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RESUMO

Os microplasticos (MPs) sdo hoje reconhecidos como componentes persistentes em todos os
ecossistemas, incluindo rios e lagos, principalmente em regides com gestdo insuficiente de
residuos e efluentes, como ocorre em grande parte do territdrio brasileiro. Nesse cenario,
compreender como diferentes organismos interagem com MPs ¢é essencial tanto para o
monitoramento ambiental quanto para a avaliagcdo dos riscos ecologicos. Entre os bioindicadores
utilizados, os bivalves se destacam pela facilidade de coleta, sensibilidade fisioldgica, hdbito
filtrador e capacidade de bioacumulagdo. A espécie Anodontites trapesialis, amplamente
distribuida em ecossistemas de agua doce sul-americanos, tem se mostrado um organismo
promissor para estudos com MPs devido a sua elevada taxa de filtragdo. Este trabalho integra
duas abordagens complementares, monitoramento ambiental e experimentacdo controlada, para
avaliar o uso de 4. trapesialis como bioindicador de MPs, com foco especial nas fibras, tipologia
predominante em ambientes dulcicolas. Em ambos os experimentos, os individuos foram
coletados no rio Pirajibu-mirim (Sorocaba, SP) em estacdes distintas no més de Abril e
Dezembro. Um dos experimentos analisou as egestas (fezes e pseudofezes) para avaliar a
contamina¢do advinda do ambiente, enquanto o segundo experimento envolveu um ensaio com
exposicdo aguda a fibras de poliéster pristinas. De forma geral, 4. trapesialis ja vem
contaminado do ambiente com uma diversidade de MPs e elimina a maior parte das particulas
nos primeiros dias de depuragdo, leva no minimo 15 dias para eliminar a contaminagdo advinda
do ambiente. Em relacdo ao experimento com exposi¢ao de fibras, o processo segue o padrao de
eliminagcdo da maioria das fibras nas primeiras 72h sem evidéncias de bioacumulacio apos 21
dias. Os resultados também indicaram que os individuos ingerem mais fibras de 0,9 mm que as
4,0 mm contudo o tamanho ndo influenciou no tempo total de eliminacdao. Além disso, fibras de
4,0 mm exibiram modificacdes apoOs a passagem pelo trato digestorio, sugerindo que estruturas
internas especialmente o estilete cristalino podem atuar mecanicamente na modificagdo das

fibras aumentando a disponibilidade de particulas menores no ambiente.

Palavras-chave: Bivalve; Mycetopodidae; Ingestao; Fibras; Poliéster; Depuragao



ABSTRACT

Microplastics (MPs) are now recognized as persistent components in all ecosystems, including
rivers and lakes, especially in regions with inadequate waste and effluent management, as is the
case in much of Brazil. In this scenario, understanding how different organisms interact with
MPs is essential for both environmental monitoring and ecological risk assessment. Among the
bioindicators used, bivalves stand out for their ease of collection, physiological sensitivity,
filtering habit, and bioaccumulation capacity. The species Anodontites trapesialis, widely
distributed in South American freshwater ecosystems, has proven to be a promising organism for
studies with MPs due to its high filtration rate. This study integrates two complementary
approaches, environmental monitoring and controlled experimentation, to evaluate the use of A.
trapesialis as a bioindicator of MPs, with a special focus on fibers, the predominant type in
freshwater environments. In both experiments, individuals were collected from the
Pirajibu-mirim River (Sorocaba, SP) at different stations in April and December.One of the
experiments analyzed the egestas (feces and pseudofeces) to assess contamination from the
environment, while the second experiment involved a test with acute exposure to pristine
polyester fibers. In general, A. trapesialis is already contaminated from the environment with a
diversity of PMs and eliminates most of the particles in the first days of purification, taking at
least 15 days to eliminate contamination from the environment. Regarding the fiber exposure
experiment, the process follows the pattern of elimination of most fibers in the first 72 hours
with no evidence of bioaccumulation after 21 days. The results also indicated that individuals
ingest more 0.9 mm fibers than 4.0 mm fibers; however, size did not influence the total
elimination time. In addition, 4.0 mm fibers exhibited changes after passing through the digestive
tract, suggesting that internal structures, especially the crystalline stiletto, may act mechanically

to modify the fibers, increasing the availability of smaller particles in the environment.

Key-words: Bivalve; Fibers; Polyester; Depuration; Ingestion; Mycetopodidae.
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PROLOGO

Este trabalho foi desenvolvido no grupo de pesquisa em poluicdo plastica (GPPP)
coordenado pelo Prof. Dr. Walter Ruggeri Waldman e insere-se nas linhas de pesquisa em
parceria com o Laboratorio de Estudos em Macroinvertebrados Bentonicos (LEMB), coordenado
pela Profa. Dra. Eliane Pintor de Arruda.

As perguntas que nortearam a elaboragdo deste projeto de pesquisa foram: 1) Anodontites
trapesialis ¢ um bioindicador eficiente de microplasticos em ambientes de d4gua doce ao longo de
diferentes estagdes do ano? 2) E possivel realizar o monitoramento com métodos néio invasivos?
3) A bioacumulagdo e o tempo de residéncia de fibras de poliéster em A. trapesialis podem
variar em fungdo do tamanho da fibra? 4) E possivel as fibras sofrerem modificagdes ao passar
pelo trato digestorio do animal?

Para responder a essas questdes, o presente documento esta estruturado em 3 Topicos
principais (Introdugdo geral, Artigo I e Artigo II), seguidos das consideracdes finais referentes
aos dois trabalhos desenvolvidos ao longo do mestrado.

O primeiro topico apresenta uma introducdo geral a problematica dos plasticos e
microplasticos e sobre o uso de bivalves para o monitoramento, além das caracteristicas
ecologicas e morfoldgicas da espécie selecionada para o experimento. O Artigo I, aborda os
microplasticos encontrados durante a depuracdo em laboratorio da espécie de bivalve A.
trapesialis, tendo como base a primeira e a segunda pergunta de pesquisa. O Artigo II, apresenta
o bioensaio de exposicdo aguda a fibras de poliéster em individuos da mesma espécie, com o
objetivo de avaliar o tempo de reten¢do, a bioacumulacdo e as possiveis modifica¢des das fibras,
respondendo as terceira e quarta perguntas propostas. Por fim, essa dissertagdo ¢ concluida com
as consideracdes finais dos dois artigos, uma sintese geral dos resultados e das contribuigdes

obtidas nos estudos realizados.



1 INTRODUCAO GERAL

A polui¢do por contaminantes emergentes, especialmente os plasticos, representa um dos
principais desafios ambientais da atualidade (Sodré et al., 2023; Koutnik et al., 2021). Esses
materiais sintéticos sdo amplamente utilizados devido a sua versatilidade e baixo custo
(Rodrigues et al., 2023). A producdo mundial segue em escala crescente, com mais de 430
milhdes de toneladas somente no ano de 2024 (Plastic Europe, 2025). Apesar da extensa
producgdo, menos de 10% dos residuos plésticos sdo efetivamente reciclados em seus paises de
origem (Sendra et al., 2021). A combinag¢do de fatores como consumo excessivo e gestdo
inadequada de residuos resulta na crescente introdugdo desses materiais nos ecossistemas
(Sendra et al., 2021; Sodré et al., 2023).

Nos ambientes naturais, os plasticos sdo submetidos a intempéries que promovem sua
fragmentacao, originando particulas menores: os microplasticos (MPs). Sao consideradas MPs
particulas poliméricas com tamanho igual ou inferior a 5 mm e sao classificados como
primarios ou secundarios (Rodrigues et al., 2023; Ding et al., 2022; Sendra et al., 2021; Moto et
al., 2024). Os MPs primarios sdo produzidos diretamente nesse tamanho por diversos setores
industriais, como cosméticos, téxteis e abrasivos plasticos (Sunny et al., 2025). Ja os MPs
secundarios resultam da fragmentacao de itens plasticos maiores submetidos a processos fisicos,
quimicos e biologicos no ambiente (Li et al., 2020). A ocorréncia de MPs ja foi registrada em
todos os tipos de ecossistemas (Koutnik ez al., 2021) e em uma ampla variedade de organismos,
causando efeitos que incluem bioacumulagdo, inflamagdo tecidual, estresse oxidativo e até
disrupg¢ao endocrina (Sunny et al., 2025).

Embora grande parte das pesquisas relacionadas a microplasticos em ambientes aquaticos
se concentre em ambientes marinhos e estuarinos (Sodré et al., 2023), a contaminagdo de
sistemas de dgua doce demanda atencdo especial, principalmente em paises como o Brasil, cuja
disponibilidade hidrica ¢ de grande relevancia ambiental, social € economica (Sodré et al., 2023).
As principais fontes de micropléasticos nesses ambientes incluem escoamento urbano e descargas
industriais (Koutnik et al., 2021). Com a auséncia de tratamento eficiente de efluentes, ocorre a
liberagdo de fibras sintéticas provenientes da lavagem de roupas e a de microesferas usadas em
certos produtos de higiene (Sodré et al., 2023). Uma vez introduzidas nos corpos d’agua, essas
particulas podem alterar as propriedades dos sedimentos (Carson ef al., 2011), afetar diversos

organismos (Multisanti et al., 2025), interferir na ciclagem de nutrientes (Zieritz et al. 2022),
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liberar aditivos (Boeing et al., 2024), interagir com poluentes organicos, modificando sua
biodisponibilidade e toxicidade (Rodrigues et al., 2023).

Nesse contexto, os bivalves s3o importantes bioindicadores para o monitoramento
ambiental, devido a sua ampla distribui¢ao, habito filtrador e comportamento sedentario (Ward et
al., 2019; Khanjani et al., 2023). Segundo Ringwood, (2021) esses animais sao capazes de filtrar
grandes volumes de 4agua, atuando como verdadeiras “peneiras bioldgicas” expostas
cronicamente a contaminantes presentes na coluna d’agua, incluindo microplésticos. Quando
ocorre a bioacumulagdo, os MPs podem ser transferidos ao longo da cadeia trofica e alcangar
outros organismos, inclusive humanos (Moreschi et al., 2020; Khanjani et al., 2023),
contribuindo para processos de biomagnificagcdo (Nikhil et al., 2026).

Diversas espécies de bivalves ja foram utilizadas em estudos que avaliam a contaminacao
por microplasticos, uma vez que particulas suspensas muitas vezes apresentam tamanho e
morfologia semelhantes as de seus alimentos naturais, tornando-os especialmente vulneraveis a
ingestdo (Ding et al., 2022). A exposi¢do aos MPs pode desencadear efeitos fisiologicos
significativos, como inflamag¢do em branquias e tecidos digestorios, reducdo da taxa de filtracao
(Cole et al., 2020; Sendra et al., 2021) e impactos negativos na reproducao (Moreschi et al.,
2020).

