Foley e colaboradores (2018) sugerem que 0 zooplancton seja o grupo da biota
mais suscetivel aos efeitos toxicos do plastico. A interacdo com estas particulas pode levar a
efeitos deletérios nestes animais, tais como: alteragbes no comportamento alimentar;
comprometimento do desenvolvimento e crescimento; redugdo da capacidade reprodutiva e
sobrevida (Botterell et al., 2019; Foley et al., 2018; Lee et al., 2013). Somado a isso, a ingestdo
destas particulas pelo zoopléancton pode gerar consequéncias também para 0s ecossistemas.
Devido ao seu importante papel como elemento chave de conexdo da teia alimentar marinha,
esses animais podem se tornar vetores destes contaminantes e levar a sua transferéncia para os

demais niveis troficos (Cole et al., 2013; Foley et al., 2018; Setald et al., 2014; Sun et al.,
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2017). Portanto, é importante compreender os efeitos causados pelos plasticos em diferentes
grupos do zooplancton para estabelecer uma adequada avaliacdo ecologica do risco desses
contaminantes (Sun et al., 2017).

Os zooplanctons invertebrados, em particular os microcrustaceos, possuem destaque
nos estudos ecotoxicoldgicos. Além dos motivos abordados acima, os invertebrados aquaticos
sdo amplamente utilizados nesses estudos devido a facilidade de manutencdo laboratorial, a
sensibilidade aos compostos, além de fatores éticos e econémicos (Piazza et al., 2012). A
maioria dos protocolos para as investigacdes toxicoldgicas/ecotoxicoldgicas é direcionada a
espécies de agua doce, existindo poucos dados sobre organismos de dgua salgada (Johari et al.,
2019; Piazza et al., 2012). Entretanto, é importante a ampliacdo dos estudos ecotoxicoldgicos
para 0os ambientes salinos. Por esse motivo, alguns ensaios tem sido desenvolvidos com
microcrustaceos de agua salgada, com destaque para o género Artemia (Manfra et al., 2016).

O género Artemia (subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem Anostraca), também
conhecido como camardo de salmoura, € um microcrustaceo filtrador ndo seletivo (Nunes et
al., 2006). Esse género contém sete espécies bissexuais: A. salina, A. monica, A. urmiana, A.
franciscana, A. persimilis, A. sinica e A. tibetana (Asem et al., 2010). Além disso, existem
populacGes de artémias partenogenéticas, comumente chamadas de Artemia parthenogenetica
(Baxevanis et al., 2006). Esse artropode apresenta ampla distribuicdo mundial, sendo
encontrado, nos cinco continentes, em lagos salinos e regides costeiras (Vanhaecke et al.,
1987). Uma das principais caracteristicas dos representantes desse grupo é que, apesar de
habitarem &guas hipersalinas, sdo organismos eurialinos, tolerando uma ampla faixa de
salinidade (de 5 a 250) (Persoone & Wells, 1987). Ademais, estes organismos também
apresentam tolerancia a uma larga faixa de temperatura (6 a 35°C) (Oliveira & Vaz, 2018).

Atualmente, esse invertebrado é um dos principais organismos utilizados nos estudos

ecotoxicologicos de ambientes salinos (Libralato, 2014), sendo considerado organismo modelo
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para essa area. Além da relevancia ecologica discutida anteriormente, por serem representantes
do zooplancton, esses organismos apresentam caracteristicas vantajosas para 0
desenvolvimento de estudos ecotoxicologicos. Entre 0s quais pode-se destacar: ampla
distribuicdo global; disponibilidade de cistos comerciais que podem ser armazenados e
utilizados por longos periodos de tempo; facil cultivo e manutencdo em laboratorio; baixo
custo; ciclo de vida curto (2 a 4 meses); tamanho reduzido (8 a 12 mm para os adultos); e amplo
conhecimento sobre a ecologia e biologia dos animais (Dvorak et al., 2012; Libralato et al.,
2016; Manfra et al., 2012; Nunes et al., 2006; Sorgeloos et al.,, 1978; Vanhaecke et al., 1980).

Orgéos ambientais tém procurado estimular o uso de protocolos padrdo para ensaios
toxicoldgicos com o género Artemia, com destaque para os protocolos elaborados pelas
agéncias ambientais dos EUA (ISO/TS 20787) e da Italia (APAT IRSA CNR 8060). Mais
recentemente, outros autores tem reforcado a importancia da padronizacdo dos desenhos
experimentais com fins toxicoldgicos para o género (Kos et al., 2016; Johari et al., 2019).
Assim, desde que ocorra uma padronizacdo nos procedimentos laboratoriais, 0 género Artemia
pode responder adequadamente as diversas questdes levantadas pela ecotoxicologia (Nunes et
al., 2006), contribuindo, sobremaneira, para o desenvolvimento da &rea.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica
critica e organizada dos estudos toxicologicos de MPs e NPs no género Artemia, apresentando
0s principais aspectos metodologicos empregados e os efeitos toxicos observados, discutindo,

ainda, as principais limitacdes e direcionamentos para futuras pesquisas.

COLETA DE DADOS

Para a realizacdo de uma ampla analise dos estudos publicados sobre os efeitos de particulas

plasticas no microcrustaceo do género Artemia, foi realizada uma pesquisa bibliografica nas
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base de dados das plataformas PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), SciELO
(https://www.scielo.org/), ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/), Portal de
Periddicos CAPES (https://periodicos.capes.gov.br/) e Google Scholar
(https://scholar.google.com.br/). A pesquisa foi feita a partir da combinagdes das seguintes
palavras-chave: “Artemia + plastic”, “Artemia + microplastic”, “Artemia + nanoplastic”,
“brine shrimp + plastic”, “brine shrimp + microplastic” e “brine shrimp + nanoplastic”. A
presenca desses termos foi considerada nos titulos, nas palavras-chave e nos resumos dos
trabalhos. Foram selecionados todos os estudos que apresentavam experimentos reportando
endpoints relacionados diretamente ao microcrustaceo. Os resultados, aqui apresentados,
referem-se aos estudos publicados até o més de maio de 2021.

A partir do levantamento bibliografico foram produzidas 4 tabelas com 21 diferentes
parametros. Os parametros foram agrupados, nas tabelas, de acordo com 0s seguintes topicos:
i) caracteristicas das particulas plasticas; ii) particularidades gerais das artémias; iii)
metodologias das culturas e; iv) parametros toxicoldgicos analisados. As terminologias e
conceitos utilizados para a descricdo dos parametros estdo de acordo com aqueles utilizados

nos estudos originais.

CARACTERISTICAS DAS PARTICULAS PLASTICAS

Foram encontrados 19 trabalhos que investigaram efeitos de particulas pléasticas no
microcrustaceo do género Artemia. N&o foram encontrados trabalhos de revisdo sobre o tema.
Os estudos englobam 3 tipos de particulas plasticas: nanoplasticos, microplasticos e
microfibras (MFs) (Tabela 1). As particulas plasticas mais estudada foram os MPs, totalizando

11 estudos, seguida dos NPs (6 estudos) e das MFs (3 estudos).
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O predominio de estudos com MPs pode ser explicado pelo fato destas particulas terem
ganho muito destaque a partir dos anos 2000 (Auta et al., 2017), quando as investigacdes sobre
os efeitos nocivos de MPs aumentaram exponencialmente (Avio et al., 2017; Da Costa et al.,
2016). Os estudos com NPs sO passaram a ser desenvolvidos mais recentemente, apos a
percepcao de que tais particulas sd@o potencialmente mais danosas aos sistemas bioldgicos
(Koelmans et al., 2015; Da Costa et al., 2016). Assim, a tendéncia atual nos estudos dos efeitos
toxicos de fragmentos de plasticos € uma ampliacdo dos estudos com NPs. Entretanto, é
importante salientar que estudos sobre o efeito de particulas plasticas sobre artémias ainda sao
muito incipientes.

Com relacdo as MFs, ainda ha debates sobre a sua classificacdo, mas o presente
trabalho segue a recomendacdo de Schmid e colaboradores (2021), considerando MFs como
parte do microplastico, sendo diferenciadas pelo seu formato mais alongado em comprimento,
e reduzido no diametro. Apesar das MFs se encontrarem entre os tipos de particulas plésticas
mais encontradas no ambiente (Cole, 2016), as particulas esféricas (MPs ou NPs) apresentam
maior destaque nos estudos com o género Artemia. Esse fato néo se restringe aos estudos com
0 género Artemia, podendo, também, ser observado nos demais trabalhos sobre o efeito de
particulas plasticas em organismos aquaticos (Cole, 2016). Assim, devido a sua abundéncia
ambiental, mais estudos devem ser realizados visando o entendimento do efeito de MFs sobre
organismos zooplanténicos, € o0 género Artemia pode contribuir para a ampliacdo do
conhecimento sobre os efeitos de tais particulas no zooplancton.

Foi observada uma variagdo na composi¢do quimica dos plasticos utilizados nos
estudos toxicologicos. Sete tipos de polimeros foram encontrados, além de um tipo néo
informado: poliestireno (PS), polietileno (PE), polietileno tereftalato/poliéster (PET),
polipropileno (PP), FMR (microesferas fluorescentes vermelhas; composto de amido

formaldeido), nylon (poliamida) e fenol-formaldeido (Tabela 1). O polimero mais utilizado foi
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0 PS (12 estudos), seqguido do PE e PET (3 estudos cada) e PP, FMR, nylon, fenol-formaldeido
e 0 ndo informado (1 estudo cada). Com relacdo aos NPs, todos os trabalhos foram realizados
com PS. Ainda sobre as nanoparticulas de PS, dos 6 estudos analisados, 4 especificaram a
funcionalizacdo das particulas (-NH2 e -COOH). Desses, 2 estudos utilizaram os dois tipos e 2
estudos apenas 0 -NHa.

Entre os tipos de plasticos estudados, quatro deles (PP, PE, PS e PET) estdo entre 0s
mais produzidos (Plastics Europe, 2020). Além disso, o PS, PP e PE sdo os principais tipos de
polimeros encontrados nos ecossistemas aquaticos (Wan et al., 2018). Assim, o delineamento
das pesquisas esta de acordo com a relevancia ecotoxicoldgica das particulas investigadas, uma
vez que tais polimeros sdo utilizados em larga escala, além de apresentarem elevada
persisténcia ambiental.

O presente trabalho mostra que PS foi o polimero de maior destague nos estudos
avaliados. Piccardo e colaboradores (2020) apontam que cerca de 97% das pesquisas séo
realizadas com esse polimero. Dos 224 trabalhos analisados pelos autores, apenas 7 foram com
polimeros diferentes. Algumas razes sdo propostas para o largo predominio de estudos com
PS, dentre essas, pode-se destacar o baixo custo e maior disponibilidade dos MPs e NPs de PS
no mercado (Piccardo et al., 2020). Além disso, elas podem ser fabricadas em uma ampla faixa
de tamanhos (Loos et al., 2014). Portanto, é preciso diversificar os estudos toxicologicos,
incluindo outros polimeros plasticos para que tenhamos um entendimento mais amplo dos
efeitos destes contaminantes sobre a biota, e, em particular, sobre o zooplancton.

Nesse contexto, pode-se observar ainda que os estudos realizados com NPs em Artemia
se restringem ao PS. Esse fato pode estar relacionado aos aspectos acima abordados e esta de
acordo com o que é observado nos estudos ecotoxicologicos com outros grupos taxondmicos.
Shen e colaboradores (2019) mostraram que 82% dos trabalhos sobre o efeito de NPs em

diversos organismos foram realizados com PS. Os autores apontam a dificuldade na sintese de
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outros tipos de polimeros em escala nanométrica para a escassez de estudos com tais
nanoparticulas (Shen et al., 2019).

A funcionalizacdo das nanoparticulas de PS, ou seja, o grupamento funcional presente
na superficie da particula, foi outro ponto abordado nos estudos, pois estas séo um modelo
adequado para investigacdes sobre o efeito da funcionalizacdo na toxicidade de NPs (Loos et
al., 2014). As nanoparticulas de PS sdo divididas em catidnica (-NH), anionica (-COOH) e
neutra (Casado et al., 2013). Apesar de ainda ser pouco investigada, a funcionalizacdo das
nanoparticulas é importante, pois o efeito das nanoparticulas sobre os sistemas biol6gicos é
influenciado pelas caracteristicas quimicas da superficie destas (Loos et al., 2014; Bergami et
al., 2016). Della Torre e colaboradores (2014) mostraram que a funcionalizacdo das
nanoparticulas de PS é determinante para os efeitos toxicos sobre o desenvolvimento
embriondrio do ourico-do-mar Mediterraneo Paracentrotus lividus. Relacdes entre a
funcionalizacdo de nanoparticulas de PS sobre efeito toxico no microcrustaceo Artemia
também foram descritas (Bergami et al., 2016). Dessa forma, apesar de pouco representativos,
os estudos com nanoparticulas de PS no género Artémia tém procurado abarcar a
funcionalizacéo das particulas, contribuindo para um melhor entendimento dos efeitos toxicos
destes materiais.

Foi observada uma grande variagdo com relacao aos tamanhos e formatos das particulas
utilizadas. As esferas (NPs e MPs) foram encontradas numa faixa de 40 nm a 250 um e as MFs
variaram entre 10 um a 22,4 um de diametro por 40 a 500 um de comprimento (Tabela 1). Um
unico estudo com MPs apresentou um formato diferente: estrutura aberta em forma de favo de
mel, nos tamanhos de 170 £+ 147 um e 155 + 56 um. Entre os trabalhos realizados com PS, a
faixa de tamanho variou entre 40 nm a 10 um , sendo que 0s principais tamanhos utilizados
foram: 40 nm (2 estudos), 50 nm (5 estudos), 100 nm (3 estudos) e 10 um (3 estudos). Trés

trabalhos, Gambardella et al., (2017), Mishra et al., (2019) e Sendra et al., (2020), utilizaram
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0 mesmo tamanho de particula; porém, o primeiro grupo considerou as particulas como MPs
(0,1 um) e os outros estudos dois como NPs (100 nm). As particulas das demais composicdes
quimicas foram utilizados em apenas um estudo cada e com uma grande variacdo no tamanho
(de 1 2250 pum).