Pesquisas anteriores demonstram que o bivalve de 4gua doce Anodontites trapesialis
(Lamarck, 1819), pertencente a familia Mycetopodidae, atua como um importante organismo
para o monitoramento da polui¢ao, devido a sua elevada capacidade de filtragao (Callil et al.,
2003) e a eficiéncia como bioindicador de contaminantes, incluindo pesticidas (Lopes et al.,
1991), metais potencialmente toxicos (Oliveira et al., 2018) e microplasticos (Moreschi et al.,
2020; Staichak et al., 2021).

Anodontites trapesialis apresenta ampla distribui¢do no territorio brasileiro, ocorrendo
principalmente em bacias hidrograficas proximas a centros urbanos e em sistemas de piscicultura
(Staichak et al., 2021), o que a torna uma espécie de facil coleta. Devido ao seu grande porte e a
elevada capacidade de filtracdo, a espécie constitui um modelo relevante para a investigagdo do
papel dos bivalves na degradacao de microplasticos em ecossistemas limnicos. Individuos podem
ultrapassar 200 mm de comprimento (Simone, 1994); contudo, Callil (2003), ao estudar
populagdes do Pantanal, observou comprimento médio de concha de 93,45 mm. As branquias do

tipo eulamelibranquia ocupam a maior parte da cavidade palial (Hebling, 1976) e permitem taxas
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de filtracdo entre 700 e 1000 mL h™ (Loaysa-Muro & Elias-Letts, 2007). Dessa forma, em
ambientes onde A4. trapesialis ocorre em altas densidades, assim como outros unionideos de
grande porte, esses organismos podem modificar substancialmente a dindmica dos ecossistemas
aquaticos, por meio da remog¢do de material particulado da coluna d’4dgua e da deposi¢ao desse
material associado ao muco na forma de fezes e pseudofezes (Cohen et al., 1984).

Devido a escassez de estudos em ambientes de agua doce e a falta de compreensdo de
algumas dinamicas de ingestdo de microplasticos por bivalves, a presente dissertagdo traz dados
que enfatizam o potencial de 4. trapesialis como bioindicador de MPs, mas também dados
inéditos que demonstram sua capacidade de alterar e fragmentar fibras de poliéster. Esses
resultados, além de compor a ainda incipiente literatura sobre o assunto, trazem algumas
respostas e levantam mais questionamentos que podem fomentar estudos futuros com espécies de

agua doce, especialmente bivalves.
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2 ARTIGO 1
Uso de Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819) como bioindicador de microplasticos em
agua doce: uma abordagem nio letal baseada na analise de egestas

Maria F. Rosa da Silva, Elisabete Tsukada, Eliane P. de Arruda, Walter R. Waldman

RESUMO

A contaminag¢do por microplasticos (MPs) em ambientes de 4gua doce ¢ um problema crescente,
resultante da ma gestdo de residuos, do escoamento urbano e de efluentes domésticos e
industriais. Em paises como o Brasil, onde a disponibilidade hidrica ¢ fundamental para a
sustentabilidade ambiental, social e econdmica, o0 monitoramento continuo desses contaminantes
torna-se particularmente relevante. Os bivalves sdo amplamente utilizados em estudos com
contaminantes emergentes devido a sua alimentacao por filtracdo e a suscetibilidade a ingestao
de microparticulas. Neste estudo, avaliou-se o bivalve Anodontites trapesialis como bioindicador
de MPs por meio de uma abordagem ndo invasiva baseada na andlise de egestas (fezes e
pseudofezes). Os 20 individuos foram coletados no Rio Pirajibu-mirim (Sorocaba, SP) durante
duas estagdes, chuvosa e seca e foram submetidos a depuracdo em laboratorio. A depuragao
completa ocorreu em 15 dias, com pico de eliminagdo nas primeiras 72 horas. Fibras e
fragmentos foram os tipos de MPs predominantes encontrados, o tamanho médio das particulas
foi inferior a 2,5 mm, o que sugere possivel selecdo de tamanho pelo individuo. A depuragdo da
estacdo seca apresentou maior quantidade de fibras nas egestas e a depuracao da estagdo chuvosa
apresentou mais sedimentos, dificultando a analise visual nos primeiros dias. Conclui-se que A.
trapesialis ¢ um bioindicador eficiente para MPs em &4gua doce, eliminando nas egestas o

material proveniente do ambiente em no minimo 15 dias.

Palavras-Chave: Bivalves; Mycetopodidae; Mollusca; Biomonitoramento; Sazonalidade;

Depuragao
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2.1 INTRODUCAO

A contaminacao por microplésticos (MPs) em ambientes de d4gua doce tem se mostrado
um problema crescente (Koutnik et al., 2021), sendo registrados em diversos ecossistemas de
dgua doce ao redor do mundo, com concentragdes particularmente elevadas em regides
urbanizadas (Li ef al., 2020). As principais fontes de MPs em ambientes dulcicolas incluem o
escoamento urbano, descargas industriais € o descarte inadequado de residuos (Sodré et al.,
2023).

Entre os tipos mais comuns de MPs encontrados nesses ambientes destacam-se fibras
seguido de fragmentos (Li et al., 2020), cada qual refletindo uma origem distinta: fibras estdo
amplamente associadas as lavagens de roupas e efluentes téxteis (Sodré ef al., 2023), fragmentos
resultam da degradacao secundaria de plasticos maiores (Rossatto et al., 2023), esferas também
sdo encontradas e derivam de cosméticos e produtos de higiene (Rossatto et al., 2023; Sodré et
al., 2023). Uma vez no ambiente, esses materiais podem ser ingeridos por organismos aquaticos,
induzir efeitos fisiologicos, acumular-se nos tecidos e ser transferidos ao longo da cadeia trofica
(Moreschi et al., 2020; Khanjani et al., 2023), representando risco potencial também para seres
humanos (Khanjani et al., 2023).

Os sistemas de 4gua doce atuam como rotas de transporte de MPs para os ambientes
costeiros e marinhos (Li et al., 2020), refor¢ando a necessidade de monitoramento continuo
nesses locais. A avaliagdo sistematica da presenga, abundancia e caracteristicas dessas particulas
fornece subsidios para identificar fontes de poluicdo, avaliar a eficiéncia de politicas de gestdo e
orientar acdes de mitigacdo (Munien et al., 2024; Sodré et al., 2023). Além disso, fatores
ambientais sazonais como variagdes na precipitagdo podem influenciar diretamente a distribui¢ao
e ingestdo de MPs (Wu et al., 2022), destacando a relevancia de amostragens em diferentes
periodos do ano.

Nesse contexto, bivalves sdo organismos muito utilizados como bioindicadores em
estudos com MPs devido a sua importancia econdmica, a alimentagao por filtracao, estilo de vida
sedentario, viaveis de manter em laboratérios e capacidade de acumular contaminantes presentes
na agua e no sedimento ao longo do tempo (Ding et al., 2022; Khanjani et al., 2023). A
eficiéncia de captura, ingestdo e reten¢do de particulas varia entre espécies, influenciada pela

arquitetura das branquias e pelas caracteristicas do material suspenso (Ward et al., 2019; Ward &
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Shumway, 2004).

A espécie A. trapesialis, encontrada comumente em rios e lagos brasileiros, ¢ de facil
coleta (Staichak et al., 2021; Hebling, 1976), devido ao habito sedentario e associado ao bento.
(Candido & Romero, 2007). A circulacao de dgua na cavidade palial € necessaria para respiragao
e alimentacdo. O fluxo de 4gua entra pela abertura inalante, que realiza uma selecdo inicial para
alimentacdo (Figura 01.1), entdo banha a cavidade palial incluindo as demibranquias, estruturas
ciliadas responsaveis tanto pelas trocas gasosas quanto pela triagem de particulas de alimento
(Figura 01.2), a ultima etapa de sele¢do pré-ingestdo ocorre nos palpos labiais (Figura 01.3)

(Hebling, 1976; Ward & Shumway, 2004).

Saida de agua

Boca

[ 4
7 °® Fezes

Palpo
Labial

Branquia
Esquerda

e

Pé

Entrada de agua

4 o
® ¥ Pseudofezes

Figura 01: Esquema didatico da anatomia interna de Anodontites trapesialis em vista lateral esquerda. Destaque
para os mecanismos de filtragem e processamento de alimentos. As setas azuis claras indicam o percurso de entrada
da agua no interior do individuo e pretas a saida pela abertura exalante. A selecdo das particulas de alimento seguem
o trajeto (1) abertura inalante o primeiro processo de selegdo; (2) demibranquias formam pseudofezes englobando
rejeitos em muco; (3) palpos labiais ultima etapa de selegdo antes do trato digestivo que também forma pseudofezes.

Ilustragdo autoria de Elisabete Tsukada.

As particulas que ndo foram rejeitadas sdo encaminhadas ao trato digestério, enquanto
aquelas rejeitadas pelas branquias e palpo labial sdo envolvidas em muco e eliminadas como

pseudofezes antes de atingirem o sistema digestério (Ward & Shumway, 2004). As pseudofezes
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podem ser incorporadas rapidamente ao sedimento de rios e lagos e essa adi¢cdo pode culminar na
alteracdo de ambientes bentonicos (Moreschi et al., 2020). Anodontites trapesialis apresenta alto
valor como modelo em ensaios de exposi¢do a microplasticos (Staichak et al., 2021; Moreschi et
al., 2020); contudo, at¢ o momento, ndo foram encontrados estudos avaliando essa contaminagao
em populagdes in situ.

O presente trabalho tem como objetivo (1) Avaliar o desempenho do bivalve A.
trapesialis como bioindicador de contaminagdo por microplésticos, utilizando uma abordagem
ndo letal baseada na andlise de fezes e pseudofezes; (2) Estabelecer o periodo e padrdes de
depuracao da espécie para contaminacdo microplastica; (3) Quantificar e caracterizar
visualmente os microplasticos presentes nas fezes e nas pseudofezes de 4. trapesialis coletados
nas estacdes de chuvosa e seca. Partindo dos objetivos propostos, foram formuladas as seguintes
hipoteses (1) Anodontites trapesialis sao capazes de eliminar microplasticos provenientes do
ambiente que sdo detectdveis em fezes e pseudofezes, nao necessitando realizar técnicas
invasivas; (2) A abundancia de microplasticos nas fezes e pseudofezes ¢ significativamente

maior na estagdo chuvosa devido ao aumento do aporte por escoamento superficial

2.2 METODOS
2.2.1 COLETA E MANUTENCAO DE A. TRAPESIALIS EM LABORATORIO

Bivalves da espécie A. trapesialis foram coletados manualmente (Autorizacdo SisBio,
Apéndice A) no Rio Pirajibu-mirim, Latitude 23°29°23.02”’S, Longitude 47°23°05.89”0,
elevagao 590 m, na cidade de Sorocaba, Sao Paulo, Brasil, onde se encontravam enterrados no
sedimento. Seis individuos foram coletados durante a estagao chuvosa, em novembro de 2024, ¢
quatorze durante a estagdo seca, em margo de 2025 totalizando n= 20 individuos.

Os individuos foram transportados em galdes de dgua para o Laboratorio de Estudos em
Macroinvertebrados Bentonicos (LEMB - UFSCar campus Sorocaba) foram pesados, medidos e
distribuidos em aquarios individuais. Para o controle de possiveis contamina¢des de MPs no
ambiente de trabalho, dois aqudrios contendo apenas dgua, nas mesmas condigdes experimentais
dos individuos, foram mantidos proximos durante todo o periodo do experimento. Assim, o
experimento foi composto por dois grupos: individuos coletados na estagdo chuvosa (n= 6),

individuos coletados na estacdo seca (n = 14), aquarios-controle contendo apenas dgua (n= 2).
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Foram utilizados recipientes de vidro com 3 L de 4gua, mantidos sob aeragdo constante.
A d4gua utilizada foi proveniente do sistema de abastecimento da propria universidade e
permaneceu armazenada em galdes para decloragdo prévia. Antes de cada troca de agua, foi
realizado um teste para deteccdo de cloro residual (Labcon® Cloro Test), que indicou
concentracao de 0,0 mg L™ ao longo de ambos os experimentos.

Os espécimes foram alimentados diariamente, durante os 15 dias de experimento com 1
mL de Nannochloropsis sp. da AquaSmart® (~80.000—100.000 células/mL) (Moreschi et al.,
2020) e os niveis de amonia, temperatura e pH dos aquarios com individuos teste e controle
foram mensurados diariamente. A amoénia foi determinada com o kit Labcon Test® Amonia

Téxica — Agua Doce, ¢ o pH e a temperatura foram aferidos com um pHmetro (Kasvi).

2.2.2 PROCESSAMENTO E ANALISE DA DEPURACAO DE FEZES E PSEUDOFEZES

Durante 15 dias de depuracao dos individuos, as fezes e pseudofezes foram separadas a
cada 48h, durante as trocas totais de dgua utilizando uma peneira com malha de 50 um (Figura
02, item 01). O material foi separado e identificado em frascos de vidro, submetido a digestao
com peroxido de hidrogénio H:0: [35%], em estufa a 50 °C por 48 h (Ding et al., 2022) (Figura
02, item 02). O tempo e o tipo de digestdo foram definidos a partir de um experimento piloto
(Material suplementar, Anexo A).

O material proveniente da digestdo foi filtrado em membranas com poros de 5,0 pm,
compostas por mistura de ésteres de celulose (JVLAB), em capela de fluxo laminar
(AmbiKontrol — TOPFLOW 1000) em uma sala de ambiente controlado, do Laboratorio de
Pesquisa em Poluicao Pléstica (GPPP - Ufscar campus Sorocaba) (Figura 02.3) (Sebastido et al.,
2025).

Posteriormente a filtragdo, as membranas foram analisadas sob estereomicroscopio
(LEICA S8 APO) alocado no Laboratorio de Macroinvertebrados Bentonicos (LEMB). A analise
das membranas foi realizada em forma de varredura por quadrante, considerando particulas a
partir de 10 um. As particulas classificadas visualmente como MPs foram fotografadas e
medidas utilizando o software Leica Application Suite (LAS) e classificadas em planilha digital
por cor, tamanho e formato (esfera, fibra, fragmento e aglomerado de fibras), utilizando guia de
referéncia para a classificagdo visual descrito por Markley e colaboradores (2024) (Figura 02.4 e

02.5).
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Figura 02: Fluxograma esquematico das etapas do processamento das amostras, gerado por inteligéncia artificial
(Google Gemini), a partir de registros fotograficos do procedimento experimental real. As etapas incluem: (1) Coleta
das fezes e pseudofezes com uso de peneira; (2) digestdo das amostras H:0: [35%] em estufa a 50 °C; (3) filtragdo
em capela de fluxo laminar; (4) analise de membranas em estereomicroscopio; (5) processamento ¢ analise de

dados.

2.2.3 CONTAMINACAO E CONTROLE DE QUALIDADE

Como controle de contaminagdo, foram utilizados aquarios contendo apenas agua,
conforme descrito anteriormente. Os controles também foram peneirados para recuperagao da
contaminagao e posteriormente digeridos sob as mesmas condigdes.

O processamento das amostras foi realizado em capela de fluxo laminar, que permaneceu
ligada durante todo o processo de filtragdo e durante essa etapa utilizou-se jaleco de algodao para
evitar contaminagdo. Além disso, uma membrana umedecida foi colocada dentro da capela para
avaliar a deposicao de particulas potencialmente plasticas presentes no ar.

Todos os reagentes e a dgua Milli-Q utilizados para limpeza e higienizagdo das vidrarias,
antes e durante o processamento, foram previamente filtrados trés vezes em membranas com
poros de 0,25 um, de modo a minimizar a contaminagdo. A contaminacao de microplasticos
encontrada nos controles foi posteriormente descontada das amostras de egestas, considerando os

respectivos dias de exposicdo, levando-se em conta o formato e a cor do MPs para aplicar as



18

correcdes correspondentes a cada individuo. O protocolo seguido para mensurar a contaminagao

por MPs no ambiente de trabalho foi adaptado de Aminah & Ikejima (2023)

2.2.4 TRATAMENTO DOS DADOS E ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software OriginPro 2021. Para a
comparacgdo estatistica entre os dias de depuracdo e identificacdo de padrdes na eliminagdo das
particulas, foi aplicado o teste de Shapiro—Wilk para verificar a normalidade dos dados. Como os
resultados indicaram rejeicdo da normalidade para os dados de ambas as estacdes do ano,
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn para identificar as
diferengas paritarias entre os grupos.

Para a comparacdo do total de microplésticos entre as duas coletas (periodos distintos do
ano: chuva e seca), os dados foram novamente avaliados quanto a normalidade ( Shapiro—Wilk).
Considerando a distribuicdo normal e os tamanhos amostrais desiguais entre os grupos,
utilizou-se o teste ¢ para amostras independentes com correcdo de Welch. Todos os graficos e

analises estatisticas foram realizados adotando-se nivel de significancia de (p < 0,05).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 PARAMETROS EXPERIMENTAIS DE MANUTENCAO E CUIDADOS

Durante o experimento, a concentracdo total de amonia variou entre 0,028 e 0,298 mg/L,
(figura 03) atingindo o valor minimo nos dois ultimos dias, considerados ndo toxicos segundo o
manual do teste. A temperatura variou entre 20 °C a 23 °C. O pH dos aquarios com individuos
variou entre 8,0 e 8,3, enquanto nos controles apenas com 4gua variou entre 8,2 e 8,5. Os valores
de pH e temperatura nesse experimento sdo considerados ideais para essa espécie manter sua
capacidade total de filtracdo, segundo Loayza-Muro & Elias- Letts, (2007) os niveis de pH e

temperatura afetam diretamente no valor da concentracao total de amonia.
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Figura 03: Variagdo de amonia (mg/L) total nos aquarios individuais em fungdo do tempo (1 a 15 dias). Em (A) é

apresentado os dados da estagdo chuvosa, e em (B) ¢ apresentado os dados da estacdo de seca.

2.3.2 ANALISE GERAL DA DEPURACAO DAS PARTICULAS NA EGESTA

Durante o periodo de depuragdo de 15 dias em laboratério, houve um pico de eliminagao
de particulas e sedimentos nas primeiras 72 h em amostras coletadas nas duas estagdes do ano.
Esse pico de eliminacdo corrobora com outro estudo com MPs em A. trapesialis (Moreschi et
al., 2020) e outras espécies de bivalves como Magallana gigas (Graham et al., 2019) e Mytillus
edulis (Zhao et al., 2018). A rapida eliminacdo de MPs pode estar relacionada a capacidade dos
bivalves de selecionar os alimentos por tamanho e densidade e descartar os rejeitos como
pseudofezes sem que essas particulas tenham contato com o sistema digestorio completo (Ward
et al., 2004).

Ao longo do experimento, observou-se uma redu¢do gradual do material nas membranas,
até o décimo quinto dia, incluindo sedimentos, potenciais MPs e acaros (Material Suplementar,
Anexo A). As amostras referentes a estacdo chuvosa exibiram maior quantidade de sedimentos
no primeiro dia de processamento do material em comparagdo as da estacdo seca (Figura 04), o
que comprometeu significativamente a visualizag¢do e a analise das membranas. A fim de reduzir
a dificuldade decorrente do excesso de sedimentos, sugere-se adicionar uma etapa de separacao
por densidade posterior a digestao para que os MPs sejam melhor visualizados, como realizado

por Zhao et al. (2018) com M. edulis.
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Figura 04: Aspecto visual das membranas, contendo microplasticos e demais particulas como sedimentos, nos
primeiros dias de experimento sob estereomicroscopio em escala 0,5 mm. A imagem (A) ilustra a membrana inicial

da estagdo chuvosa; (B) representa uma das primeiras membranas analisadas da estagdo de seca.

Quanto as particulas identificadas como MPs, um total de 115 particulas foram
encontradas durante a estacdo chuvosa: 56 fibras, 47 fragmentos, 8 esferas e 4 aglomerados de
fibras. Na estac@o seca um total de 347 particulas foram encontradas: 214 fibras, 124 fragmentos,
5 esferas e 4 aglomerados de fibras. Em ambas as estagdes, as fibras foram encontradas em todos
os dias de medida, seguidas pelos fragmentos, observados em mais de 90% dos dias. Estes
resultados corroboram com dados publicados que apontam as fibras como o principal tipo de
microplastico encontrado em ambientes de dgua doce, seguido de fragmentos (Li et al., 2020).
Na Figura 05, Material suplementar A, esses dados sdo apresentados como média do nimero de
microplasticos por individuo, padronizada pelo niimero amostral de cada estacdo e o desvio

padrio.
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Figura 05: Distribuicdo da quantidade (#) de microplésticos (eixo Y) e das morfologias identificadas (esferas,
fibras, fragmentos e aglomerados de fibras) em funggo do tempo de 3 a 15 dias (eixo x), padronizada pelo niimero de
individuos de cada estagdo representada pela média os desvios padrdes encontram-se no material suplementar.