O tamanho e o formato das particulas s@o caracteristicas relevantes para a ingestdo dos
MPs e NPs, influenciando, também, nos efeitos apos a ingestdo (Ma et al., 2020). Dessa forma,
é essencial que os estudos informem explicitamente o tamanho das particulas plasticas, além
de investigarem diferentes tamanhos e formatos, para que seja possivel o estabelecimento de
correlacdes entres estes parametros e 0s possiveis efeitos toxicos da exposicdo aos MPs e NPs.

O conceito do termo nanoplastico ainda é alvo de debate na area. Alguns autores
classificam como NPs, particulas com tamanho entre 1 a 100 nm (Koelmans et al., 2015),
enquanto outros autores designam os NPs como sendo particulas com tamanho entre 1 a 1000
nm (Gigault etal., 2018). Koelmans colaboradores (2015) sugerem a adogéo entre 1 e 100 nm
com base no foco nas propriedades especificas da escala nanométrica, incluindo os NPs
produzidos pela industria. Por outro lado, Gigault e colaboradores (2018), sugerem a
classificacdo de NPs para particulas entre 1 e 1000 nm resultantes da degradacéo de fragmentos
maiores. Assim, a classificacdo das particulas como NPs, em cada estudo, depende do
referencial tedrico adotado pelo autor.

No presente trabalho, foi adotada a classificacdo de Koelmans e colaboradores (2015),
pois esta engloba, independente da origem, NPs primarios e secundarios, um vez que ambos
representam riscos para os ecossistemas (Andrady et al., 2011). Por esse motivo, os trabalhos
de Gambardella et al., (2017), Mishra et al., (2019) e Sendra et al., (2020) foram considerados
estudos realizados com NPs (100 nm).

Para as preparacfes das suspensdes das particulas, dois principais parametros foram

descritos: 0 meio e a forma mecénica utilizada para a suspensdo das particulas. Sobre 0 meio
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de suspensdo, os dois meios mais utilizados foram ASW (agua do mar artificial, do inglés
"artificial seawater’’; 6 estudos) e NSW (agua do mar natural, do inglés "natural seawater”’; 4
estudos). Apenas 1 trabalho utilizou agua deionizada. Oito estudos ndo informaram qual foi o
meio de preparacdo para as suspensdes teste. Com relacdo a suspensao mecanica, 3 formas
foram descritas: o uso apenas do vortex (3 estudos), apenas sonicacdo (6 estudos) e 0 uso dos
dois meétodos (2 estudos). O principal tempo de sonicacédo utilizado foi 5 minutos (3 estudos).
No entanto, 6 estudos ndo descrevem a forma mecanica de suspensdo das particulas. Além
disso, 5 trabalhos ndo descrevem a forma de preparacdo das suspensdes das particulas.

A forma de preparacdo das particulas é um ponto importante e pouco descrito nos
estudos aqui analisados. Esse padrdo também foi encontrado em estudos com artémia e outros
nanomateriais (Libralato et al., 2016). Caracteristicas do meio de suspensdo das particulas
podem influenciar nas suas propriedades, como a agregacdo (Sharma et al., 2021) (esses
parametros serdo abordados mais amplamente na secdo de “Metodologias™). Devido a isso,
sugere-se que 0 meio para a preparacdo das suspensoes seja 0 mesmo do meio de cultura do
experimento para evitar possiveis vieses, tais como aglomeracdo e precipitacdo, no
comportamento das particulas, e, consequentemente, nos resultados encontrados. Dessa forma,
a informac&o sobre 0 meio utilizado para a suspensdo das particulas é essencial para que essa
influéncia seja considerada na anélise dos resultados.

Com o objetivo de promover uma melhor disperséo das particulas no meio, alguns
estudos tém feito uso da agitacdo mecénica durante o preparo das suspensdes (Manfra et al.,
2017). Porém, ainda n&o ha consenso na literatura sobre a relevancia do método. Della Torre e
colaboradores (2014), apontam, no seu material suplementar, que a sonicacdo nao influenciou
na dispersao das particulas e sugere que essa técnica ndo precisa ser utilizada, bastando o uso
da agitacédo por vortex. Bergami e colaboradores (2016) seguiram essa recomendacdo em seu

estudo com artémias. No entanto, a maioria dos estudos (8 dos 11 estudos) que descrevem o
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método de preparo, afirmam que utilizaram a sonicacédo na preparacdo das suspensdes. Assim,
ainda € preciso determinar, de forma padronizada, qual é a melhor maneira de preparar as
suspensdes e até que ponto esse procedimento influencia na dispersédo das particulas no meio.

Diferentes técnicas foram utilizadas para a caracterizacdo das particulas estudadas. No
total foram encontradas 9 técnicas distintas. Entres elas, as mais utilizadas foram o
espalhamento dindmico de luz (DLS) (8 estudos), microscopia eletrénica (ME) (incluindo SEM
e TEM) (8 estudos) e espectrometria de infravermelho (IR) (incluindo IR e FTIR) (6 estudos)
(Tabela 1). As outras demais foram: microscopia optica (3 estudos), difracdo a laser (3 estudos),
contador de particula (2 estudos), espectrofluorimetria (1 estudos) e mobilidade eletroforética
(1 estudo). A maioria dos estudos (13 estudos) utilizou mais de uma técnica para complementar
a caracterizacdo do material. Essas informagfes néo estdo descritas em 3 trabalhos. E possivel
observar que ha uma diferenca na caracterizacao das particulas em relacéo a sua escala. Os NPs
sdo caracterizados, principalmente, por duas técnicas, DLS e ME, ao passo que 0s MPs sdo
caracterizados, majoritariamente, por IR.

As caracteristicas fisico-quimicas dos NPs sdo comumente analisadas, uma vez que seu
comportamento no meio pode influenciar, diretamente, o seu efeito toxico (Gangadoo et al.,
2020). O DLS é a técnica padrdo predominante para analise de sistemas coloidais, 0 que
justifica seu uso na analise do comportamento de suspensdes de NPs em meio aquoso (Bryant
& Thomas, 1995; Kim et al., 2019). A partir dela séo medidos trés parametros importantes: Z-
average, indice de polidispersao (PDI) e o potencial zeta ({). Essas medidas representam a
média do didmetro hidrodinamico, a distribuicdo do tamanho e a carga da superficie das
nanoparticulas, respectivamente, e sdo essenciais para a interpretacdo do seu comportamento
no meio (Varo et al., 2019).

Além disso, foi observado, nos estudos analisados, que técnicas de ME também foram

utilizadas para a determinacdo do tamanho e formato das particulas. Essa combinacao de
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métodos também foi citada por outros autores para NPs e nanomateriais em geral (Boyd et al.,
2011; Johari et al., 2019; Kim et al., 2019; Gangadoo et al., 2020). O DLS possibilita obter
informacdes sobre o comportamento da particula no meio, enquanto a ME informa apenas o
tamanho e formato das particulas. Assim, sugere-se que ambos 0s métodos sejam utilizados
para a caracterizacdo completa dos NPs (Gangadoo et al., 2020).

Com relacdo aos MPs, por nédo se tratar de um sistema coloidal, a caracterizacdo das
particulas é realizada por meio de outras abordagens. Os estudos com MPs focaram,
especialmente, na confirmacdo da composi¢do quimica do polimero. A principal técnica
utilizada para esse intuito foi o IR (Schmid et al., 2021). Esse é o principal método adotado em
outros estudos com MPs, especialmente aqueles para determinacdo do tipo de plastico
encontrado no ambiente (Schmid et al., 2021). Assim como para 0s NPs, foi possivel observar
que os estudos utilizaram técnicas complementares para obter mais informacGes sobre a
suspensdo das particulas. No entanto, nesse caso, a principal informacédo coletada foi sobre a
quantidade de particulas no meio, a partir de variados métodos de contagem. Dessa forma,
comparando os dois tipos de particulas, é perceptivel que os estudos com NPs sdo mais
detalhados sobre a sua descricdo e apresentam menos variagfes nos métodos, indicando uma
tendéncia na padronizacdo da caracterizacdo das nanoparticulas nos diversos estudos
realizados.

As concentracdes das suspensdes das particulas testadas foram expressas de 4 maneiras
distintas: mg/L (12 estudos), particulas/mL (6 estudos), mg/mL (1 estudo), particulas/nauplios
(1 estudo) (Tabela 1). Para a primeira unidade, a faixa de concentragéo foi de 0,001 a 1.000
mg/L. A faixa de concentracdo encontrada para particulas/mL variou entre 0,1 e 10.000
particulas/mL. As concentragdes que foram expressas pela quantidade de particulas no meio sé

foram usadas em estudos investigando os efeitos de MPs ou MFs, o que se justifica pelo maior
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tamanho das particulas, o que possibilita a sua quantificacdo no meio e consequente ajuste em
relacdo ao numero de nauplios.

Wan e colaboradores (2018) também encontraram diferencas na forma que as
concentragdes eram expressas, apontando unidades como massa/volume, massa/massa e
particula/volume. Essas variacGes prejudicam a comparagdo dos efeitos dessas particulas
plasticas entre os estudos (Phuong et al., 2016). Em seu estudo com Artemia, Wang e
colaboradores (2019a) defendem o uso preferencialmente da concentracdo medida, referente a
quantidade de particulas no meio, do que a concentragdo nominal, relacionada a massa da
particula, para os MPs. Os autores justificam que suspensées com MPs de diferentes tamanhos,
e com a mesma concentracdo nominal, apresentam uma diferenca demasiada (de ordens de
magnitude) na quantidade de particulas no meio, podendo gerar resultados imprecisos. Assim,
essa medida é valida para os MPs, que sdo particulas que podem ser facilmente medidas com
0 auxilio do microscopio. Porém o mesmo ndo ocorre para 0s NPs, que necessitam de
equipamentos mais sensiveis para tal medicdo, e que nem sempre estdo disponiveis aos grupos
de pesquisa. Portanto, em relacdo aos MPs, é preferivel padronizar o uso das unidades para
concentracdes efetivamente medidas. Por outro lado, para os NPs, devido as limitacGes
técnicas, ainda é possivel encontrar essa variacdo de unidade nos estudos.

Outro ponto importante a ser levado em consideracdo nos desenhos experimentais € o
uso de concentra¢des ambientalmente realisticas. Diversos autores tem reportado que a maioria
dos estudos com MPs e NPs tém sido realizados com concentragdes muito acima (em ordens
de magnitude) das que seriam encontradas na natureza (Phuong et al., 2016; Wan et al., 2018;
Shen et al., 2019), podendo gerar efeitos toxicos superestimados para os plasticos. Alguns dos
estudos realizados com artémias utilizaram concentragfes elevadas por diversos motivos:
limitacGes técnicas (Bergami et al., 2016; Kokalj et al., 2018), para garantir a interacdo das

particulas com os organismos (Bour et al., 2020) ou para representar um cenario de poluicao
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grave (Peixoto et al.., 2019; Han et al., 2020). Outros estudos afirmaram que levaram em
consideracdo concentragcdes ambientalmente relevantes (Peixoto et al., 2019; Wang et al.,
2019a,b; Han et al., 2020;). Entretanto, existe uma grande variacdo dos dados publicados sobre
as concentracfes encontradas no ambiente, dificultando a comparacdo dos resultados
encontrados (Phuong et al., 2016). Por esse motivo, uma abordagem correta sobre
concentragdes realisticas nos estudos em laboratorio ainda é limitada, mesmo aqueles que
afirmam seguir esse critério. Assim, ¢é interessante focar as pesquisas em concentracdes que
ocorram no ambiente para a obtencdo de resultados que reflitam o cenario real dos
ecossistemas. Cabe ressaltar que, atualmente, ja existem esforcos para determinar a faixa de
concentracdo e as medidas sdo adequadas para a realizacdo de estudo realistico com estas
particulas, porém, ainda sdo necessarios mais debates.

Tabela 1. Caracteristicas das particulas plasticas avaliadas em publicacdes que utilizaram o
género Artemia.