Representa os dados da estagdo chuvosa n=06; (B) representa os dados da estag@o de seca n=14.

Ao comparar o total de microplasticos (MPs) entre as estagcdes, ndo foi observada
diferenga estatisticamente significativa, porém diferentes formatos de MPs possuem diferentes
dinamicas de transporte, portanto a verificagdo da ocorréncia em fun¢ao do formato pode revelar
diferencas estatisticamente significativas e ambientalmente relevantes.

A andlise por tipo de microplastico foi observada maior quantidade de fibras por
individuo na estagdo seca em relagdo a chuvosa, com diferenga significativa (teste # de Welch, p
= 0,010) (Figura 06). Esse padrdao pode estar associado a hidrodindmica do lago, um ambiente
predominantemente léntico, no qual a menor energia hidrodindmica durante o periodo seco
favorece a deposicdo de microplasticos, especialmente fibras (Tsukada et al., 2021; Wilson et al.,
2021). Como A. trapesialis habita o sedimento, e possui habito filtrador (Candido & Romero,
2007) a redugdo do fluxo de agua pode aumentar a biodisponibilidade dessas particulas aos

individuos, aumentando consequentemente sua ingestao.
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Figura 06: Distribuicdo da frequéncia relativa de microplésticos (MP) por individuo (eixo Y) em diferentes dias da
depuracdo durante as temporadas chuvosa e seca (eixo X). (A) Frequéncia relativa de fibras, apresentando escala

expandida com quebra de eixo para destacar valores extremos. (B) Frequéncia relativa de fragmentos.

De forma complementar aos resultados quantitativos obtidos relativo aos tipos de MPs, as
Figuras 07 e 08 ilustram alguns dos microplasticos identificados nas amostras, organizados de
acordo com a tipologia observada (esferas, fibras, fragmentos e aglomerados de fibras). As
imagens exemplificam a diversidade morfologica das particulas detectadas nas membranas, para

ambas as estacoes.
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Aglomerado de Fibras

Fragmento Fibra

Figura 07: Imagens dos tipos de microplasticos observados nas membranas durante a estagdo seca, acompanhados

Esfera

3,350 mm

de suas respectivas dimensdes, medidos e fotografados sob estereomicroscopio. As fotografias estdo fora da escala

real padronizada, a fim de facilitar a visualizagdo das particulas.

Esfera Fragmento Aglomerado de Fibras

Figura 08: Imagnes dos tipos de microplasticos observados nas membranas durante a estagdo chuvosa,

acompanhados de suas respectivas dimensdes, medidos e fotografados sob estereomicroscopio. As fotografias estdo

fora da escala real padronizada, a fim de facilitar a visualizagdo das particulas.
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2.3.3 TAMANHOS DOS MICROPLASTICOS ENCONTRADOS NA EGESTA

Com o objetivo de avaliar os padrdes de eliminagdo das particulas durante o periodo de
depuragdo, foi investigado se o tamanho dos microplasticos influencia o tempo de eliminagao,
assumindo que dependendo do tamanho do MP, ele poderia permanecer por mais tempo no trato
digestorio. Para isso, foram aplicados testes estatisticos. A variagao do tamanho dos MPs ao
longo do periodo de depuragdo (3 a 15 dias) apresentou diferengas estatisticas entre os dias de
amostragem, conforme indicado pelo teste de Kruskal-Wallis, post hoc de Dunn (p < 0,05)
considerando todos os formatos de MPs encontrados nao foi possivel visualizar um padrao
temporal continuo de redugdo ou aumento de tamanho das particulas em fun¢ao da depuragdo ao

longo dos dias (Figura 09).
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Figura 09: Variagdo de tamanho em mm (eixo Y) de todos os microplasticos encontradas (esfera, fragmento, fibra e
aglomerado de fibras) em fung¢ao do tempo de 3 a 15 dias (eixo X). (A) dados da estagdo chuvosa; (B) os dados da
estacdo de seca. As letras a,b,c sobre as caixas do boxplot indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
dias de amostragem, de acordo com o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn (p <

0,05).

De modo geral, as particulas eliminadas durante os 15 dias de depuragdo apresentaram
tamanhos médios inferiores a 2,5 mm para ambas as estacdes. Essa faixa pode indicar um
processo de selecao de particulas por tamanho pelos individuos, uma vez que os bivalves
possuem estruturas como as branquias e palpos labiais capazes de selecionar o alimento por
tamanho e densidade (Ward et al., 2019).

Considerando que diferentes tipos de particulas podem apresentar comportamentos
distintos, dentro de um organismo, variando em funcao do seu formato as anélises subsequentes

foram conduzidas separadamente para os grupos mais frequentes, fibras e fragmentos a fim de
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visualizar o padrao temporal na eliminacao de microplasticos que apresentam formas distintas

(Figura 10).
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Figura 10: Variagdo de tamanho em mm (eixo Y) de particulas mais encontradas nas amostras (fragmento ¢ fibra)

em fungdo do tempo de 3 a 15 dias (eixo X). (A) apresenta os dados da fibra na estagdo chuvosa; (B) os dados de

fragmentos na estag@o chuvosa; (C) apresenta dados de fibras na estacdo de seca; (D) fragmentos na estagdo de seca.

As letras a,b,c sobre as caixas indicam diferengas estatisticamente significativas entre os dias de amostragem, de

acordo com o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn (p < 0,05).

As fibras exibiram maior amplitude e variabilidade de tamanho em comparacdo aos

fragmentos, com diferengas estatisticamente significativas apenas para estacdo de seca. Em

contraste, os fragmentos mantiveram tamanhos relativamente homogéneos ao longo do tempo, e

apresentou diiferengas estatisticamente significativas apenas no periodo da seca. Esse padrao

sugere que a eliminagdo de microplasticos por A. trapesialis nao ocorre em fun¢ao do tamanho,

ou morfologia das particulas.
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2.3.4 VARIEDADE DE CORES NOS MICROPLASTICOS
A andlise visual dos microplasticos permitiu identificar oito cores distintas nas amostras

das duas temporadas (Figura 11), refletindo a diversidade de fontes e tipos de polimeros

presentes naquele ambiente.
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Figura 11: Distribuicdo de microplasticos das amostras sendo classificados por morfologia e coloragdo. As colunas
(eixo X) representam quantidade de esferas, fibras, fragmentos e aglomerados, encontrados com a estratificagao das
cores identificadas em cada categoria e o eixo Y a quantidade de MP. (A) Apresenta as cores predominantes na
estacdo chuvosa; (B) demonstra as cores das particulas na de seca. O grafico apresenta variagao de escala devido a

diferenca de MPs encontrados em cada estacdo por conta da variacdo do n amostral.

As cores predominantes observadas nas fibras, preto, cinza e azul em ambas as estacoes,
correspondem a tonalidades comumente associadas a fibras téxteis derivadas de roupas,
especialmente tecidos do tipo jeans (Ullah et al. 2025). Entre os fragmentos, as cores
predominantes foram pretas, azuis e brancas, o que também sugere origem antropogénica
relacionada a produtos domésticos e materiais plasticos degradados (Acarer Arat, 2025). As
particulas pretas sao muito semelhantes a borracha, um tipo de microplastico comumente
encontrado em ambientes urbanos (Sodré et al., 2023).

No caso desta espécie de bivalve, os individuos ndo apresentam estruturas visuais
capazes de formar imagens (Audino et al., 2015) portanto, ¢ improvavel que a selecdo das

particulas durante a alimentagdo esteja relacionada a cor. Esse padrdo parece estar mais
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associado a proximidade de fontes poluidoras e ao uso da terra nos arredores do local de coleta (

Jang et al., 2020).

2.3.5 ANALISE DE CONTAMINACAO E CONTROLE DE QUALIDADE

Com relagdo a contaminagdo proveniente do ar e da agua durante o experimento, as
particulas detectadas nos controles foram analisadas e posteriormente descontadas das amostras
experimentais. No total, foram subtraidas 216 particulas da temporada de seca e 57 particulas na
temporada chuvosa, considerando-se a cor, o formato das particulas e o dia de exposi¢cdo. A

caracterizacao da contaminagdo ¢ apresentada na Figura 12.
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Figura 12: Caracterizacdo dos microplasticos identificados no grupo controle durante as estagdes. (A-B)
Distribui¢do do tamanho em mm (eixo Y) das particulas ao longo do tempo em dias (eixo X). (A) Dados do controle
da estacdo chuvosa (B) controle da estagdo de seca. Letras a,b indicam diferenca estatistica significativa entre os
dias (Kruskal-Wallis seguido de Dunn, p < 0,05). Os graficos (C-D) apresentam o percentual de cores para as

categorias de fibras e fragmentos nos periodos chuvoso (C) e de Seca (D).
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A contaminagdo por deposicao atmosférica foi uma realidade constante em ambos o0s
periodos; ela ndo decaiu como nas amostras e também foi encontrado apenas duas tipologias
(fibras e fragmentos). A contaminagdo, especialmente de fibras sintéticas ¢ comum e podem se
originar de deposicao atmosférica e de procedimentos laboratoriais (Dris et al., 2016). A média
de tamanho e as principais cores dos MPs encontrados no controle, foi semelhante a registrada
nas amostras. Diante disso, a subtracdo da contamina¢ao dos dados das amostras foi necessaria,
esse procedimento ¢ amplamente recomendado em estudos com microplasticos para evitar
superestimar os resultados (Hermsen et al., 2018).

No entanto, nos controles foi encontrada uma quantidade superior de fibras transparentes
do que nas amostras. E possivel que essas fibras transparentes representem contaminagdes
provenientes dos jalecos utilizados pelos pesquisadores durante a manipulacdo das amostras ou,

ainda, do sistema de filtracao da agua utilizada para manutencao dos organismos.

2.4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que A. trapesialis pode ser considerada uma espécie
bioindicadora. Os individuos dessa espécie ja& vem contaminados do ambiente e capturam uma
quantidade consideravél de MPs do ambiente nas duas estacdes de coleta, além disso os
individuos eliminam essa contaminagdo através da depuragdo das egestas o que nos permite a
analise da contaminacao sem a necessidade de eutanasia dos individuos.