Referéncia Particula Tipo/Tamanho Preparacdo das Caracterizagdo das Concentragdes
suspensodes particulas
Bergami et NP PS-COOH (40 nm); NSW; TEM; 5;10;25;50;100 mg/L
al., 2016 PS-NH, (50 nm) Vortex DLS
Desconhecido (1-5 0,5 mg;
Batel et al., MP um); 2,5 mg;
2016 PE (10-20 pm) (~ 1,2 X 10° particulas/20.000
nauplios)
Cole, 2016 MF Nylon (poliamida) Microscopia éptica 100 particulas/mL
' (10 um x 40 um)
Bergami et NP PS-COOH (40 nm); NSW; TEM; 0,1e1,0 mg/L;
al., 2017 PS-NH; (50 nm) Vortex DLS 0,5;1,0;1,5;2,5;5,0 mg/L
Gambardella NSW; . .
etal. 2017 MP PS (0,1 pm) Sonicago (1 min) DLS 0,001;0,01;0,1;1,0;10 mg/L
. PE;
Kokalj et al. ’ SEM;
' MP PET; e 100 mg/L
2018 (0,02-250 um) Difragdo a laser
. . 1;10;100;1.000;10.000
Wa;glztaal., MP PS (10 pm) Sonic? 2(\JN(;5 min) Contadol:erleR ’artl'cula particulas/ml;
¢ P 0,1:1:10;100:1.000 particulas/mL
Mishra et al., PS (50-70 nme DLS; 4 M AEA (A A
2019 NP 100-120 nm) SEM 0,5;1,0;10;50;100;150;200 mg/L
Peixoto et MP FMR (amino Espectrofluorimetria 0,4;0,8;1,6 mg/L
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al., 2019

Varé et al.,
2019

Wang et al.,

2019b

Sendra et al.,

2020

Trestrail et
al., 2020

Hanetal.,
2020

Eometal.,
2020

Suman et al.,

2020

Bour et al.,
2020

Kimetal.,
2021

Machado et
al., 2021

NP

MP

NP

MP

MP

MP

MP

MP;
MF

MF

formaldeido) (1-5
pm)

PS-NH (50 nm)

PS (10 um)

PS (100 nm)

Fenol-formaldeido
(170 + 147 pm);
Bio fenol-
formaldeido
(155 + 56 pm)

PS (4-6 pm)

PS(1,3,6¢ 10 um)

PS (5 um)

PE (27-32 pm);
Poliéster (PET) (12
pum X 500 pum)

PP (22,4 um x
182,76 um);
PET (19,32 um x
234,43 pm)

PS-NH, (50 nm)

NSW;
Sonicagéo (5 min);
Vortex

ASW;
Sonicagao (5 min)

Sonicagao (10 min)

Agua deionizada;
Sonicagao

ASW,
Vortex

ASW

ASW;
Sonicagao

ASW;
Sonicagdo (10
min);
Vortex

TEM;
DLS

FTIR;
Contador de particula

SEM;
TEM,;
FTIR;
DLS;
Difragdo a laser

SEM,;
Microscopia optica;
FTIR;
Difracéo a laser

IR;
DLS;

Microscopia dptica

SEM;
FTIR

DLS;
EM

0,1;1,0;10 mg/L;
0,1;1,0;3,0 mg/L

1,0;10;10%10%10* particulas/
mL

0,006 e 0,6 mg/L

1,0 mg/mL;
10;20;30;40;50 mg/mL (lixiviado
das MPs)

0,2e2,0mg/L

1,0;10;100;1.000 particulas/mL

1,0;25;50;75;100 mg/L

100 particulas/mL;
500 particulas/mL

75;125;250;500;1.000 mg/L

0,005;0,05;0,5;5,0 mg/L

NP (nanoplastico); MP (microplastico); MF (microfibra); PS (poliestireno); PS-COOH
(nanoparticulas de poliestireno funcionalizadas com grupamentos carboxila); PS-NH>
(nanoparticulas de poliestireno funcionalizadas com grupamentos amino); PE (polietileno);
PET (polietileno de tereftalato); PP (polipropileno); FMR (microesferas fluorescentes
vermelhas); NSW (&4gua do mar natural); ASW (4gua do mar artificial); TEM (microscopia
eletronica de transmissdo); SEM (microscopia eletrénica de varredura); DLS (espalhamento
dindmico de luz); IR (espectroscopia de infravermelho); FTIR (infravermelho por transformada
de Fourier); EM (mobilidade eletroforética). O sinal (-) significa informagéo nédo citada no
estudo. N =19 estudos.
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CARACTERISTICAS DAS ARTEMIAS

Foram encontrados estudos com trés especies de artémia: A. franciscana (11 estudos), A. salina
(2 estudos) e A. parthenogenetica (2 estudos). Quatro estudos identificaram 0s organismos
apenas como Artemia sp. (Tabela 2).

Sabe-se que as espécies do género Artemia apresentam diferencas na sensibilidade a
diversos compostos (Ruebhart et al., 2008). No entanto, hd divergéncias em relacdo a
nomenclatura adotada nos estudos. O uso do nome “Artemia salina” ¢ amplamente utilizado,
porém, diversas vezes de forma equivocada, gerando erros sobre o entendimento de qual
espécie esta sendo manipulada (Asem et al., 2010). Ruebhart e colaboradores (2008)
verificaram que, em diversas vezes, a espécie citada era A. salina, porém pela descri¢do da
origem geografica dos cistos (a maioria originarios do Great Salt Lake, Utah, EUA) foi possivel
identificar que, na verdade, tratava-se da espécie A. franciscana. Uma vez que a A. franciscana
é originaria da América do Norte e a A. salina da Europa (Vanhaecke et al., 1987; Van Stappen,
2002), foi possivel detectar essa imprecisdo na classificacdo taxonémica seguida (Ruebhart et
al., 2008). Por esse motivo, A. franciscana € considerada a verdadeira espécie mais estudada
(Ruebhart et al., 2008). Um exemplo deste fato pode ser citado a partir de um dos estudos aqui
analisados. Mishra e colaboradores (2019) afirmam que utilizaram a espécie A. salina, porém,
a origem dos cistos € Great Salt Lake. Assim, é importante que seja realizada uma correta
identificacdo da espécie para possibilitar uma comparacdo segura entre os resultados dos
estudos (Ruebhart et al., 2008).

Sobre a A. parthenogenetica, essa classificagdo ndo é considerada uma espécie Unica.
(Baxevanis et al., 2006). Em seu estudo, Baxevanis e colaboradores (2006) apontam que, 0 que
de fato existe, sdo populacdes de artémias partenogenéticas, mas que ndo representam uma

espécie Unica e que estas teriam surgido de quatro origens independentes. Devido a essa
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variabilidade, A. parthenogenetica ndo é recomendada para teste. Portanto, tendo em vista a
diferenca de sensibilidade e a imprecisao na classificacdo taxonémica, a espécie recomendada
para estudos toxicoldgicos € a A. franciscana (Ruebhart et al., 2008; Kos et al., 2016). De uma
maneira geral, metade dos estudos analisados no presente trabalho estdo de acordo com essa
recomendacéo.

Uma vez que esses animais podem ter origens geograficas diferentes, esse parametro
também foi analisado. No entanto, apenas 3 trabalhos informaram a origem geogréafica dos
cistos. A maioria dos artigos sé informaram a empresa de fornecimento dos cistos comerciais
(Tabela 2). Porém, através do site de algumas dessas empresas € possivel ter conhecimento
sobre a origem geografica dos mesmos. Assim, tais informacdes foram adicionadas a tabela 2.
Todos os cistos onde foi possivel identificar a origem geografica sdo de Great Salt Lake (6
estudos, sendo a origem informada em 3 estudos e o0s 3 origens obtidas através do site dos
fabricantes). Entretanto, ndo foi possivel identificar o local de origem dos cistos em 13
trabalhos.

A origem geogréfica dos cistos € um pardmetro relevante para a analise do efeito
toxicolégico (Vanhaecke et al., 1980). Sorgeloos e colaboradores (1978) demonstraram que
artémias eclodidas a partir de cistos de diferentes origens geograficas apresentaram
sensibilidades diferentes a um mesmo composto. Sendo essa observagdo véalida para uma
mesma espécie, porém de origem geogréafica distinta (Ruebhart et al., 2008). Por esses motivos,
recomenda-se, fortemente, que os estudos informem, com precisdo, a origem dos cistos,
indicando tanto o fornecedor quanto o local de obtencéo dos cistos.

No presente trabalho, nota-se que a origem dos cistos é pouco citada nos estudos com
artémias. Libralato (2014) também observou que a origem dos cistos foi uma informacéo pouco

recorrente nos artigos analisados em seu trabalho. Tendo em vista que a principal origem dos
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cistos comerciais é Great Salt Lake (Dvorak et al., 2012), recomenda-se a escolha destes para
uma padronizacdo dos estudos com MPs e NPs.

Os efeitos toxicos das particulas plasticas foram estudados tanto na forma larval quanto
em individuos adultos. Os estagios foram divididos em 4 grupos principais: Instar | (~24 h apds
a eclosao), Instar I (~48 h apos a eclosdo), dias ap6s a eclosdo (DAH, do inglés “days after
hatching”) e adultos (Tabela 2). O estagio larval Instar | (8 estudos) e Instar Il (9 estudos)
foram os mais utilizados. Alguns desses trabalhos foram de curta exposicdo (14 estudos),
enguanto outros estudos iniciaram a exposicao no periodo larval para a realizacdo experimentos
de longa exposicdo até a fase adulta (7 estudos; 6 estudos com duracdo de 14 dias e 1 estudo
com 30 dias). Dois estudos utilizaram o DAH para informar o estagio de vida dos organismos,
sendo 7, 12 e 14 dias os tempos utilizados. Individuos adultos foram utilizados em 3 estudos,
sendo especificado, em dois deles, que foram adultos com trés semanas de vida. Todos 0s
individuos adultos foram utilizados em estudos de curta exposi¢do, com uma variacdo de tempo
de 5 minutos a 24 h.

A principal varia¢do encontrada nos estudos analisados foi em relagdo aos dois estagios
larvais iniciais: Instars | e Il. Os estudos focaram principalmente nessas etapas do
desenvolvimento, apresentando praticamente a mesma quantidade de artigos (8 e 9 estudos,
respectivamente). No entanto, o estagio larval tem impacto direto sobre o resultado dos ensaios
toxicoldgicos, e iniciar a exposicdo a partir do mesmo estagio de desenvolvimento é importante
(Libralato et al., 2016). Estudos anteriores ja& demonstram que o estagio Instar I € menos
sensivel a compostos toxicos do que o estagio Instar Il (Sorgeloos et al., 1978; Vanhaecke et
al., 1980). Dessa forma, a realizacdo de testes restritos ao estagio Instar | pode gerar
interpretacdes equivocadas sobre a toxicidade das particulas. A diferenga de sensibilidade nos
estagios iniciais das larvas é explicada pelo fato de que a abertura do trato gastrointestinal

acontece no estagio Instar I1, assim, a partir deste estagio, o epitélio intestinal passa a ter contato
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direto com o meio externo (Sorgeloos et al., 1978). Devido a essas alteracdes morfologicas, €
nesse periodo em que a larva dé inicio ao comportamento de filtragdo do meio (Treece, 2000),
possibilitando, por exemplo, a ingestdo de particulas plasticas. Estudos recentes comprovam a
diferenca de sensibilidade entre os estagios (Lish et al., 2019).

Assim, sugere-se que os estudos de exposicdo de artémias a particulas plasticas sejam
realizados a partir do estagio Instar Il, uma vez que a ingestdo oral atua como principal via de
acumulo destas particulas nestes organismos (Wan et al., 2018). Essa observacao € relevante
para os estudos de curta duracdo, ndo tendo implicacdes para estudos que iniciam a exposicao
a um contaminante no estagio Instar I, mas que se caracterizam por serem estudos de longa
exposicdo. No entanto, apesar disto, alguns autores recomendam que, independente da duragédo
dos testes, 0s ensaios tenham inicio no estagio Instar Il (Manfra et al., 2012).

Um outro pardmetro analisado, no presente estudo, foi a disponibilidade de alimento
durante a exposicdo. Em 11 trabalhos foi observada a auséncia de alimentagcdo dos organismos,
enquanto 12 trabalhos alimentaram as artémias durante os ensaios de toxicidade. Em alguns
estudos foram observados os dois padrdes: auséncia e presenga de alimentagéo (8 estudos).
Quatro estudos ndo deixaram claro se houve alimentagéo ou ndo (Tabela 2). A principal fonte
de alimentacdo oferecida para 0s organismos foram microalgas (9 estudos), sendo citadas 6
espécies: Dunaliella tertiolecta (1 estudo), Dunaliella salina (1 estudo), Chlorella vulgaris (1
estudo), Chaetoceros muelleri (2 estudos), Phaeodactylum tricornutum (2 estudos) e
Tetraselmis suecica (2 estudos). Dois estudos forneceram alimento comercial e 1 estudo nédo
cita qual foi o alimento ofertado.

A oferta da alimentacdo esta relacionada com o estagio de desenvolvimento em
conjunto com o tempo de duracdo do teste. De maneira geral, € possivel observar que ensaios
de curta duracdo com larvas ndo requerem alimentacdo, pois 0os nauplios possuem reserva

energética e podem se nutrir do vitelo por até 5 dias (estagio Instar V) (Treece, 2000). Ja para
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os testes de longa duracdo que comecam no estagio larval, ha a necessidade de uma dieta para
a continuidade do ensaio e manutencdo da sobrevida das larvas. Os experimentos com
individuos juvenis e adultos também necessitam de alimentacédo. Oito trabalhos apresentaram
dois protocolos (presenca e auséncia de alimentacdo), pois realizaram testes tanto de curta,
quanto de longa exposicao.

Johari e colaboradores (2019) observaram que, para testes de curta duracdo com o
género Artemia e nanomateriais, a maioria dos estudos ndo alimentou as larvas. Os autores ndo
recomendam a alimentacdo dos nauplios para testes com duracéo de até 48 h. O fornecimento
de dieta pode resultar na contaminacdo do meio com substancias e metabdlitos que nao fazem
parte do estudo (Dvorak et al., 2012). No entanto, para cenarios realisticos de exposicdo, a
alimentacdo deve ser considerada como parte do protocolo experimental por fazer parte do
ambiente natural. Foi reportado que a presenca de microalgas influencia no comportamento
das particulas no meio (Bergami et al., 2017), podendo influenciar no efeito gerado por esses
componentes ao animal. Assim, a auséncia do alimento pode ser importante para a
padronizacdo dos estudos e a identificacdo do efeito direto das particulas plasticas, porém a
alimentacédo é importante de ser avaliada do ponto de vista de cenéarios mais préximos dos que
acontecem naturalmente.

A densidade de organismos expostos as particulas variou bastante ao longo dos
trabalhos. Foram utilizadas 23 diferentes densidades, variando de 10 nauplios/2 mL a 100
individuos/L (Tabela 2). O Unico padréo recorrente foi de 10 nauplios/2 mL (4 estudos). Dois
trabalhos ndo informaram a densidade de organismos, sendo que um informou apenas a
quantidade de organismos testados e 0 outro ndo apresentou o dado. As densidades foram
expressas principalmente como nauplio/mL ou individuo/mL. Essa variagdo depende se o
estudo foi iniciado com o estagio de larva ou ndo, sendo o termo individuo utilizado para

metanauplios, juvenis ou adultos. Com relagdo aos estudos com nauplios, a diferenca na
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densidade pode ser explicada pelo tempo de duracdo do experimento, ja que experimentos de
longa duracéo precisam de uma densidade menor de organismos, tendo em vista o crescimento
dos animais.

Kos e colaboradores (2016) investigaram se haveria uma densidade ideal para
realizacdo de experimentos com Artemia e nanoparticulas de prata (Ag). Os autores utilizaram
quatro diferentes densidades: 10 nauplios/200 uL, 10 nauplios/2 mL, 10 nduplios/4 mL e 10
nauplios/8 mL. A densidade de nauplios ndo influenciou na toxicidade das nanoparticulas de
Ag. Lish e colaboradores (2019) também investigaram a influéncia da densidade de larvas na
toxicidade de nanoparticulas de Ag, adotando duas condic¢des: 10 nauplios/10 mL e 10
nauplios/100 mL. Nesse caso, 0s autores observaram uma diferenca na toxicidade das
nanoparticulas, cujo efeito foi maior na menor densidade testada, sugerindo que um volume
maior do meio de cultura proporciona mais contato com as particulas (Lish et al., 2019). Assim,
é importante que os estudos informem a densidade de larvas/individuos empregados nos
protocolos experimentais, assim como investiguem o efeito da toxicidade de MPs e NPs em
condicbes de cultura que reflitam cenarios mais realisticos de exposicdo, ajustando, ndo
somente a densidade de larvas/individuos, mas também levando em consideragdo um aumento
no volume do meio de cultura.

Devido ao comportamento natatério das artémias, a sua imobilizagdo se torna
necessaria para uma adequada observagdo ao microscopio ou estereomicroscopio e, também,
para os registros fotomicrograficos. O principal objetivo dessa andlise € identificar a presenca
das particulas plasticas no corpo dos organismos testados, bem como investigar possiveis
alteragfes morfologicas. Assim, foram anotados 5 métodos diferentes a partir dos estudos
analisados (Tabela 2). Entre eles, o formaldeido foi o composto mais utilizado (4 estudos).
Foram utilizados, também, paraformaldeido, etanol, cloreto de potassio (KCI) e solucdo de

agua destilada com cloroférmio (1 estudo cada). Nove artigos ndo informaram se utilizaram
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algum método de imobilizacao para observacdo das artémias, mesmo apresentando resultados
referentes a microscopia.

A escolha do método de imobilizacdo pode depender da espécie, da cepa, ou da origem
das artémias utilizadas nos testes toxicoldgicos. Por exemplo, as artémias utilizadas em nossos
estudos (A. franciscana, Great Salt Lake) ndo sdo completamente imobilizadas com
formaldeido (até 16%; dados ndo publicados). Dependendo da analise a ser realizada, o
esmagamento por laminula pode ser uma alternativa ao uso de fixadores ou outros compostos
que promovam a imobilidade das larvas, como o KCI, que promove a contracdo dos apéndices
e, a depender da estrutura a ser analisada, pode interferir nas analises morfoldgicas. Dessa
forma, devido a falta de padronizacéo e as diferentes respostas dos animais aos compostos, o
presente trabalho sugere que seja sempre informado o método utilizado na imobilizacdo das

artémias, permitindo, assim, uma futura padronizacédo pelos estudos.

Tabela 2. Caracteristicas dos microcrustaceos do género Artemia utilizados em estudos com
micro e nanoparticulas plésticas.

- - . -, . x . Método de
Referéncia Espécie Origem Estagio Alimentacdo Densidade imobilizacio
Bergami et Artemia MicroBioTests

9 - (Ghent, Instar 11 Nao 10 nauplios/2 mL -
al., 2016 franciscana P
Bélgica)
Sanders (Cisto _ P
Batze(l)igal., Artemia sp. de Great Salt Instar 11 20.000r:aLupI|os/70 Etanol 96%
Lake, EUA)
Cole, 2016 Artemia sp. Instar 11 ~ 10 nauplios/mL Formaldeido 4%
. . Nao; ~ 200 nduplios/100
Bergami et Artemia Mlc(rgﬁgtrests Instar | Sim mL; )
al., 2017 franciscana R (Dunaliella 10 nauplios/30 mL
Bélgica) .
tertiolecta)
. MicroBioTests
Gambardella Artemia (Ghent, Instar | 10-20 nauplios/mL Paraformaldeido 4%
etal., 2017 franciscana .
Bélgica)
Kokalj et al Artemia JBL Artemio . Néo P
" - Instar | Sim (JBL 10 nauplios/2 mL -
2018 franciscana Bur - .
Artemio Fluid)
Tianjin Ocean Né&o;
Wang et al., Artemia Pal Instar I; Sim 10 nauplios/100 mL,; Ao
2019a parthenogenetica Carol Biotech Instar 11 (Chaetoceros 10 néuplios/20 mL Formaldeido 4%
Co., Ltd, China muelleri)




67

Mishra et
al., 2019

Peixoto et
al., 2019

Varé et al.,
2019

Wang et al.,
2019b

Sendra et al.,
2020

Trestrail et
al., 2020

Hanetal.,
2020

Eometal.,
2020

Suman et al.,
2020

Bour et al.,
2020

Kim et al.,
2021

Machado et
al., 2021

Artemia salina

Artemia
franciscana

Artemia
franciscana

Artemia
parthenogenetica

Artemia
franciscana

Artemia sp.

Artemia
franciscana

Artemia

franciscana

Artemia salina

Artemia sp.

Artemia
franciscana

Artemia
franciscana

Ocean Star
International,
Inc., Snowville,
EUA (Cistos de
Great Salt Lake,
EUA)

San Francisco
Bay Brand,
(Califérnia,

EUA)
(empresa)

INVE
Company,
Bélgica

Tianjin Ocean
Pal
Carol Biotech
Co., Ltd, China

Cistos de Great
Salt Lake, EUA

Southern
Biological,
Australia

Cistos de Great
Salt Lake, EUA

INVE
Aquaculture,
Bélgica

Tianjin, China

HOBBY
Aquaristik,
Alemanha

Ocean Star
International,
(Utah, EUA)

(Cistos de Great

Salt Lake,

EUA)

Artémia
International
LLC,
(Texas, EUA)
(Cisto de Great
Salt Lake,
EUA)

Adultos

12 DAH

Instar |

Instar 11

Adultos
de3
semanas

30h
(Instar 11-

1)

Nauplios
recém
eclodidos

Instar I;
Juvenis

1,2,7e
14 DAH

Adultos
de 3
semanas

Instar Il

Instar I1;
Instar 111

Sim

Sim
(Phaeodactylum
tricornutum)

Né&o;
Sim
(Tetraselmis
suecica)

Néo;
Sim
(Chaetoceros
muelleri)

Né&o;
Sim
(Phaeodactylum
tricornutum)

Néo

Sim (Dunaliella
salina)

Néo;
Sim
(Tetraselmis
suecica)

Néo;
Sim (Chlorella
vulgaris)

Néo;

Sim
(fitoplancton em
p6, HOBBY
Aquaristik)

15 individuos/200 mL

~ 200 nauplios/50 mL;
100 n&uplios/100 ou
150 mL

13 nauplios/100 mL

20 individuos/10 mL;
10 individuos/10 mL

10 individuos

100 nauplios/200 mL;
100 individuos/L

60-70 individuos/1600
mL

10 nauplios/pogo;
10 individuos/50 mL;
10 individuos/100 mL;

10 néuplios/30 mL

10 individuos/100 mL;
6 individuos/15 mL

4 nauplios/4 mL

10 nauplios/2 mL

Solugdo de agua

destilada saturada
com cloroférmio
(algumas gotas)

Formaldeido 4%

Formaldeido 4%;

Formaldeido (30

min)

KCI (0,5 M; 10-15
min)

Individuos = adulto; juvenil, metanauplios. DAH (dias apo0s a eclosdo); KCI (cloreto de

potéssio). O sinal (-) significa informacdo ndo citada no estudo. N = 19 estudos.
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METODOLOGIAS

Foram utilizados dois meios de cultura para a realizacdo dos ensaios de toxicidade: ASW (14
estudos) ou NSW (6 estudos) (Tabela 3). Assim como mostrado no presente trabalho, o meio
de cultura artificial € predominantemente utilizado nos estudos ecotoxicolégicos (Manfra et
al., 2017). O uso de ASW apresenta vantagens que explicam o seu uso difundido: maior
padronizacdo dos experimentos, formulacdes prontas de ASW disponiveis comercialmente,
facil preparo em laboratorio e baixo custo (Libralato et al., 2016; Manfra et al., 2017). Além
destes fatores, podemos incluir a auséncia de elementos organicos e inorganicos, presentes na
NSW, que podem variar sazonalmente e interferir com o comportamento dos MPs e NPs.
Entretanto, existem algumas criticas sobre a composicdo dos meios artificiais, que pode variar
de estudo para estudo e nem sempre esta devidamente informada nos trabalhos (Libralato,
2014; Kos et al., 2016).

Outro aspecto importante, que tem sido destaque na comunidade cientifica, € a
elaboracéo de protocolos experimentais que reflitam cenéarios ambientalmente relevantes de
exposicdo. Sabe-se que diferentes parametros do meio, como pH, salinidade, composicdo de
minerais e matéria organica natural (NOM, do inglés “natural organic matter”), influenciam o
comportamento das particulas plasticas, e consequentemente o seu efeito sob 0s sistemas
bioldgicos (Sharma et al., 2021). Nesse quesito, 0 uso da ASW se torna uma desvantagem, pois
deixa de avaliar a influéncia da NOM no possivel efeito toxico das particulas. Por esse motivo,
0 uso de um meio natural, como a NSW, se alinha a um cenario realistico de exposi¢do (Manfra
etal., 2017). Em seu estudo, Manfra e colaboradores (2017) observaram toxicidades diferentes
para rotiferos expostos a nanoparticulas de PS em ASW e NSW, mostrando que o meio é capaz

de influenciar o efeito das particulas. Dessa forma, uma vez que ambos 0s meios apresentam
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prés e contras, a escolha do meio de cultura deve levar em consideracdo o objetivo principal
do estudo.

Com relacdo as carateristicas fisico-quimicas dos meios de cultura, dois parametros
foram avaliados: pH e salinidade. A faixa de pH encontrada variou entre 7,9 e 8,5 (Tabela 3),
sendo que essa informacdo ndo foi encontrada em 11 trabalhos. Foram identificadas 9
salinidades diferentes, variando entre 15 e 43,2 (Tabela 3). As salinidades mais utilizadas foram
30 (5 estudos) e 38 (3 estudos). Em 4 trabalhos ndo foram encontradas informacdes sobre a
salinidade do meio.

A faixa de pH utilizada nos trabalhos foi de pequena amplitude e encontra-se dentro da
faixa recomendada (7,5 a 9) (Libralato et al., 2016). Porém, é importante ressaltar que mais de
50% dos estudos ndo trazem informacéo sobre esse parametro. O pH é um fator importante que
pode alterar o comportamento das particulas plasticas no meio (Sharma et al., 2021). Foi
observado que com o aumento do pH - acima de 9 - ha uma mudanca drastica no
comportamento de nanoparticulas de PS, aumentando o grau de agregacao e diminuindo a carga
(Ramirez et al., 2019), influenciando, potencialmente, na sua interagéo e efeito sobre os
sistemas bioldgicos. Somado a isso, altera¢cdes no pH podem causar efeitos sob 0s nauplios,
uma vez que pH abaixo de 7 é prejudicial ao desenvolvimento dos mesmos (Kos et al., 2016).
Portanto, é crucial que o pH dos meios de cultura sejam monitorados e devidamente informado
nos trabalhos que se propdem a investigar o efeito de MPs e NPs em artémias.

A amplitude da faixa de salinidade adotada nos estudos analisados foi maior do que a
encontrada em outros trabalhos com artémia (25 a 38) (Johari et al., 2019). Esse animal ¢
eurialino, sendo capaz de tolerar grandes variacdes na salinidade (Persoone & Wells, 1987).
Apesar dessa caracteristica, ha evidéncias de que a salinidade influencia nos testes
toxicoldgicos, principalmente nos estudos que envolvem nanoparticulas, uma vez que o

comportamento das particulas podem ser afetadas por esse parametro. O aumento da forca
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ibnica, que esta relacionada com a quantidade de ions no meio, diminui a estabilidade das
particulas plasticas, contribuindo para a sua agregacéo (Sharma et al., 2021). Por essas razdes,
a salinidade é um parametro importante na elaboracdo dos desenhos experimentais para as
investigacOes toxicoldgicas de MPs e NPs. O presente estudo mostra que, além falta de
padronizacdo da salinidade dos meios de cultura utilizados, alguns estudos ndo apresentam essa
informacao, dificultando uma andlise comparativa entre os resultados obtidos.