A depuragdo completa do material particulado proveniente do ambiente ocorre em no
minimo 15 dias, eliminando também sedimentos, acaros e microplasticos. A liberagdo mais
intensa das particulas ocorre nas primeiras 72 h do processo de depuragdo. Foi possivel
quantificar e caracterizar os microplasticos visualmente em 4 formatos para ambas as estagoes.
Durante a estacdo seca, as fibras apresentaram maior disponibilidade para os organismos, sendo a
temporada com mais fibras encontradas. Na estacdo chuvosa a ado¢do de um método adicional
de separacdo por densidade mostrou-se necessaria apenas no primeiro dia de amostragem, essa
etapa ¢ recomendada para facilitar a visualizagdo e a quantificagdo dos microplasticos sob
estereomicroscopio, uma vez que permite a separagdo dos MPs de grande parte do sedimento
antes de ser filtrado nas membranas.

Com base nos dados obtidos, ndo foi possivel identificar um padrao de eliminagao das

particulas em fun¢ao do tamanho ou formato, indicando a necessidade de investigacoes
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adicionais. Sugere-se, ainda, a realizagdo de estudos comparativos entre a composi¢do dos
microplasticos encontrados nas amostras e aqueles presentes no ambiente de coleta, de modo a

compreender melhor as fontes e os padrdes de contaminagao.
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3 ARTIGO 2
Da ingestao a transformacao: tempo de residéncia e modificacio de fibras téxteis por

Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819)
Maria F. Rosa da Silva, Elisabete Tsukada, Eliane P. de Arruda, Walter R. Waldman

A intensificacdo das atividades urbanas e industriais alinhadas a gestdo ineficiente de residuos
favorece a entrada e aciimulo de microplésticos (MPs) em rios e lagos. Entre as tipologias
predominantes de MPs em agua doce destacam-se as fibras amplamente liberadas durante a
lavagem de tecidos sintéticos e facilmente ingeridas por organismos filtradores, como bivalves.
Nesse contexto, Anodontites trapesialis apresenta grande potencial como bioindicador devido ao
héabito sedentério, elevada capacidade de filtragdo e sensibilidade a contaminantes. Este estudo
investigou o tempo de residéncia, o padrao de eliminagcdo e o potencial de modificagdo das
particulas de fibras pristinas de poliéster de diferentes tamanhos (0,9 mm e 4,0 mm) em A.
trapesialis. Os organismos foram expostos as fibras de forma aguda por 48h as fezes e
pseudofezes foram analisadas para detec¢cdo de MPs. Os resultados obtidos demonstram que o
bivalve ingeriu majoritariamente fibras com média de 0,9 mm, porém ambos tamanhos
permaneceram no organismo por pelo menos 21 dias, com pico de elimina¢do nos primeiros dias
de depuracao. Nao houve indicios de bioacumulagdo nas visceras, contudo, fibras maiores
apresentaram tor¢des, aglomerados e fragmentagdes apds a passagem pelo trato digestorio,
registrando a capacidade que os bivalves possuem de modificagdo de MPs, provavelmente
devido ao estilete cristalino. Assim, A. trapesialis pode ser considerado um bioindicador
eficiente e potencial agente de fragmentacao e modificacdo de MPs em ecossistemas aquaticos,

podendo tornar essas particulas biodisponiveis para outros clados benténicos.

Palavras-chave: Microplasticos, Poliéster, Fragmentagdo, Bivalves, Agua doce, Monitoramento,

Biomonitoramento
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3.1 INTRODUCAO

No Brasil, a gestdo ineficiente de residuos e efluentes faz com que corpos d’agua urbanos
se tornem importantes zonas de entrada e acimulo de contaminantes como os microplasticos
(Sodré et al., 2023; Li et al., 2020), atuando também como rotas de transporte desses poluentes
para ambientes costeiros e marinhos (Sodré et al., 2023; Li et al., 2020; Koutnik et al., 2021).

Entre os diferentes tipos de microplasticos (MPs) registrados em ambientes aquaticos, as
fibras sdo predominantes (Li et al., 2020; Koutnik ef al., 2021). Grande parte delas deriva da
lavagem de roupas e outros materiais téxteis sintéticos (Sodré et al., 2023), especialmente de
poliéster, um dos polimeros mais detectados em ecossistemas aquaticos (Cai et al., 2020).
Durante a lavagem, tecidos de poliéster podem liberar quantidades expressivas de microfibras,
variando de centenas a dezenas de milhares por grama de tecido em um ciclo (Cai et al., 2020).
Essas particulas podem ser facilmente ingeridas por organismos filtradores, como os bivalves
(Staichak et al., 2021).

Devido a alta suscetibilidade dos bivalves a contaminantes, associada ao comportamento
filtrador, habito sedentario e importadncia econOmica, esses organismos sao amplamente
utilizados como bioindicadores (Khanjani et al., 2024). Entre os bivalves dulcicolas
sul-americanos, Anodontites trapesialis destaca-se como bioindicador promissor, sendo
abundante em rios e lagos no Brasil, e muitas vezes exposto a efluentes industriais e domésticos
(Moreschi et al., 2020). A espécie apresenta elevada capacidade de filtragdo e constatou-se o
acumulo de diferentes tipos de MPs em tecidos moles em exposi¢des prolongadas (Staichak et
al.,2021; Moreschi et al., 2020).

Os bivalves mesmo expostos a esse tipo de contaminantes sdo capazes de selecionar o seu
alimento por tamanho e densidade, a qual é complexa e envolve multiplas etapas (Ward et al.,
2004). Durante este processo, as particulas sdo inicialmente capturadas pela abertura inalante
exposta no sedimento e conduzidas a cavidade palial, onde ocorre a primeira triagem nas
demibranquias, com rejeicao de parte do material como pseudofezes que sdo englobadas em um
muco e eliminadas como pseudofezes (Brusca & Brusca, 2018). Em seguida, os palpos labiais
realizam a pré-ingestdo, promovendo nova elimina¢ao de particulas indesejadas também como
pseudofezes (Ward & Shumway, 2004). Apos passar pelos processos de selecdo das

demibranquias e do palpo labial o alimento ¢ direcionado ao trato digestorio; no estdmago, o
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estilete cristalino auxilia na liberacdo de enzimas, na mistura do conteudo alimentar e na digestao
mecanica, atuando como uma estrutura que gira e pressiona o material ingerido facilitando a

digestao (Ward et al., 2004). A morfologia dessas estruturas esta ilustrada na Figura 01.
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Figura 01: Representagdo esquematica do sistema digestorio de Anodontites trapesialis em vista lateral esquerda. O
destaque (regido circular em vermelho) indica o estdbmago, local onde ocorre o processamento ¢ a modificagdo de
particulas pela a¢do mecanica e enzimatica do estilete cristalino. O fluxo digestorio compreende a boca, o estdmago
(associado a glandula digestdria) e o saco do estilete, seguindo pelo intestino (representagdo simplificada) terminada

no anus. llustragdo por Elisabete Tsukada.

Embora bivalves possuam estruturas capazes de realizar digestdo mecénica e quimica,
ainda ndo ha evidéncias de que esses mecanismos sejam suficientes para modificar estruturas
poliméricas que possam ter sido ingeridas de forma ndo intencional. Apesar disso, estudos
envolvendo outros invertebrados, como larvas de insetos Zophobas atratus, apresentaram a
capacidade de fragmentacdo mecanica de diferentes polimeros por esses organismos (Sun ef al.,
2025; Peng et al. 2022). Outro trabalho, envolvendo anelideos da espécie Lumbricus terrestris,
mostrou que a moela, 6rgdo que promove a trituracdo mecanica do alimento, aumenta a area

superficial favorecendo a quebra subsequente de particulas poliméricas (Meng ef al., 2023). A
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fragmentacdo de MPs pode ser preocupante, pois aumentam o potencial de translocagdao
biologica das particulas entre tecidos (Meng ef al., 2023).

Apesar do avango das pesquisas sobre MPs, persistem lacunas com relagdo ao seu
comportamento em organismos, especialmente quanto aos processos de assimilagao,
bioacumulagdo e eliminacao (Khanjani er al., 2024). O tempo de residéncia nos tecidos e o
potencial de translocacdo para 6rgdos internos sao métricas fundamentais para avalia¢do de risco
(Moreschi et al., 2020).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo (1) Investigar potencial de
bioacumulagdo, o tempo de residéncia e o padrdo de eliminacao de fibras de poliéster em A.
trapesialis, por meio da andlise de fezes, pseudofezes e das visceras (2) Avaliar se o tempo de
retengdo varia em funcdo do tamanho das fibras ingeridas (3) Investigar se o trato digestorio
dessa espécie ¢ capaz de modificar fisicamente fibras pristinas, ainda ndo degradadas. As
hipdteses iniciais deste estudo foram (1) A bioacumulacao e tempo de residéncia de fibras de
poliéster em Anodontites trapesialis, pode variar em funcdo do tamanho da fibra, as fibras
menores podem acabar acumulando mais facilmente nas “dobras” do trato digestorio; (2)
Estruturas presentes no sistema digestério como o estilete cristalino apresentam forca o

suficiente para fragmentar microplasticos.

3.2 METODOS
3.2.1 PREPARO DOS MICROPLASTICOS

A escolha do tipo de tecido e da cor foi definida a partir de experimentos piloto que
avaliaram o comportamento de diferentes fibras na coluna d’adgua, com o objetivo de verificar
sua flutuabilidade e disponibilidade para os organismos. Optou-se pela utilizacdo de tecido
Oxford 100% poliéster, na cor rosa neon, por apresentar boa dispersdo na adgua e por ser uma
tonalidade pouco comum em contaminagdes ambientais e laboratoriais quando se refere as fibras
(Woods et al., 2018). Para confirmar a composi¢do do tecido foi feito Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR - Agilent cary 630, modo ATR) o espectro
gerado foi comparado na database do app Open Specy sendo 0,95 compativel com o espectro de
poliéster segundo Primpke et al. (2018).

As fibras foram preparadas no laboratério de pesquisa do Grupo de Pesquisa em Polui¢do

Pléstica (GPPP - UFSCar campus Sorocaba) para o preparo nos tamanhos estabelecidos, o tecido
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foi desfiado com uma escova de aco a fim de liberar os fios entrelagados. Em seguida, os fios
foram medidos com o auxilio de uma régua milimetrada e cortados com tesoura de precisao.
Foram inicialmente definidos dois comprimentos de exposi¢ao: 0,5 mm e 5,0 mm.

Com o intuito de caracterizar o tamanho real obtido a partir do corte manual, foram
analisadas aliquotas de fibras que geraram 320 medidas de tamanho, sob estereomicroscopio. Os
valores foram utilizados para a constru¢do de um histograma de distribuicdo de comprimentos

define os dois comprimentos como tendo valores médios de 0,9 mm e 4,0 mm (Figura 02.4).
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Figura 02: Protocolo de obtengdo, caracterizacdo e padronizacdo das fibras de microplastico utilizadas nos ensaios
experimentais. (1) Corte de material téxtil no tamanho desejado utilizando a escova de ago, tesoura e régua; (2)
Confirmacéo da composi¢do polimérica via Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier FTIR;
(3) Mensuragao do tamanho real obtido em esteriomicroscopio. (4) Histograma de distribuicdo de frequéncia dos
comprimentos (#) obtidos com o corte manual (eixo Y) , evidenciando a média de tamanho das fibras para cada
experimento 0,9 mm e 4,00 mm (eixo X). As imagens dos itens 1, 2 e 3 foram geradas por inteligencia artificial

(Google Gemini), a partir de fotografias reais do experimento.
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3.2.2 OBTENCAO E MANUTENCAO DOS INDIVIDUOS EM LABORATORIO

Individuos da espécie 4. trapesialis foram coletados manualmente (Autorizagao SisBio,
Apéndice A) no rio Pirajibu-Mirim (23°29°23.02 S; 47°23°05.89” O; elevagdo de 590 m),
localizado no municipio de Sorocaba, Sao Paulo, Brasil. Um total de 28 idividuos foram
coletados, quatorze individuos foram coletados em novembro de 2024 e quatorze em marco de
2025.

Apo6s a coleta, os espécimes foram transportados em galdes de 4gua ao Laboratorio de
Estudos em Macroinvertebrados Bentonicos (LEMB) onde foram medidos e pesados, sendo
posteriormente mantidos individualmente em aquérios contendo 3 L de dgua declorada, sob
aeragdo constante por meio de compressores de ar (Boyu S-2000A). A 4gua declorada utilizada
neste experimento foi proveniente do sistema de abastecimento da propria universidade e
permaneceu armazenada em galdes para decloragdo prévia. Antes de cada troca de agua, foi
realizado um teste para deteccdo de cloro residual (Labcon® Cloro Test).

Os parametros fisico-quimicos, amonia total, temperatura e pH foram monitorados
diariamente no periodo de aclimatagdo, exposicao e depuracdo. As medicdes foram realizadas
tanto nos aquarios experimentais quanto nos controles. A concentracdo de amonia foi
determinada utilizando o kit LabconTest Amdnia Téxica — Agua Doce, enquanto o pH ¢ a
temperatura foram aferidos com um pHmetro portatil com compensacdo automatica (Kasvi). Os
individuos foram alimentados diariamente com 1 mL de Nannochloropsis sp. (~80.000—-100.000

células/mL) da marca AquaSmart (Figura 03).
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Figura 03: Fluxograma da obtencdo, cuidados dos individuos antes ¢ durante o ensaio. Imagem gerada por
inteligéncia artificial (Google Gemini), a partir de registros fotograficos do procedimento experimental real. As
etapas incluem: (1) Coleta manual dos individuos; (2) Medig¢do e pesagem dos individuos em laboratorio; (3)

Cuidados (alimentacdo com microalgas) e medidas didrias ( temperatura, pH e amonia) durante todo o experimento.

3.2.3 DESENHO EXPERIMENTAL DO ENSAIO

Os bioensaios ocorreram apo6s o periodo de aclimatagdo de 15 dias, até que os niveis de
amoOnia na agua atingissem valores considerados ndo toxicos pelo manual do préprio teste de
amonia (LabconTest Amonia Toxica — Agua Doce). Este periodo também foi essencial para que
os animais eliminassem o conteudo residual do trato digestério proveniente do ambiente natural,
facilitando assim a andlise visual posterior das membranas.

Entdo, foram realizados dois ensaios, onde a principal diferenca entre eles foi o tamanho
das fibras plasticas oferecidas. Foram estabelecidos 4 grupos: sendo 07 expostos a fibras maiores
com média de 4,0 mm, 07 expostos a fibras menores com média de 0,9 mm e 07 controles para
cada teste (Figura 04). Como controle adicional de contaminagdo atmosférica e cruzada, foram
mantidos dois aquarios contendo apenas agua, posicionados proximos aos experimentos. Esses

controles permitiram o desconto dos valores de contaminagao no calculo final.
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Figura 04: Esquema visual evidenciando a separagdo dos individuos em grupos controles ¢ expostos nos dois
momentos distintos de experimento para fibras de 4,0 mm e 0,9 mm. Imagem gerada por inteligéncia artificial

(Google Gemini), a partir de registros fotograficos do procedimento experimental real.

A exposi¢ao foi aguda, com duragdo de 48 h a uma concentragao de 0,0375 g/L de fibras
de poliéster (0,9 mm e 4,0 mm). A concentragao ofertada ¢ superior ao que foi encontrado em
rios no sul do Brasil (330 particulas/L) (Ferraz et al., 2020.) e foi adotada com o objetivo de
assegurar a ingestao para avaliacdo do tempo de residéncia e a bioacumulagao das particulas. O
valor foi definido a partir de experimentos piloto, correspondendo a metade da concentracao
utilizada por (Moreschi et al., 2020). Todos os parametros (pH, temperatura e amonia) seguiram
sendo monitorados.

Para estimar o namero de microplésticos disponiveis por unidade de massa, uma aliquota
conhecida de fibras foi pesada e as particulas contadas manualmente sob estereomicroscopio.
Esse procedimento foi repetido cinco vezes, e a média e o desvio padrao obtidos foram utilizados

para estimar o numero de fibras por grama de material oferecido aos individuos.

3.2.4 PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS NA DEPURACAO POS-EXPOSICAO
Apo6s o término do periodo de exposicao, toda a 4gua dos aquarios foi filtrada em peneira

de malha de 50 um, a fim de reter as fibras que ndo foram ingeridas ou que ja haviam sido
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eliminadas pelos individuos durante as 48 horas de experimento. O material retido foi seco em
estufa a 50 °C e, posteriormente, pesado para determinar a diferenga entre a quantidade oferecida
e a efetivamente ingerida.

Para o acompanhamento da depuragdo das fibras ofertadas apos a exposicao foi seguido o
protocolo com as etapas de coleta de material; digestdo, filtragdo e analise visual. Para isso, as
fezes e pseudofezes foram coletadas a cada 48 horas, durante as trocas de agua passando por uma
peneira com malha de 50 um. O material coletado foi separado, acondicionado em frascos de
vidro, submetido a digestao com perdxido de hidrogénio (H202, 35%) em estufa a 50 °C por 48
horas (Ding et al., 2022). O material coletado nos grupos controles também foi submetido a
passagem da peneira e digerido sob as mesmas condi¢des experimentais.

Posterior ao processo de digestdo o material foi submetido a filtragio em membranas com
poros de 5,0 um, compostas por mistura de €steres de celulose (MCE), em uma capela de fluxo
laminar (AmbiKontrol - TOPFLOW 1000) em uma sala de ambiente controlado do laboratorio
de pesquisa em polui¢do pléstica (GPPP - UFSCar campus Sorocaba) (Sebastido et al., 2025).

Por conseguinte, apds as etapas de processamento das amostras as membranas foram
analisadas sob estereomicroscopio (LEICA S8 APO), em forma de varredura por quadrante,
fotografando e medindo apenas as fibras da coloragdo oferecida utilizando o software Leica
Application Suite (LAS). Adicionalmente foram utilizadas técnicas de microscopia eletronica
por varredura MEV (Thermo Fisher Scientific Inspect F50) para melhor visualizagdo da
alteracdo nas estruturas das fibras; as amostras das fibras foram cobertas com carbono por um
dispositivo de pulverizacdo (Leica EM ACE600). Esse procedimento foi realizado nas

dependéncias do Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano - Campinas)

3.2.5 ANALISE BIOACUMULACAO NAS VISCERAS

O periodo de depuracao foi encerrado apos a constatacdo de que alguns individuos nao
apresentavam mais eliminagdo de fibras rosas; todos foram eutanasiados e dissecados utilizando
uma solu¢do [0,1 g/L] de cristais de mentol, os individuos foram imersos nessa solugao por 2h a
4°C, a fim de reduzir a atividade metabdlica (Vieira et al., 2025). As visceras contendo o sistema
digestorio foram cuidadosamente separadas e submetidas a digestdao em perdxido de hidrogénio
H:0: [35%], em volume suficiente para cobrir as amostras, mantidas em estufa a 50 °C por 15

dias, tempo necessario para que os tecidos sejam completamente digeridos. Apds o processo de
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digestdo, o material resultante foi peneirado em malha de 50 pm, a fim de remover residuos nao
totalmente digeridos que poderiam obstruir as membranas durante a filtragdo. O material retido
na peneira foi entdo separado e filtrado para a verificagdo de possiveis evidéncias de

bioacumulagao de MPs nas visceras.

3.2.6 CONTAMINACAO E CONTROLE DE QUALIDADE

Para conter e identificar o controle de contaminagao de MPs nas amostras, a capela de
fluxo laminar permaneceu ligada durante todo o processo de filtragdo, evitando a contaminagao
de material em suspensdo. Todos os reagentes utilizados no processo de digestdo e a agua
Milli-Q utilizados para lavagem e higienizagdo das vidrarias, antes e durante o processamento,
foram previamente filtrados trés vezes em membranas com poros de 0,25 pum, a fim de
minimizar a contaminagdo. Durante o processamento das amostras, utilizou-se jaleco em algodao
e, adicionalmente, uma membrana foi deixada aberta e umedecida na capela para avaliar a
deposi¢ao de particulas presentes no ar. O protocolo seguido para mensurar a contaminagao por

MPs no ambiente de trabalho foi adaptado de Aminah & Ikejima (2023)

3.2.7 TRATAMENTO DOS DADOS E ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram organizados em planilhas no Google Sheets e analisados
utilizando o software OriginPro 2021. Para a comparagdo estatistica e identificacdo de padrdes
de eliminacdo dos MP, foi aplicado o teste de Shapiro—Wilk para verificar a normalidade, e ao
apresentar rejei¢do da normalidade, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste post
hoc de Dunn para identificar as diferengas entre os grupos, considerando-se um nivel de
significancia de p < 0,05.