Com relacgdo as condi¢cdes de manutencdo da cultura, trés parametros foram avaliados:
temperatura, agitacdo do meio e fotoperiodo. A temperatura em que 0s experimentos foram
realizados variou na faixa de 20 a 28 °C (Tabela 3), sendo 25 °C a temperatura mais utilizada
(8 estudos). Em 4 trabalhos, essa informacdo ndo foi encontrada. A temperatura é mais uma
varidvel importante. Além de influenciar na toxicidade (Libralato et al., 2016), o aumento da
temperatura pode, por si s, aumentar a mortalidade das larvas ou individuos adultos (Nunes
et al., 2006). Com relacdo as particulas plasticas, estudos mostram que a elevacdo da
temperatura contribui para o efeito deletério de MPs sobre a sobrevida e o crescimento do
microcrustaceo (Han et al., 2020). Esse impacto pode ser explicado pelo aumento da
temperatura ser considerado um estresse adicional para o desenvolvimento do animal (Han et
al., 2020). Apesar do presente trabalho mostrar que a faixa de temperatura dos estudos
analisados se encontra dentro da recomendada pela literatura (Johari et al., 2019), cerca 20%
dos estudos analisados ndo citaram a temperatura adotada, sendo, este, outro pardmetro
fortemente recomendado a ser descrito nos manuscritos.

Com o objetivo de mimetizar o ambiente aquéatico, que se encontra em constante
movimento, a agitagdo do meio de cultura tem sido um parametro avaliado em alguns estudos
envolvendo nanoparticulas (Lish et al., 2019; Machado et al., 2021). No entanto, o presente
trabalho revela que a agitacdo do meio de cultura foi utilizada em apenas 3 trabalhos (Tabela

3). Dos 16 estudos restantes, trés especificaram que ndo utilizaram agitacdo, enquanto 0s
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demais ndo citaram esse parametro. A forte tendéncia a agregacéo de particulas plasticas, em
especial de NPs, pode levar a sua precipitacdo no meio de cultura, influenciando a sua interagdo
com os sistemas bioldgicos. Assim, € importante avaliar se a agitacdo do meio pode auxiliar na
manutencdo das suspensdes de NPs na coluna d’agua. Uma vez que este fato pode favorecer a
ingestdo das NPs por organismos filtradores, de habito natatorio, e em constante deslocamento
na coluna d’agua. No entanto, 0s poucos estudos que avaliaram a agitacdo do meio reportaram
que ela ndo foi relevante para a toxicidade das nanoparticulas utilizadas (nanoparticulas de Ag
e PS) (Lish et al., 2019; Machado et al., 2021). E sugerido que mais estudos avaliem esse
parametro ainda pouco abordado.

Foram utilizados 4 diferentes fotoperiodos: auséncia de luz (7 estudos), 12:12 h
claro:escuro (3 estudos), 14:10 h claro:escuro (2 estudos) e 16:8 h claro:escuro (4 estudo)
(Tabela 3). Em 2 estudos foram utilizados os dois protocolos (auséncia e presenca de luz). Em
5 trabalhos, essa informacgdo ndo foi encontrada. Alguns trabalhos sugerem a utilizagdo do
fotoperiodo de 16:8 h (claro:escuro) para ensaios de curta duracdo (Kos et al., 2016; Johari et
al., 2019). No entanto, a utilizacdo de fotoperiodo deve ser escolhida de acordo com a particula
estudada. Resultados obtidos com nanoparticulas de Ag mostraram que o fotoperiodo
influenciou no comportamento da mesma no meio, alterando a sua toxicidade (Kos et al.,
2016). Porém, ndo encontramos estudos avaliando o efeito do fotoperiodo na toxicidade de
particulas plasticas. Por outro lado, devido ao comportamento fototatico das larvas, a luz
continua tende a aumentar a atividade metabolica dos nauplios, consumindo suas reservas
nutricionais e influenciando no resultado final dos testes de curta duragdo. Entretanto, para
ensaios de longa exposicéao, o fotoperiodo € importante para o desenvolvimento do animal, e
dessa forma deve ser utilizado. Nesses casos, a microalga utilizada pode influenciar na
determinacéo do periodo de luz, adequando as condi¢des da cultura para aquelas que também

satisfacam a forma de cultura do fitoplancton (Manfra et al., 2012). Nos estudos aqui analisados
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foi observada uma diversidade de espécies de microalgas utilizadas, o que pode, assim, explicar
os diferentes fotoperiodos adotados.

O tempo de exposicdo das larvas aos MPs e NPs variou de 5 minutos a 44 dias (Tabela
3), sendo divididos em duas categorias principais: curta (17 estudos) e longa duracdo (8
estudos), sendo que alguns trabalhos utilizaram ambas as categorias (6 estudos) (Tabela 3). Os
ensaios de curta duracdo variaram de 5 min a 96 h de exposicdo, apresentando 24 h de
exposicdo (10 estudos) e 48 h (8 estudos) como os principais intervalos de tempos usados. Os
ensaios de longa duracdo utilizaram diferentes intervalos de tempo: 14 (6 estudos), 30 (1
estudo) ou 44 dias (1 estudo).

Os testes de curta duragdo (<96 h) sdo mais utilizados e estdo mais bem estabelecidos;
por outro lado, os testes de longa duracédo (geralmente de 7 a 14 dias) tém apresentado maior
desenvolvimento na Gltima década (Manfra et al., 2015; Libralato et al., 2016). Com relacéo
aos testes de curta duragéo, os ensaios de 24 h de exposicdo sdo os mais utilizados (Libralato
et al., 2016). Assim como reportado na literatura, esse foi o periodo mais utilizado nos estudos
analisados pelo presente trabalho. 1sso pode ser explicado pelo fato de que esse foi o tempo de
exposicao sugerido no primeiro protocolo que visou a padronizacao dos estudos toxicoldgicos
com artémia (Vanhaecke et al., 1980, 1981). Além disso, 0s ensaios de 24 h de duracdo
fornecem resultados mais homogéneos, sdo de simples realizacdo, e sob o ponto de vista
técnico, ndo requer equipamentos sofisticados e nem um elevado grau de treinamento da equipe
(Vanhaecke et al., 1980; Nunes et al., 2006). Atualmente, o ISO/TS 20787 (2017) também
sugere os ensaios de 24 h de duracéo para os testes toxicologicos com artémias, havendo, no
entanto, a indicag&o da realizagdo do intervalo de 48 h de exposicao.

Entretanto, investigacdes de longa exposicdo sdo importantes para a ampliacdo dos
conhecimentos sobre a sensibilidade do zooplancton a contaminantes. Essa categoria de

ensaios pode revelar efeitos toxicos que nao sdo observados em ensaios de curta duracdo (24 -
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48 h), configurando, ainda, um cenario ambiental realistico por abordar o efeito crénico do
contaminante ao longo da vida do animal. Ensaios de longa exposi¢éo a nanoparticulas de PS,
por exemplo, demonstraram efeitos toxicos sobre as artémias que ndo foram perceptiveis em
ensaios de curta duracdo (Bergami et al., 2016, 2017). Assim, é importante enfatizar que os
estudos, sempre que possivel, elaborem protocolos que permitam a avaliacdo tanto do efeito
agudo quanto do efeito crénico da exposicdo a MPs e NPs.

O controle positivo ¢é parte fundamental de um desenho experimental. Para que ocorra
a validacdo do efeito gerado por um composto/particula, e a consequente confiabilidade do
teste, € necessaria a verificacdo da sensibilidade do organismo frente a um téxico de referéncia
(Vanhaecke et al., 1980). Para os estudos toxicoldgicos realizados com o género Artemia, 0
controle positivo € especialmente importante, pois, devido as diferentes origens geograficas e
cepas dos animais, a sensibilidade do animal utilizado precisa ser determinada. Além disso, 0
uso do controle positivo possibilita a comparagédo de resultados entre diferentes estudos (Silva
et al., 2003). Nos trabalhos aqui analisados, apenas 4 estudos apresentaram informagoes sobre
a utilizacdo de um toxico de referéncia como controle positivo. Em todos os 4 artigos, o toxico
utilizado foi o dicromato de potassio (K2Cr.07) (Tabela 3). A falta de informacéo sobre o uso
de um toxico de referéncia como controle positivo também foi recorrente nos estudos com
artémias analisados por Libralato (2014). Outros autores também tem destacado a importancia
do uso do controle positivo nos testes toxicoldgicos com Artemia (Kos et al., 2016; Johari et
al., 2019).

Sobre os protocolos utilizados nos experimentos, trés grupos diferentes foram
identificados: manuais produzidos por agéncias ou organizacfes ambientais internacionais,
protocolo elaborado por empresa que atua na area toxicologica e aqueles estabelecidos em
trabalhos publicados em periddicos cientificos (Tabela 3). No primeiro grupo, foram citados 3

protocolos: APAT IRSA CNR 8060 (3 estudos), ISO/TS 20787 (2 estudos) e OECD 202 (1
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estudo). No segundo grupo, encontra-se o Artoxkit (1 estudo), protocolo elaborado pela
empresa MicroBioTests. Por fim, 9 trabalhos citaram protocolos estabelecidos por outros
estudos cientificos e 5 estudos ndo apresentaram a referéncia do protocolo utilizado.

Como discorrido acima, diversos parametros podem influenciar os testes toxicologicos
com MPs e NPs com o género Artemia. Diferentes esforcos tem sido realizados e diversos
direcionamentos foram apontados, nos ultimos 40 anos, visando a padronizacdo dos testes
ecotoxicologicos com esse microcrustaceo (Vanhaecke et al., 1980, 1981; Persoone & Wells,
1987; Libralato, 2014; Manfra et al., 2015; Kos et al., 2016; Libralato et al., 2016; Johari et
al., 2019; Lish et al., 2019). No entanto, como evidenciado pelo presente, este objetivo ainda
ndo foi alcancado.

A publicacdo do ISO/TS 20787 (2017), que versa sobre o uso de artémia em estudos
toxicoldgicos com nanomateriais, veio a preencher uma importante lacuna na area, que era a
auséncia de um protocolo elaborado por uma agéncia internacional de padronizagédo
exclusivamente para estudos com nanomateriais (Libralato, 2014). Assim, apenas 0s artigos
mais recentes tem adotado o referido protocolo, o que reflete na variedade de metodologias
adotadas nos estudos aqui discutidos. Entretanto, € importante, destacar que, de acordo com o
objetivo do estudo ou das condicGes laboratoriais, nem sempre é possivel, ou mesmo relevante,
a adocdo de protocolos padrdes, porém, é crucial que todas as condigdes experimentais sejam
devidamente detalhadas nos trabalhos (Libralato et al., 2014).

Tabela 3. Caracteristicas das metodologias avaliadas a partir de publicagdes sobre micro e
nanoplasticos com o género Artemia.

Meio de
Referéncia cultu.ra; Temperatura Agitacéo do meio Fotoperiodo Tempp (~je Con_tr_ole Protocolo
pH; exposicao positivo
salinidade
Bergami et al NSW; APAT IRSA
g2016 ) 83; 25+1°C - Auséncia de Iuz 24e48h K:Cr,0;  CNR 8060
38 (2003)

Batel et al., 2016 ASW; - Sim - 3,6,9e24h -
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Cole, 2016

Bergami et al.,
2017

Gambardella et al.,
2017

Kokalj et al., 2018

Wang et al., 2019a

Mishra et al., 2019

Peixoto et al., 2019

Varé et al., 2019

Wang et al., 2019b

Sendra et al., 2020

Trestrail et al.,
2020

Han et al., 2020

Eom et al., 2020

Suman et al., 2020

20
ASW:

15

NSW;
8,3;
38

NSW;
8,25;
38,3

ASW;
8,1+0,1;
30+1

28°C

25+1°C

25°C

21+1°C

25+1°C

25°C

25+0,5°C

25+1°C

28+0,5°C

22,26 e30°C;

20°C

27+0,2°C

Sim
(<5 rpm)

Néo

Auséncia de luz;
16:8 h claro:escuro

Auséncia de luz

16:8 h claro:escuro

12:12h
claro:escuro

14:10h
claro:escuro

Auséncia de luz;
16:8 h claro:escuro

12:12h
claro:escuro

Auséncia de luz

Auséncia de luz

14:10 h
claro:escuro

16:8 h claro:escuro

2h

48 h;
14 dias

24e48h

48h

24 h;
14 dias

24 h

44 dias

48 h;
14 dias

1,3,6,9,12,24 h;
14 dias

24 h;
35h

2h;
24h

14 dias

1h;
96 h;
30 dias

24 e 48 h;
14 dias

KzC f207

Bergami et
al., (2016)
(agudo);
Savorelli et
al., (2007),
Manfra et
al, (2012) e
Artoxkit
(2014)
(crénico)

Gambardella
etal., 2015;
APAT IRSA
CNR 8060
(2003)

Kos et al.,
(2016)

Leeetal.,
(2013)
(cronico)

OECD 202

Varo et al.,
(1998, 2015)

Var6 et al.,
(2015),
Comeche et
al., (2017)
(cronico)

Wang et al.,
(2019a)

Artoxkit
(2014)

Bergami et
al., 2017

Madhav et
al., (2017);
Bergami et
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al., (2017)
ASW, 5 min;
Bour et al., 2020 - 2h ’
30
ASW; 12412 h ISO/TS
Kimetal., 2021 8,0-8,5; 20+1°C - claro-'escuro 48 h K,Cr,0; 20787
30+1 ' (2017)
APAT IRSA
ASW: CNR 8060
Machado et al., L 25+1°C Sim (50 rpm); A (2003);
2021 33 Nio Auséncia de luz 24e48h K,Cr,0; 1SO/TS
20787
(2017)

NSW (&gua do mar natural); ASW (agua do mar artificial); h (hora); K2Cr20O7 (dicromato de
potéssio); rpm (rotacbes por minuto); APAT (Agéncia de Protecdo do Meio Ambiente e
Servicos Técnicos); ISO (Organizacdo Internacional de Normalizacdo); OECD (Organizacao
para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico). O sinal (-) significa informacéo néo citada
no estudo. N = 19 estudos.