As relagdes entre as varidveis biométricas (tamanho do individuo e tamanho das
branquias) e a taxa de ingestdo de microplésticos foram avaliadas por meio de andlises de
correlagdo. Para o grupo exposto a fibras de 4,0 mm, foi aplicado o coeficiente de correlagdo de
Pearson, ap6s verificagdo da normalidade dos dados. Para o grupo exposto a fibras de 0,9 mm,
utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman, por se tratar de dados que ndo atenderam
aos pressupostos de normalidade. Os coeficientes de correlagdo foram organizados em matrizes

de correlagao.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 PARAMETROS EXPERIMENTAIS

Durante o experimento, a concentragdo total de amdnia apresentou variagdo, atingindo
niveis mais baixos a partir do dia 15, considerados seguros para os individuos de acordo com as
especificagdes do fabricante (Figura 05). A temperatura oscilou entre 21 °C e 25 °C, e o pH
variou entre 8,0 e 8,5 nos aquarios com individuos e entre 8,2 e 8,7 nos controles de agua. Os
valores de pH e temperatura nesse experimento sdo considerados ideais para essa espécie manter

sua capacidade total de filtragao (Loayza-Muro & Elias- Letts, 2007).
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Figura 05: Variagdo de amodnia (mg/L) total nos aquarios individuais de A. trapesialis em fung¢do do tempo (1 a 40
dias). (A) representa os dados da aclimatagdo (15 dias) e exposicdo de fibras de 4,00 mm; (B) representa os dados da

aclimatagao (15 dias) e da exposigdo a fibras de 0,9 mm.

3.3.2 INGESTAO E CINETICA DA DEPURACAO DAS FIBRAS APOS O ENSAIO

Apb6s 48 horas de exposi¢do verificou-se que para as fibras de 4,00 mm,
aproximadamente 8% =+ 4% das particulas foram ingeridas. Enquanto na exposi¢do com fibras de
0,9 mm a ingestdo média foi de 19% + 6%, superior a das fibras maiores. Esse resultado foi
obtido subtraindo o peso seco das fibras que sobraram na agua do que foi ofertado inicialmente,
a partir da diferenga foi estimada a média de ingestdo. Com esses dados e os de morfologia do
animal foram realizadas as andlises de correlagdo da quantidade de MPs ingeridos com o
tamanho dos individuos e das branquias, esses resultados indicaram respostas distintas de A.

trapesialis a exposi¢do a fibras de diferentes tamanhos (Figura 06, Apéndice B).
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Figura 06: Matrizes de correlagdo entre varidveis biométricas (tamanho do individuo e das branquias) e a taxa de
ingestdo de microplésticos em A. trapesialis. (A) Grupo exposto a fibras de 4,0 mm, analisado pelo coeficiente de
Pearson. (B) Grupo exposto a fibras de 0,9 mm, analisado pelo coeficiente de Spearman. A escala de cores indica a
for¢a da correlagdo, variando de azul (correlagdo negativa forte mais do valor -1) a vermelho (correlagdo positiva

forte mais proxima do valor 1) coloracdo branca indica que ndo existe correlagdo (mais proxima de 0).

Para fibras maiores (4,0 mm), observou-se correlagdo negativa moderada a forte entre o
tamanho das branquias e a quantidade de fibras ingeridas (r = —0,68), sugerindo maior eficiéncia
de sele¢do ou rejei¢do de particulas desse tamanhos por individuos com branquia maior. Em
contraste, para fibras menores (0,9 mm), a correlacao foi praticamente nula (r = 0,07), indicando
ingestdo independente do tamanho das branquias, o que sugere menor eficiéncia dos mecanismos
de triagem para particulas de pequeno porte. O tamanho dos individuos ndo demonstrou
correlagdo com o total ingerido em nenhum dos casos.

Esses dados sugerem uma preferéncia dessa espécie por particulas menores que se
assemelham ao seu alimento, e uma capacidade de selecao, como isso foi observado apenas em
branquias maiores ela possivelmente apresenta caracteristicas morfologicas que facilitam essa
selecdo, podendo ser sua propria extensdo ou um numero maior de cilios. Segundo Ward et al.
(2019) a probabilidade de ingestdao varia conforme a espécie e arquitetura branquial, entretanto o
estudo relata que em geral a ingestao de particulas maiores € mais baixa, sendo comumente
rejeitadas como pseudofezes. Os autores presumem que a faixa de tamanho de particulas que ¢é
preferencialmente ingerida pelos bivalves, em geral, varia de 0,6 mm a 0,9 mm.

A depuragdo das fibras de 4,0 mm encerrou-se no dia 21, quando os individuos

eliminaram, em média, duas fibras por organismo. Para as fibras de 0,9 mm, observou-se um
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padrao semelhante com eliminagao média de duas fibras por individuo no dia 21. Foi detectado a
partir desse dia uma contamina¢do nos individuos controles por fibras rosas (Fonte da
contamina¢do, Anexo B), afetando os valores dos dias 21 em diante, portanto o experimento foi

interrompido. A cinética de depuracdo € apresentada em escala logaritmica (Figura 07).
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Figura 07: Cinética de depuracdo de fibras encontradas nas fezes e pseudofezes de A. trapesialis (eixo X) em
fung@o do tempo de 3 a 21 dias p6s-exposicdo (eixo Y). (A) Grupo exposto a fibras de 4,0 mm; (B) Grupo exposto a
fibras de 0,9 mm. Os dados estdo representados em escala logaritmica para evidenciar a taxa de reducdo temporal

das particulas. As escalas no eixo Y sdo distintas entre os graficos devido a maior magnitude de ingestdo observada

para as fibras de 0,9 mm.

Estima-se que o tempo de eliminacao das fibras, independentemente do tamanho, seja
semelhante, com o pico de liberagdo nos primeiros dias de depuracdo conforme estudos
anteriores (Moreschi et al., 2020 e Moura et al., 2025). Como ndo ¢ possivel distinguir
visualmente fezes de pseudofezes, o pico de eliminagdo observado nos primeiros dias pode estar
enviesado pelo fato de que uma parcela das particulas poderia ter vindo das pseudofezes e nao
chegou a ingressar no trato digestdrio, tendo sido selecionadas e rejeitadas nas demibranquias e

palpos labiais ap6s a exposigao.

3.3.3 MODIFICACAO NAS FIBRAS
Em complemento aos dados de quantidade de fibras eliminadas nos dias de depuracdo, a
analise do tamanho das fibras ao longo dos dias sugere que as particulas maiores que passaram

pelo trato digestorio podem ter sofrido alteracdes e fragmentagdes antes da excrecao.
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Para investigar os padrdes relacionados a essas alteragdes foi realizada a andlise da
dindmica do tamanho das fibras eliminadas ao longo do experimento em comparagdo ao tamanho
que foi ofertado. Pode ser observada na Figura 08, em que o dia 0O representa as medidas das
fibras antes da exposicao aos individuos. O dia 3 ndo foi incluido na analise grafica devido a
elevada quantidade de fibras, que impossibilitou a mensuracdo, foi necessario procurar outras
alternativas na tentativa de mensurar o tamanho dessas particulas como ressuspender e filtrar
novamente, porém s6 foi possivel estimar a quantidade de fibras e ndo o tamanho através da

massa como descrito na metodologia.
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Figura 08: Variagdo de tamanho em mm (eixo X) das fibras recuperadas nas fezes e pseudofezes de A. trapesialis
em fung@o do tempo em dias (eixo Y). O dia 0 apresenta o tamanho das fibras antes da exposigao e o intervalo dos
dias 5 a 21dias compreende o periodo de depuragd@o. (A) Exposicdo a fibras de 4,0 mm; (B) Exposicao a fibras de
0,9 mm. As letras minusculas sobre os boxplots indicam diferencgas estatisticamente significativas entre os tempos (p

< 0,05), conforme o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo post-hoc de Dunn.

Para as fibras de 4,0 mm, o teste de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn indicou
diferencas significativas em dois dias especificos 5 ¢ 17 em comparagdo ao material ofertado
representado pelo dia 0 (p < 0,05). Para as fibras de 0,9 mm também foram detectadas diferengas
significativas pontuais, tanto em relacdo ao material inicial quanto entre os dias de amostragem.
No entanto, ndo foi possivel evidenciar um padrdo temporal para as fibras menores.

A diferenca significativa nos dados das fibras de 4,0 mm pode estar relacionada as

alteragdes encontradas na morfologia das fibras em relacao as oferecidas. A fim de uma melhor
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visualizacdo desse fendmeno, foi elaborado um histograma de distribui¢do de tamanhos para
cada dia experimental (Figura 09). Nos dias 17, 19 e 21 observa-se uma distribui¢ao bimodal dos
tamanhos, possivelmente indicativa de um processo de fragmentagdo das fibras. Essa hipotese ¢

reforgada por evidéncias visuais que serdo exploradas adiante.
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Figura 09: Distribuicdo de frequéncia relativa do comprimento das fibras recuperadas em fezes e pseudofezes de A.
trapesialis. Cada histograma apresenta a variagdo de tamanhos em um determinado dia, desde antes da oferta (Dia 0)

até o final do periodo de depuragdo (Dia 5 a 21).
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Corroborando com a andlise quantitativa, observou-se sob estereomicroscOpio que as
fibras de 4,00 mm apresentavam variagdo morfologica diferente da forma inicial que foi
oferecido. Permitindo classifica-las em quatro tipologias: normal, aglomerada, retorcida e
possivelmente fragmentada (Figura 10). Durante o processo de depuragdo dessas fibras, foram
registrados cinco aglomerados distribuidos a partir do dia 05 e vinte fibras retorcidas,

predominantemente no dia 7.

Figura 10: Tipologia das fibras recuperadas nas fezes e pseudofezes de A. trapesialis durante a depuracdo da
exposicao a fibras de 4,0 mm, imagens realizadas sob esterecomicroscopio em escala 0,5 mm. (A) fibras normais,

(B) aglomerado de fibras, (C) fibras retorcidas (D) fibras possivelmente fragmentadas.

As imagens obtidas por MEV permitiram visualizar a extensdo dos aglomerados de
fibras, bem como o elevado grau de torcdo presente nessas estruturas. Adicionalmente, foram
observados sinais de dano mecanico, incluindo extremidades fraturadas em fibras entrelacadas.
Com as imagens foi possivel identificar evidéncias de fragmentacdo ao longo da extensdo das
fibras retorcidas (Figura 11C, D), caracterizadas pela presenca de rachaduras e descontinuidades
estruturais.

Esses padrdes sugerem que a formagdo dos aglomerados ocorre durante a passagem das
fibras pelo trato digestorio, e forcas mecanicas associadas ao movimento e a compactacdo do
material podem promover o superenrolamento das fibras. Esse processo pode resultar em
estresse estrutural suficiente para causar rachaduras e, eventualmente, a fragmentacdo das fibras

originalmente intactas, gerando particulas de menor tamanho.
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Figura 11: Alterag¢des nas fibras, encontrado durante a depuragio das fezes e pseudofezes de A4. trapesialis expostos
a fibras de 4,0 mm. ( A- B) Aglomerado de fibras e suas estruturas retorcidas, as setas em vermelho indicam pontos
onde as bordas sdo irregulares sinalizando que naquele ponto pode ter ocorrido uma fragmentagdo do material. (D) é
a magnificagdo do trecho em destaque no interior do quadrado vermelho (C). As setas em vermelho (D) indicam as

rachaduras no material. Fotografia obtida com microscopio de varredura (MEV).