TESTES, ENDPOINTS E EFEITOS OBSERVADOS

O tipo de teste realizado, os endpoints (efeitos bioldgicos observados) investigados e os efeitos
encontrados também foram alvo do presente estudo (Tabela 4). Entre os principais efeitos
toxicos induzidos por MPs e NPs em artémias, destacaram-se: mortalidade/imobilizacéo,
alteracbes no desenvolvimento/crescimento, alteracdes no perfil bioquimico, alteracdes na
expressao génica e dano intestinal. Outros endpoints e efeitos foram descritos, porém em menor
representatividade. A seguir, os estudos serdo discutidos, em detalhe, de acordo com duas
categorias: (i) testes relacionados a toxicidade, (ii) testes relacionados as condi¢des realisticas

de exposicéo.

Testes de Toxicidade

O grupo de testes relacionados a toxicidade foi o que apresentou mais estudos (14 estudos).
Neste grupo destacam-se 0s testes de toxicidade aguda (12 estudos) e de toxicidade crénica (8
estudos), nos quais foram analisados os seus efeitos letais e subletais. Alguns trabalhos

utilizaram os dois tipos de testes (5 estudos). O principal endpoint subletal dos testes de
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toxicidade aguda ou crénica foi a ingestao das particulas. No entanto, em alguns estudos, testes
adicionais foram realizados em complementacao a exposicao das particulas, tais como: ensaios
de eliminacdo das particulas; andlise histologica do trato gastrointestinal e analise
transcriptdmica.

Os testes de toxicidade aguda representam aqueles que analisaram a toxicidade das
particulas em um curto periodo de exposicao (até 96 h). Os testes de toxicidade crénica
representam aqueles em que a toxicidade é analisada em experimentos de longa duracao,
geralmente de 7 a 14 dias. Como previamente discutido na secdo Metodologias, por serem
experimentos de curta duracdo, os testes de toxicidade aguda foram os mais utilizados. No
entanto, com o desenvolvimento das pesquisas, € perceptivel a necessidade de investigacdes
para avaliar a toxicidade do plastico de forma cronica. De fato, os testes crénicos podem
apontar resultados mais sensiveis (Manfra et al., 2012). Assim, alguns artigos passaram a
adotar esses testes como padrdo. Um exemplo séo os estudos de Bergami e colaboradores
(2016, 2017). No primeiro estudo dessa area foi realizado apenas o ensaio de toxicidade aguda
e ndo foi observado efeito deletério sobre a sobrevida das larvas (Bergami et al., 2016). O
trabalho seguinte (Bergami et al., 2017), revelou, em longa exposi¢do, 0 aumento da taxa de
mortalidade/imobilidade das artémias causada pelas nanoparticulas de PS. Entretanto, ambos
0s testes sdo importantes para elucidar o efeito ecotoxicoldgico do plastico em artémia, sendo
ensaios complementares e que respondem a diferentes questionamentos cientificos.

Os principais endpoints investigados nos testes de curta duragédo sao: eclosao dos cistos;
sobrevida/imobilizacdo; alteracbes enziméticas e natacdo; ao passo que a reproducdo e
imobilizacdo sdo os endpoints mais utilizados nos testes de longa duracdo (LIBRALATO et
al., 2016). A escolha dos endpoints para os testes agudos esta de acordo com a proposic¢ao da
ISO/TS 20787 (2017), que indica a taxa de eclosdo dos cistos e a imobilidade/sobrevida dos

nauplios para os ensaios de curta duracdo. Entretanto, nos estudos toxicolégicos com particulas
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plasticas e artémia, os endpoints tém sido ampliados, incluindo, como citado anteriormente, a
ingestdo das particulas, mortalidade/imobilidade, alteracdes no desenvolvimento, alteracfes
enzimaticas, alteracdes na expressdo génica e dano intestinal.

A ingestdo de MPs e NPs foi abordada em 17 estudos, envolvendo desde a verificacdo
da ingestdo das particulas até a eliminacdo/depuracéo e acumulo destas. A imensa maioria dos
estudos mostrou acumulo das particulas: sete estudos observaram eliminacdo parcial das
particulas e apenas 1 estudo apontou que houve eliminacdo total das mesmas. Entretanto, é
preciso considerar o tempo de analise de cada estudo. Além do acumulo no trato digestivo, dois
estudos reportaram a adesdo de nanoparticulas plasticas a superficie das larvas (Tabela 4).

A avaliacdo da ingestdo das particulas € muito importante, uma vez que essa € a
principal via de entrada de NPs em organismos zooplancténicos ndo seletivos (Wan et al.,
2018). A interacdo com as nanoparticulas pode levar a efeitos negativos nesses animais, com
implicagdes sobre a sobrevida, reproducédo, desenvolvimento e crescimento (Lee et al., 2013;
Foley et al., 2018; Botterell et al., 2019).

Além disso, por representarem um grupo que tem um papel ecolégico importante, como
principal ligacéo entre os produtores primarios e os consumidores secundarios na teia alimentar
marinha, esses animais podem se tornar vetores desses contaminantes e levar a sua
transferéncia para niveis troficos mais elevados, com consequente biomagnificacdo de MPs e
NPs (Cole et al.,, 2013; Setéld et al., 2014; Sun et al., 2017; Foley et al., 2018), com
implicacdes, também, para os ecossistemas (Bergami et al., 2016). Dessa forma, o presente
estudo ressalta a necessidade da realizacdo de estudos de transferéncia tréfica de MPs e NPs
para uma melhor compreensdo das consequéncias do acumulo de particulas plasticas pelo
zooplancton.

O segundo endpoint mais estudado foi a mortalidade/imobilidade (13 estudos). Onze

trabalhos utilizaram o termo mortalidade e 2 estudos utilizaram o termo imobilidade. E
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necessario esclarecer o uso dos termos mortalidade/sobrevida e imobilidade, pois alguns
autores argumentam que as larvas ndo podem ser consideradas mortas apenas pela observacgéo
da auséncia de mobilidade (Nunes et al., 2006; Libralato et al., 2016). Mesmo imdveis, alguns
nauplios ou individuos adultos ainda podem estar vivos, e apresentarem pequena
movimentacao dos apéndices ou, em alguns casos, do trato gastrointestinal (Nunes et al., 2006).
Assim, o presente estudo adota o termo “imobilidade”, por considerar esse mais adequado do
ponto de vista técnico (Libralato et al., 2016; Kos et al., 2016; Johari et al., 2019).

Independente da terminologia adotada para o endpoint, as duas formas foram
agrupadas, uma vez que a metodologia para a sua verificacdo € a mesma: 10-15 segundos de
observacao dos individuos sem movimentacdo. Dos 13 estudos citados, 8 foram realizados com
MPs e 5 foram conduzidos com NPs. Em relacdo aos estudos realizados com MPs, apenas 4
trabalhos observaram imobilidade, sendo, estes, testes de exposi¢do crénica. Sobre os estudos
com NPs, 80% dos trabalhos reportaram imobilidade, sendo 2 estudos de exposi¢do aguda, 1
de exposicéo cronica e 1 estudo com os dois tipos de testes.

A maior parte dos estudos (80%) que avaliou o efeito de NPs reportaram aumento na
taxa de imobilidade. Por outro lado, somente metade dos estudos realizados com MPs
observaram imobilidade das artémias. Dessa forma, os NPs se mostraram mais toxicos do que
0s MPs, o que corrobora estudos que tém demonstrado que particulas menores sdo
potencialmente mais danosas a biota (Koelmans et al., 2015; Da Costa et al., 2016). No entanto,
é importante ampliar os estudos com NPs, tendo em vista que 0s mesmos tem adotado
diferentes espécies de artémia, estagios larvais e faixas de concentracdo. A realizacdo de novos
estudos, seguindo uma maior padronizagdo, como o uso de protocolos padrées, como o ISO/TS
20787 (2017), podem corroborar os achados, por ora, apresentados.

O desenvolvimento/crescimento dos individuos expostos aos MPs e NPs foi o terceiro

endpoint mais abordado (8 estudos). Cinco trabalhos reportaram alteragdes no
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desenvolvimento/crescimento, sendo 2 estudos com NPs (agudo e cronico) e 3 estudos com
MPs (agudo e cronico). Os demais trabalhos ndo observaram alteracoes, entre eles 2 estudos
com MPs (agudo e crénico) e 1 estudo com NPs (agudo). Em todos os artigos, esse parametro
foi obtido a partir da medicdo, sob estereomicroscopia ou microscopia Optica comum, do
comprimento do animal da regido cefalica até o anus.

A ingestdo das particulas plasticas, ao ocuparem/acumularem no trato gastrointestinal,
pode dificultar a alimentacdo e, assim, impactar o desenvolvimento dos organismos. Apesar da
alimentacdo ser crucial para o desenvolvimento das artémias a partir do estagio Instar V, ndo
foi observada diferenca no impacto da ingestao das particulas plasticas entre os testes de curta
ou longa exposicdo. Ao mesmo tempo, ndo foi observada correlacdo entre tipo/tamanho de
particula sobre o desenvolvimento/crescimento das artémias. Entretanto, ainda ha poucos
estudos para afirmar que o tempo e o tamanho da particula ndo influenciam no efeito deletério
dos plasticos sobre o desenvolvimento/crescimento desses microcrustaceos.

O quarto endpoint mais adotado nos estudos foram alteracdes enzimaticas (6 estudos),
principalmente aquelas relacionadas ao estresse oxidativo e neurotoxicidade, com destaque
para a atividade das enzimas catalase (CAT) e acetilcolinesterase (AChE), respectivamente.
Todos os trabalhos que utilizaram alteragcbes enzimaticas como endpoints reportaram
alteracdes bioquimicas nos organismos, sendo 3 realizados com NPs (2 estudos agudos e 1
estudo agudo e cronico) e 3 realizados com MPs (2 estudos cronicos e 1 estudo agudo e
cronico). Dessa forma, as investigacdes apontam que, além das particulas plasticas induzirem
estresse oxidativo, estas apresentam efeitos neurotdxicos nas artémias. Estes efeitos foram
observados tanto para MPs quanto para NPs e em ensaios de exposi¢cdo aguda ou crdnica.
Devido ao fato da atividade enzimética ser bastante sensivel aos efeitos deletérios de MPs e

NPs, principalmente em ensaios de curta exposi¢do, nos quais outros efeitos ndo sao
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perceptiveis (Gambardella et al., 2017; Suman et al., 2020), sugere-se que esse endpoint seja
mais explorados nos estudos sobre a toxicidade de MPs e NPs em artémias.

A expressao génica foi utilizada como endpoint em 5 estudos, sendo 3 realizados com
MPs (agudo e crénico) e 2 realizados com NPs (agudo e crdnico). As investigacoes foram feitas
sobre genes relacionados a: ecdise e desenvolvimento, apoptose e estresse oxidativo. Também
foram investigados genes diferencialmente expressos ligados a processos metabdlicos e
fisiolégicos por analise transcriptdmica. Foram observadas alteracdes génicas em todos os
estudos que investigaram esse endpoint. Assim, esses resultados confirmam, a nivel molecular,
os achados a partir de outros endpoints, como o de desenvolvimento, estresse oxidativo e
apoptose (esse Ultimo sera discutido mais a frente).

Assim como a atividade enzimatica, a expressdo génica se mostrou um endpoint
sensivel, podendo ser observadas alteragdes em ensaios de curta exposicdo. Além disso, a
investigacdo da expressdo génica, em conjunto com a atividade enzimatica, pode ser uma
importante ferramenta na elucidacdo dos mecanismos de toxicidade de MPs e NPs. A partir de
abordagens moleculares, Varé e colaboradores (2019) contribuiram para a entendimento do
mecanismo envolvido no efeito toxico de NPs na ecdise e desenvolvimento de artémias
previamente relatados pelo mesmo grupo (Bergami et al., 2016, 2017). Apesar das restricbes
técnicas e orcamentarias associadas ao uso de abordagens moleculares nos estudos
toxicoldgico, estimula-se, sempre que possivel, a inclusdo de endpoints moleculares junto aos
fisiolégicos e morfologicos j& mencionados anteriormente, uma vez que eles podem contribuir,
sobremaneira, para 0 entendimento do efeito de MPs e NPs sobre o0s organismos
zooplanctonicos.

Outro endpoint utilizado nos estudos foi o dano intestinal (5 estudos). Foram realizadas
analises histologicas do intestino (4 estudos) e analises da permeabilidade intestinal (1 estudo).

Cinco trabalhos mostraram alteragdes intestinais, sendo 4 estudos com MPs (exposi¢do aguda
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e cronica) e 1 estudo com MFs (exposicdo aguda). Entre os danos no trato intestinal foram
descritas alteracdes nas celulas epiteliais (Wang et al., 2019a; Han et al., 2020) e decomposi¢édo
dos enterdcitos (Wang et al., 2019b). Wang e colaboradores (2019b) reportaram danos
intestinais apesar da presenca de baixa quantidade de plasticos no intestino e mesmo apdés a
eliminacdo das particulas plasticas. Além disso, os efeitos deletérios ao intestino foram
reportados em ensaios de exposicao aguda, e mesmo em estudos em que ndo foi observada
imobilidade das larvas (Wang et al., 2019a; Suman et al., 2020). Uma vez que grande parte dos
estudos tem relatado acimulo de particulas plasticas no intestino das artémias, a investigacédo
da integridade anatdémica e fisiologica do trato gastrointestinal ¢ fundamental para avaliar o
risco a exposicdo aos plasticos nesses organismos, principalmente em ensaios de longa
exposicdo e com NPs, uma vez que os estudos sobre os danos ao trato gastrointestinal ainda
s8o restritos aos MPs.

Foram abordados, ainda, porém com menor representatividade, 0s seguintes endpoints:
natacdo (1 estudo; MP, agudo); taxa reprodutiva (1 estudo; MP, cronico); e apoptose (1 estudo;
MP, agudo e cronico). A natacdo e a reproducdo tém sido abordadas por diferentes autores
como endpoints importantes para estudos toxicoldgicos com artémias (Manfra et al., 2015,
2016; Kos et al., 2016; Libralato et al., 2016); porém, nas pesquisas com particulas plasticas
estes endpoints ainda sdo pouco explorados. Gambardella e colaboradores (2017)
demonstraram que a natacdo dos nauplios foi bastante afetada por MPs, indicando o0 uso desse
endpoint nos estudos sobre efeito de plastico no zooplancton. Peixoto e colaboradores (2019)
mostraram impactos negativos de MPs na reproducdo das artémias, sendo esse outro ponto
importante a ser considerado nos estudos. Por representarem processos importantes para a
fisiologia das artémias, a inclusdo da natagcdo e da reproducdo, como endpoints, deve ser
estimulada, principalmente nos estudos com NPs, tendo em vista a auséncia de dados na

literatura sobre o efeito dessas particulas nesses processos vitais para 0S microcrustaceos.
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A analise da apoptose pode representar uma estratégia viavel para as investigacoes
ecotoxicologicas. Recentemente, Suman e colaboradores (2020), utilizando o corante laranja
de acridina, observaram a apoptose em artémias expostas a MPs, tanto em ensaios de exposicao
aguda quanto crénica. O uso da apoptose como endpoint pode ser uma alternativa experimental
para a determinacdo da sobrevida das artémias, dirimindo duvidas sobre a questdo da

imobilidade/sobrevida inerentes aos ensaios de observacao da motilidade das larvas.

Cenarios Realisticos de Exposicéo
A maior parte dos estudos ecotoxicologicos tem estudado os efeitos dos
contaminantes/poluentes em condicdes laboratoriais controladas (Bour et al., 2015). Porém,
para entender o verdadeiro efeito dessas particulas sobre a biota, é necessario que sejam
realizados estudos que considerem a complexidade do ambiente natural (Bour et al., 2015;
Lenz et al., 2016; Han et al., 2020).

Com relagdo aos estudos com particulas plésticas e o género Artemia, alguns trabalhos
tém procurado estabelecer protocolos experimentais que visam mimetizar o meio ambiente. O
grupo de testes relacionados a cendrios realisticos de exposicdo apresentou 8 estudos. Neste
grupo foi possivel identificar trés categorias de endpoints: (i) influéncia de diferentes
parametros de exposicdo (5 estudos); (ii) efeito da combinacdo de particulas com outros
compostos (3 estudos); (iii) estudos sobre transferéncia trofica (2 estudos).

Diferentes parametros de exposicdo foram utilizados no intuito de contribuir para o
entendimento dos efeitos toxicos das particulas plasticas em um cenario realistico, incluindo
variacgdes nas concentracgdes das particulas (1), nos tempos de exposicao (1), na disponibilidade
de alimento (2), nas temperaturas (1), na agitacdo do meio (1), além de varia¢fes nos tamanhos
(1) e formatos das particulas (1). Com exce¢do do tamanho das particulas e da agitacdo do

meio, todos os demais parametros influenciaram na ingestdo ou no efeito toxico das particulas
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plasticas. Os efeitos destes parametros sobre a toxicidade de MPs e NPs ja foram abordados
nas secdes anteriores do presente trabalho, onde sdo discutidas as formas que estes fatores
modulam tanto o comportamento das particulas, quanto o comportamento do animal em relacao
a sua ecologia e biologia. E possivel notar que os estudos com foco nos cenarios realisticos tém
inicio recente e ainda s@o pouco representativos na area. No entanto, a tendéncia é que 0s
estudos ecotoxicoldgicos cada vez mais incluam os cenarios realisticos de exposicao aos MPs
e NPs nos desenhos experimentais, permitindo uma analise mais fidedigna dos efeitos destas
particulas plasticas sobre 0s ecossistemas.

Com relacdo aos estudos que investigaram o efeito da combinacdo de particulas
plasticas com outros compostos, foram identificados 3 trabalhos: um estudo com poluente
organico persistente (POP), um estudo de coexposicdo com tdéxicos de referéncia que
apresentam metais na sua composicao, e um estudo com o lixiviado de MPs.

Devido aos NPs, além de sua hidrofobicidade, apresentarem uma grande area de
superficie em relacdo ao volume das particulas, tais particulas apresentam um elevado potencial
de adesdo de outros compostos nas suas superficies (Koelmans et al., 2015; Corsi et al., 2020).
Entre esses, podemos destacar poluentes como metais pesados e POPs (Mato et al., 2001;
Holmes et al., 2012; Amelia et al., 2021). Além disso, os aditivos e monémeros dos plasticos
podem ser lixiviados dessas particulas, sendo tais substancias potencialmente danosas ao
ambiente (Fred-Ahmadu et al., 2020). Considerando o alto grau de interacdo das particulas
plasticas com a biota, 0s MPs e NPs podem se tornar vetores desses materiais, aumentando o
acumulo deste nos organismos (Mato et al., 2001; Shen et al., 2019). Os trés estudos aqui
apresentados mostraram que as particulas plasticas podem ser prejudiciais a biota tanto na sua
forma isolada, quanto em mistura com outras substancias potencialmente toxicas. Assim, é

preciso expandir os estudos de coexposi¢do de MPs e NPs, com outros contaminante/poluentes,
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de forma a ampliar o conhecimento sobre o potencial risco das particulas plastica atuarem como
vetores de compostos potencialmente toXicos.

Apenas dois estudos investigaram a transferéncia tréfica, ambos realizados com MPs.
Nos dois trabalhos, as particulas plasticas foram transferidas para o nivel tréfico seguinte da
cadeia alimentar. Em um dos estudos, também foi investigada a transferéncia tréfica de um
POP via MPs (Batel et al., 2016). Os autores demonstraram que o benzo(a)pireno foi
transferido das artémias expostas aos MPs, para os peixes, ratificando, assim, as implicacdes
do efeito das particulas plasticas como vetores de outros poluentes. E importante ressaltar,
como discutido anteriormente, que os MPs e NPs, além de serem ingeridos pelas artémias,
podem ficar aderidos na superficie das mesmas, contribuindo, ainda mais, para a ingestao das
particulas plasticas por constituintes de niveis superiores da cadeia trofica.

Assim, mesmo que algumas particulas plasticas nao apresentem toxicidade direta sobre
0s microcrustaceos, os MPs e NPs podem causar impactos deletérios para os demais
organismos através da sua transferéncia ao longo da cadeia trofica ou por combinagdo com
compostos toxicos presentes no ambiente. Esses estudos iniciais estimulam a realizaces de
novas pesquisas visando um melhor entendimento acerca dos efeitos de MPs e NPs em cenarios
realisticos de exposicao.

Tabela 4. Testes, endpoints e efeitos observados obtidos a partir de publicacdes sobre micro e
nanoplasticos utilizando o género Artemia.

Referéncia Teste Faixa de Endpoint Efeitos observados
concentragao
utilizada

Sem mortalidade nas duas NPs testadas (PS-
COOH e PS-NHy);
Efeitos sub-letais observados;
Ingestdo/acimulo das duas NPs no trato;

. . Mortalidade; PS-NH, aderidas na superficie externa das
. Toxicidade aguda; . A . S .
Bergami et . ~ Efeitos sub-letais: ingestéo, larvas, prejudicando a natag&o;
Ensaio de recuperacéo 5a 100 mg/L . . o - ~
al., 2016 (NPs) acumulo, adeséo a superficie Nas maiores concentracoes de PS-NH, foram
externa e ecdise; encontradas varias mudas no meio;
Eliminago das NPs acumuladas Nos ensaios de recuperacéo, as PS-COOH

ainda estavam presentes no trato, mas as PS-
NH; ndo foram observadas nem no trato nem na
parte externa.
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Batel et al.,
2016

Cole, 2016

Bergami et
al., 2017

Gambardella
etal., 2017

Kokalj et al.,
2018

Wang et al.,
2019a

Mishra et al.,
2019

Peixoto et al.,
2019

Varo6 et al.,
2019

05e25mg
(~1,2 X108
particulas/20.
000 nauplios)

Ingestdo das MPs;
Exposi¢do as MPs

poluente (BaP)
Exposi¢do as MFs 100

particulas/mL

Toxicidade aguda;

01a50 ao desenvolvimento;
Toxicidade cronica Ym /I: Mortalidade;
(NPs) 4 Acumulo;
Efeito no desenvolvimento
Mortalidade;
Acumulo;
Toxicidade aguda (MPs) O‘Orgll?_lo Atividade enzimatica: AChE,
9 PChE e CAT;
Comportamento natatorio
" . Imobilidade;
To>_(|(:|dade aguda,~ 100 mg/L Actumulo;
Ensaio de recuperacéo liminacio:
(MPs) ) Eliminagdo; )
Efeito no desenvolvimento
Mortalidade;
Toxicidade aguda; Niveis de ingestdo das MPs;
Toxicidade cronica; 0.1 210.000 Observacao de alteragdes

Anélise histolégica do
intestino
(MPs)

celulares no trato

gastrointestinal;

Efeitos sub-letais;
Efeitos no desenvolvimento

particulas/mL

Mortalidade;
Toxicidade aguda em Efeito no perfil bioquimico
adultos 0,5a200 (ensaio de proteina total,
(NPs) mg/L peroxidacéo lipidica, estresse
oxidativo)
Acumulo;
Toxicidade cronica 04al6 Mortalidade;
(MPs) mg/L Efeito no crescimento;
Taxa reprodutiva
Mortalidade;
Crescimento;
Comportamento alimentar;
. Biomarcadores de estresse e
Toxicidade aguda; neurotoxicidade (ChE, CbE,
Toxicidade cronica 0,1a10 mg/L

(NPs) CAT, GST, I.-|S'P.70, peroxidacéo
lipidica);

Expresséo de genes relacionados

ao desenvolvimento (cstb, clap,

tep, hsp70 e hsp26)

Transferéncia tréfica das MPs na
presenca ou auséncia do

Ingestdo/Aciimulo das MFs

Expressédo de genes relacionados

Ingestéo das MPs;
As MPs foram transferidas pela cadeia trofica
artificial para os peixes;
Quantidade significante de BaP (POP testado)
foi ingerida pelas artémias e transferidas para os
peixes

As MFs foram observadas no trato
gastrointestinal dos nauplios

Aumento na expressdo génica de clap e cstb,
genes relacionados ao desenvolvimento
(agudo);

PS-COOH néo afetou a mortalidade (cronico);
PS-NH, afetou a mortalidade de forma
concentracgdo dependente (CLs, 0,83 mg/l)
(crénico);

PS-COOH foram encontradas no trato
gastrointestinal e nas fezes (cronico);
PS-NH; afetou o crescimento (cronico)

MPs néo afetaram a mortalidade;
Ingestdo, eliminagéo e acimulo das MPs em
todas as concentragoes;

AChE, PChE e CAT foram afetados pelas MPs
Inibicdo da velocidade natatoria (24 h);
Aumento da velocidade natatéria (48 h);

MPs nédo causaram imobilidade;
AcUmulo das MPs no trato gastrointestinal;
Né&o foram encontradas MPs no trato ap6s o

ensaio de recuperagao;
Comprimento das larvas foi afetado pela
exposicdo as MPs

Ingestdo das MPs (24 h e 14 d);

A menor concentracéo ingerida foi 12
particulas/mL e 1,1 particula/mL (24 h e 14 d,
respectivamente);

Néo foram observados efeitos na sobrevida,
desenvolvimento e crescimento;
AlteragBes ultraestruturais em células epiteliais
no trato gastrointestinal

Os dois tamanhos de NPs utilizadas causaram
mortalidade (CLso = 4,82 mg/l; CLs, = 8,79
mg/l);

Deformidade morfoldgica;
Diminuicéo de proteina total e dos niveis de
glutationa e catalase;

Aumento de peroxidacéo lipidica

Ingestéo das MPs, eliminacéo nas fezes e
acumulo no trato gastrointestinal;

Crescimento e mortalidade nao foram afetados;
As MPs diminuiram a taxa reprodutiva (nimero

de descendentes) de forma concentracéo-
dependente

NPs causaram mortalidade e reducdo do
tamanho do corpo (agudo);

NPs causaram mortalidades, porém o tamanho

do corpo ndo foi afetado, mas alteragdes
morfol4gicas foram notadas (cronico);
Alimentacdo ndo foi afetada (cronica);

Modulagéo dos biomarcadores (48 h e 14 d);
Modulacéo dos genes de forma concentragdo-

dependente (48 h e 14 d)
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Wang et al.,
2019b

Sendraet al.,
2020

Trestrail et
al., 2020

Hanetal.,
2020

Eometal.,
2020

Suman et al.,
2020

Toxicidade aguda;
Toxicidade cronica;
Exposi¢do a diferentes
concentragdes, tempos de
exposigao e
disponibilidade de
alimento;
Anélise histologica do
intestino
(MPs)

Exposicdo as NPS;
Alimentacéo pos-
exposi¢ao;
Ensaio de depuragdo
(NPs)

Exposicdo as MPs;
Toxicidade do lixiviado
das MPs
(MPs)

Toxicidade cronica;
Exposicao a diferentes
temperaturas;
Anadlise histolégica do
intestino
(MPs)

Exposicao as MPs;
Ensaio de depuragéo;
Toxicidade aguda;
Toxicidade cronica;
Exposicao a diferentes
tamanhos das MPs;
(MPs)

Toxicidade aguda;
Exposicdo a diferentes
estagios de
desenvolvimento;
Toxicidade cronica;
Andlise histologica do
intestino;
Analise transcriptdmica
(MPs)

1,0a10*
particulas/mL

0,006 e 0,6
mg/L

1,0 mg/mL;
10a50
mg/mL

(lixiviado das
MPs)

0,2e2,0
mg/L

1,0a1.000
particulas/mL

1,0 2100
mg/L

Ingestdo das MPs: influéncia da
concentracgdo, do tempo de
exposicao e disponibilidade de
alimento;
Eliminagdo das MPs em
diferentes tempos;
Influéncia das MPs na ingestdo
de microalga;

Dano intestinal

Ingestdo de microalga e NPs;
Comportamento alimentar pds-
exposicdo as NPs;
Actmulo;
Eliminagao

Ingestdo dos dois tipos de MPs;
Mortalidade

Mortalidade;
Crescimento;
Influéncia da temperatura no
efeito das MPs;
Atividade enzimatica: ACP e
CAT;

Anélise de genes relacionados a
apoptose (ADRA1B e CREB3)
Dano intestinal

Influéncia do tamanho da
particula;

Ingest&o e eliminacdo das MPs
Biomarcadores de estresse
(familia hsp70, CAT, SOD);
Mortalidade;
Atividade de AChE;

Mortalidade;
Desenvolvimento;
Acumulo;
Influéncia do estagio de
desenvolvimento no efeito das
MPs;

Apoptose;

Estresse oxidativo;
Dano intestinal;
Genes diferencialmente
expressos ligados a processos
metabdlicos e fisiologicos

O aumento das concentracdes e do tempo de
exposi¢do aumentou a ingestéo das MPs;
A disponibilidade de alimento diminuiu a

ingestdo das MPs;

As MPs foram eliminadas rapidamente (3 h),
mas ainda podiam ser observadas no trato
digestivo e encontradas nas fezes até os maiores
tempos de analise;

Reduc&o da ingestéo de microalga na presenca
das MPs;

Alteragdes intestinais (24 h e 14 d)

Ingestdo das NPs;
A ingestdo de microalga ndo foi afetada pelas
NPs;

A ingestdo de NPs ocorreu de forma
concentragdo-dependente e foi menor na
presenca de microalga;

O comportamento alimentar p6s-exposicdo ndo
foi alterado;

As NPs acumularam em diferentes regifes do
corpo (mandibula, trato gastrointestinal e
apéndices);

Ap6s a depuragéo, ndo houve eliminacdo
completa das NPs

Os dois tipos de MPs foram encontrados no
trato gastrointestinal;
Os dois tipos de MPs tiveram o mesmo nivel de
toxicidade (CLso = 27,4 mg/mL, para MP
comum; CLso = 22,8 mg/mL para bioMP)

As MPs e a temperatura afetaram a taxa de
sobrevida;
As MPs e a temperatura diminuiram a taxa de
crescimento;
A temperatura influenciou no efeito deletério
causado pelas MPs;
A atividade de ACP aumentou na presenga das
MPs;
ADRAL1B e CREB3 foram modulados pelas
MPs;
Alteragdes intestinais foram encontradas;

Ingestdo das MPs de todos os tamanhos;
Eliminacao parcial das MPs;
Aumento da expressdo do mRNA de hsp70;
Aumento da atividade de CAT e SOD;
Reducéo da sobrevida de maneira concentragéo
e tamanho-dependente (30 dias);
Inibicéo da atividade de AChE

Toxicidade aguda: ndo foi observada
mortalidade, mas houve acimulo das MPs e
alteragdes no crescimento nos estagios instar | e
I1;

Toxicidade cronica: mortalidade de forma
concentracéo-dependente (CLso = 16,995 mg/l),
acumulo e alteragdes no desenvolvimento;
Foi observada apoptose (48 h e 14 dias) de
maneira concentragdo-dependente;
Alteracdo na atividade de ROS de maneira
concentracdo-dependente;
Alteragdes morfoldgicas no trato
gastrointestinal (agudo e cronico);
Alteracdo na expressdo de genes de vias
importantes, como da resposta imune, estresse
oxidativo e apoptose
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Exposi¢do as MPs/MFs;
Exposi¢do a diferentes
formatos de particulas e
disponibilidades de
alimento;

Ensaio de depuragéo
(MPs e MFs)

Bour et al.,
2020

Toxicidade aguda;
Anélise da
permeabilidade do
intestino
(MFs)

Kimetal.,
2021

Toxicidade aguda;
Exposicdo em diferentes
métodos de incubacéo;
Exposicao a diferentes
estagios de
desenvolvimento;
Ensaio de coexposicéo
com os toxicos de
referéncia K,Cr,07e
CuSO,

(NPs)

Machado et
al., 2021

Ingestéo e depuracéo sob
influéncia do formato da
particula e da alimentagéo;
Transferéncia tréfica

100 a 500
particulas/mL

75a1.000
mg/L

Mortalidade;
Ingestéo;
Dano intestinal

Imobilizacéo;
Acumulo;
Influéncia da agitacdo do meio
na toxicidade das NPs;
Influéncia do estagio de
desenvolvimento ao efeito das
NPs;

Efeito no desenvolvimento;

0,005a5,0
mg/L

Efeito da combinagéo de téxicos

de referéncia com as NPs na
toxicidade

Sem alimentag&o: houve baixa ingestdo de MF
e sua eliminagdo foi rapida, ja a MP houve
grande ingestdo e sua eliminagdo foi mais lenta;
Com alimentacéo: ndo houve ingestéo de MF,
houve pouca ingestédo de MP com sua
eliminagéo de forma rapida;

As MPs foram transferidas pela alimentacéo
para os peixes, mas foram rapidamente
eliminadas (depuracdo completa em 48 h)

Ingestéo das MPs;

PET e PP causaram mortalidade (PET > PP);
A MF natural ndo apresentou efeitos letais;
PET causou danos severos ao intestino;
Diminuicéo da largura do trato gastrointestinal
nas artémias expostas a todas as MFs;
Aumento da permeabilidade da camada
intestinal na regido da cabega;

PET foi mais danosa do que PP

Aumento na taxa de imobilidade das larvas (48
h);

O método de incubagdo (com ou sem agitacéo)
ndo influenciou a taxa de imobilizag&o;
Acumulo das NPs no trato gastrointestinal;
Adesdo na superficie externa da larva;
Método de incubagéo néo influenciou no
acimulo das NPs;

Instar 111 foi o estagio mais sensivel a
exposi¢ao;

NPs ndo influenciaram no
desenvolvimento/crescimento;
Coexposicdo K,Cr,07 + NPs: aumento na taxa
de imobilizagao das larvas (48 h);
Coexposicao CuSO, + NPs: diminuicdo da taxa
de imobilizacdo das larvas (48 h)

BaP (benzo[a]pireno); POP (poluente organico persistente); CLso (50% da concentracao letal);
AChE (acetilcolinesterase); PChE (propionilcolinesterase); CAT (catalase); ChE
(colinesterases); CbE (carboxilase); GST (glutationa S-transferase); HSP70 (proteina de
choque térmico); ACP (&cido fosfatase); SOD (superdxido dismutase); ROS (espécies reativas
de oxigénio); K2Cr.07 (dicromato de potassio); CuSOa (sulfato de cobre). N = 19 estudos.

CONCLUSOES, PRINCIPAIS LIMITACOES E FUTUROS DIRECIONAMENTOS

O presente trabalho realizou uma revisdo bibliografica critica e sistematica dos estudos
toxicoldgicos de MPs e NPs no género Artemia, apresentando 0s principais aspectos
metodoldgicos empregados e os efeitos toxicos observados. A partir destes dados, foi possivel
estabelecer as principais limitagdes e direcionamentos para futuras pesquisas.

A falta de padronizacdo dos protocolos experimentais, bem como a auséncia da
descrigdo dos procedimentos metodoldgicos, destaca-se como a principal limitacdo dos estudos

toxicoldgicos de particulas plasticas com Artemia. Apesar das tentativas de padronizacdo dos
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estudos toxicologicos com artémia ao longo dos anos, a partir do estabelecimento de protocolos
por diferentes 6rgdos ambientais e por artigos cientificos, o problema ainda é persistente na
area em questao; e se torna mais urgente tendo em vista as peculiaridades da natureza quimica
e do comportamento dos MPs e NPs em ambientes aquaticos.

A falta de padronizacao dificulta a comparacéo dos resultados obtidos pelos diferentes
estudos, e a construcdo de um conhecimento solido sobre a toxicidade de MPs e NPs em um
organismo modelo importante para o entendimento do efeito de particulas plasticas em
organismos zooplanctonicos. Os problemas encontrados vao desde diferencas nos
procedimentos referentes as preparacdes das suspensdes das particulas plasticas, até questes
ja bem discutidas na literatura, como as condi¢Ges de manutencdo da cultura e o estagio de
desenvolvimento para o inicio dos testes toxicolégicos.

Em parte, a auséncia da padronizacdo dos protocolos experimentais pode ser atribuida
ao fato de que os estudos toxicolégicos com MPs e NPs, em artémias, representam uma area
recente e ainda em expansdo. A publicacdo de um protocolo estabelecendo as diretrizes para
estudos com nanomateriais (ISO/TS 20787, 2017) pode mudar essa tendéncia, a partir da
adesdo de diferentes grupos de pesquisa ao referido protocolo. Cabe, também, a comunidade
cientifica, durante o processo de avaliacdo por pares dos estudos na &rea, exigir que 0s
procedimentos experimentais sejam discriminados de maneira bastante detalhada nas secGes
de metodologia dos artigos cientificos. Somente desta forma sera possivel, ao longo do tempo,
construir um conhecimento mais unificado sobre os efeitos desses polimeros nas artémias, e,
consequentemente, contribuir para o entendimento do impacto de MPs NPs sobre os
ecossistemas de forma mais precisa.

Um aspecto importante a destacar é a realizacdo de estudos sob cenarios realisticos de
exposicdo. Apesar dos relatos sobre os efeitos toxicos de MPs e NPs, e de que estes representam

um potencial risco para 0s ecossistemas, é preciso avancar mais, e poucos estudos tem realizado
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investigacdes com foco em um cenério realistico de exposicdo. Assim, o efeito real das
particulas plasticas, sobre os ecossistemas, ainda é dificil de ser mensurado. A realizacdo de
estudos com foco na complexidade encontrada no ambiente, tanto com relacao as condigdes de
exposicdo, quanto em relacdo ao fluxo dessas particulas através da teia trofica, podem revelar,
com mais precisao, o impacto de MPs e NPS sobre 0s ecossistemas.

O desenho de estudos ecotoxicoldgicos, com foco nas condigdes ambientalmente
relevantes de exposicdo, considerando a temperatura, a salinidade, e as caracteristicas,
concentracdes e interacdes dos plasticos no ambiente, incluindo as misturas com outros
poluentes, sdo cruciais para 0 avan¢o no conhecimento na area.

O fluxo dos plasticos pela teia alimentar tem sido a principal consequéncia ambiental
citada pelos estudos que reportam o acumulo das particulas plasticas nos organismos aquaticos.
Os estudos com artémia, sobre o fluxo de plasticos na cadeia trofica, precisam ser ampliados
para um melhor entendimento deste fenémeno para a biomagnificacdo e suas consequéncias
para 0s ecossistemas. A artémia tem se demonstrado um excelente modelo experimental, e
bastante adequado para responder as questdes inerentes ao fluxo de plasticos ao longo da cadeia
tréfica. Assim, espera-se que mais estudos abordem a transferéncia tréfica de particulas
plasticas nos préximos anos.

A falta de diversidade na composicao quimica dos plasticos estudados foi outra lacuna
observada pelo presente trabalho. Essa tem sido uma caracteristica dos estudos com esse
material, devido, principalmente, a facilidade de obtencéo das particulas de PS. Porém, alguns
poucos estudos, realizados com outros polimeros (Batel et al., 2016; Cole, 2016; Kokalj et al.,
2018; Peixoto et al., 2019; Trestrail et al., 2020; Bour et al., 2020; Kim et al., 2020), ja
evidenciam os danos que estes podem causar a biota. Assim, estudos futuros devem se esforcar
para investigar o efeito toxicologicos de MPs e NPs de diferentes naturezas quimicas,

incluindo, sobretudo, aqueles de alta prevaléncia no meio



91

Em suma, as particulas plasticas sdo consideradas, na atualidade, agentes estressores
relevantes para o zooplancton, podendo, assim, gerar consequéncias deletérias para 0s
ecossistemas. Devido a sua posicdo ecoldgica na base da cadeira alimentar, a facilidade de
utilizacdo em laboratorios, o amplo conhecimento sobre a sua biologia, e 0 vasto emprego em
estudos toxicologicos, as artémias sdo animais estratégicos para pesquisas ecotoxicologicas
sobre o efeitos de particulas plasticas com elevada prevaléncia no ambiente e interacdo com a
biota. A ampliacdo dos estudos, na area em questdo, é promissora e, pode, principalmente a
partir da normatizacdo dos protocolos, contribuir para um melhor entendimento do impacto
ambiental das particulas plastica e colaborar, assim, para politicas publicas de manuseio e

descarte de materiais plasticos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho realizou uma revisdo bibliografica critica e ordenada dos estudos
toxicoldgicos de MPs e NPs no género Artémia, apresentando os principais aspectos
metodoldgicos empregados e os efeitos toxicos observados. A partir destes dados, foi possivel
estabelecer as principais limitacdo e direcionamentos para futuras pesquisas. O aumento da
padronizacdo das metodologias e o estabelecimento de estudos com cenarios realisticos de
exposicdo sdo os dois principais aspectos que os cientistas devem dar énfase nas futuras
pesquisas sobre o tema. O presente estudo destaca, ainda, a importancia e contribuicdo do
género Artemia como organismo modelo nos estudos sobre o impacto de particulas plasticas

no zooplancton.