Comparando a extensdo e as extremidades das fibras nas egesta estas eram menores do
que as ofertadas e as pontas dessas fibras encontradas em menor tamanho exibem bordas
irregulares, em contraste com as pontas lisas e regulares das fibras originalmente oferecidas
(Figura 12). Evidenciando um processo de modificagdo mecanica no material como as tor¢des e

consequentemente a fragmentacdo. Esse fenomeno foi observado apenas nas fibras de maior
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tamanho; as fibras menores, por sua vez, possivelmente atravessaram o trato digestorio de forma

mais eficiente.
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Figura 12: Comparativo das bordas ¢ da extensdo das fibras de 4,0 mm antes ¢ pds exposi¢do dos inviduos. (A)
Extensdo fibra ndo ofertada (B) Extenséo fibra recuperada de fezes e pseudofezes (C) Borda da fibra ndo ofertada
(D) Borda da fibra recuperada. As setas vermelhas em (D) destacam a irregularidade ¢ o desgaste rugoso da
extremidade em comparacdo a borda integra em (C), sugerindo evidéncias do processo de fragmentacdo. Fotografia

obtida com microscépio de varredura (MEV).



53

3.3.4 O AGENTE QUE CAUSA AS MODIFICACOES
Durante a eutanasia de um dos individuos expostos as fibras de 4,00 mm, foi encontrado

um aglomerado de fibras na estrutura denominada estilete cristalino (Figura 13).

0,5 mm

Figura 13: Aglomerado de fibras encontrado apds 21 dias de depurag@o no estilete cristalino durante a dissecgdo de

um individuo de 4. frapesialis exposto a fibras de 4,0 mm. Fotografia realizadas sob estereomicroscopio em escala

0,5 mm

Em sua maioria os bivalves apresentam essa estrutura denominada estilete cristalino
(Ruppert, Fox & Barnes, 2005). Trata-se de um bastdo glicoprotéico que, por movimentos
ciliares, gira e se movimenta de forma a exercer forca na parede estomacal auxiliando na
digestdo tanto de forma quimica quanto de forma mecanica (Brusca & Brusca, 2018). Essa
estrutura ¢ formada dentro de um anexo no sistema digestorio intitulado saco do estilete. As
alteracdes nas fibras podem estar associadas a essa estrutura, que se encontra logo no inicio do
processo digestivo; essas modificagcdes evidenciam maior dificuldade do individuo de digerir
particulas maiores.

Em alguns bivalves, quando o material ingerido ndo pode ser digerido adequadamente ou
encaminhado ao intestino, ele ¢ ressuspendido no liquido estomacal, passando novamente por

processos de digestdo quimica e mecanica até que sua passagem pelo trato digestorio se torne
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possivel (Ruppert, Fox & Barnes, 2005). Esse mecanismo pode explicar a presenca de um
aglomerado de fibras nesse 6rgado mesmo apds 21 dias de depuracao.

Com excecdo desse aglomerado, nenhuma outra fibra foi identificada nas visceras dos
individuos expostos a ambos os tamanhos de fibras, sugerindo auséncia de bioacumulagdo de
fibras apos o periodo de depuracao. Essa mesma espécie apresenta evidéncias de bioacumulagao
de outros contaminantes como metais (Oliveira et al., 2018) e de outros formatos de
microplasticos durante exposi¢des mais longas (Moreschi et al., 2020).

Embora o animal tenha eliminado a maior parte das fibras microplasticas ofertadas em
at¢ 21 dias em condi¢des experimentais, ¢ esperado que no ambiente ele esteja exposto
constantemente a esse contaminante. Portanto, A. trapesialis pode estar atuando como um vetor
de fragmenta¢do no ambiente aquatico excretando fragmentos menores que podem aumentar a
biodisponibilidade facilitando o acesso € a ingestdo por outros organismos bentonicos (Hasegawa
& Nakaoka, 2021).

A fragmentag¢do dos microplasticos também aumenta a area superficial das particulas e
favorece a liberacdo de aditivos quimicos incorporados a matriz polimérica, processo
intensificado pelo envelhecimento e pela degradacdo fisica e biologica do material
(Hermabessiere et al., 2017). Dessa forma, mesmo sem retencao prolongada dos microplasticos,
a passagem pelo trato digestorio do bivalve pode aumentar o potencial ecotoxicoldgico dessas

particulas no ambiente aquatico.

3.4 CONCLUSOES

Com base nos experimentos conduzidos, conclui-se que A. trapesialis consegue ingerir
uma propor¢ao significativa de fibras de diferentes tamanhos e que a eliminagao completa dessas
particulas ocorre em no minimo 21 dias, independentemente da dimensao das fibras ofertadas. A
maior parte das fibras ¢ liberada nos primeiros dias de depuragdo, e ndo foram observadas
evidéncias de bioacumulagdo nas visceras apds esse periodo. Assim, nas condi¢des testadas, a
dimensao das fibras ndo influenciou o tempo de residéncia no organismo.

Os resultados sugerem, contudo, que fibras maiores apresentam maior dificuldade de
eliminacdo, o que pode levar a modificagdes fisicas durante sua permanéncia no trato digestorio.
A presenca dessas alteracdes, associadas ao estilete cristalino, 6rgdo responsavel pela digestao

quimica e mecanica, indica que o processo digestivo pode promover deformagdes e
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fragmentacao das fibras pristinas, aumentando a biodisponibilidade para outros organismos.

Para estudos futuros, recomenda-se realizar experimentos sob condigdes de exposicao
cronica, a fim de avaliar possiveis processos de bioacumulagdo ao longo do tempo. Além disso,
seria relevante utilizar fibras previamente degradadas, sendo mais representativas das condigdes
encontradas no ambiente, para investigar padroes de modificacdo, retencao e potenciais efeitos

toxicos nos tecidos.



56

REFERENCIAS

AMINAH, S.; IKEJIMA, K. Potential sources of microplastic contamination in laboratory
analysis and a protocol for minimising contamination. Environmental Monitoring and

Assessment, [s. [.], v. 195, n. 7, p. 841, 2023.

BRUSCA, R. C.; BRUSCA, G. J. Capitulo 13. Filo Mollusca em Invertebrados. 3* ed. Editora

Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 2018

CAl Y. et al. Systematic Study of Microplastic Fiber Release from 12 Different Polyester
Textiles during Washing. Environmental Science & Technology, v. 54, n. 8§, p. 48474855, 21
abr. 2020.

DING, J. et al. Microplastics in global bivalve mollusks: A call for protocol standardization.

Journal of Hazardous Materials, v. 438, p. 129490, set. 2022

FERRAZ, Marlon et al. Microplastic Concentrations in Raw and Drinking Water in the Sinos
River, Southern Brazil. Water, [s. 1.], v. 12, n. 11, p. 3115, 2020.

HASEGAWA, T.; NAKAOKA, M. Trophic transfer of microplastics from mysids to fish greatly
exceeds direct ingestion from the water column. Environmental Pollution, v. 273, p.116468, 15

mar. 2021.

HERMABESSIERE, L. et al. Occurrence and effects of plastic additives on marine environments
and organisms: A review. Chemosphere, v. 182, p. 781-793, 1 set. 2017.

KHANJANI, M. H.; SHARIFINIA, M.; MOHAMMADI, A. R. The impact of microplastics on
bivalve mollusks: A bibliometric and scientific review. Marine Pollution Bulletin, v. 194, p.

115271, set. 2023.

KOUTNIK, V. S. et al. Distribution of microplastics in soil and freshwater environments: Global
analysis and framework for transport modeling. Environmental Pollution, v. 274, p. 116552, 1

abr. 2021.



57

LI, C.; BUSQUETS, R.; CAMPOS, L. C. Assessment of microplastics in freshwater systems: A
review. Science of The Total Environment, v. 707, p. 135578, 10 mar. 2020.

LOAYZA-MURO, R.; ELIAS-LETTS, R. Responses of the mussel Anodontites trapesialis
(Unionidae) to environmental stressors: Effect of pH, temperature and metals on filtration rate.

Environmental Pollution, v. 149, n. 2, p. 209-215, 1 set. 2007.

MENG, K. et al. Fragmentation and depolymerization of microplastics in the earthworm gut: A
potential for microplastic bioremediation? Journal of Hazardous Materials, v. 447, p. 130765,

5 abr. 2023.

MORESCHI, A. C.; CALLIL, C. T.; CHRISTO, S. W.; JUNIOR, A. L. F.; NARDES, C.;
FARIA, E.; GIRARD, P. Filtration, assimilation and elimination of microplastics by freshwater

bivalves. Case Studies in Chemical and Environmental Engineering, Volume 2, 2020.

MOURA, C. et al. Assessing Microplastic Contamination and Depuration Effectiveness in
Farmed Pacific Oysters (Crassostrea gigas). Environments, v. 12, n. 8, p. 254-254, 25 jul.
2025.

OLIVEIRA, L. F. DE et al. Single and combined effects of Zn, Mn and Fe on the Neotropical
freshwater bivalve Anodontites trapesialis: Bioaccumulation and biochemical biomarkers.

Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 161, p. 735-745, 15 out. 2018.

PENG, B.-Y. et al. Biodegradacdo de poliestireno e polietileno de baixa densidade por larvas de
Zophobas atratus : fragmenta¢do em microplasticos, alteracdo da microbiota intestinal e enzimas

funcionais microbianas. Journal of Cleaner Production, v. 367, p. 132987, 20 set. 2022.

PRIMPKE, S. et al. Reference database design for the automated analysis of microplastic
samples based on Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy. Analytical and Bioanalytical

Chemistry, v. 410, n. 21, p. 5131-5141, 1 ago. 2018.



58

RUPPERT, Edward E.; FOX, Richard S.; BARNES, Robert B. Zoologia dos invertebrados:
uma abordagem funcional-evolutiva. 7. ed. Sdo Paulo: Roca, 2005. 1145 p. ISBN 8572415718.

SODRE, F. F. et al. How natural and anthropogenic factors should drive microplastic behavior
and fate: The scenario of Brazilian urban freshwater. Chemosphere, v. 340, p. 139813, 1 nov.

2023.

STAICHAK, G. et al. Bivalves with potential for monitoring microplastics in South America.

Case Studies in Chemical and Environmental Engineering, v. 4, p. 100119, 1 dez. 2021.

SUN, H. et al. New evidence for plastics biodegradation in larval guts of superworms Zophobas
atratus: Different contributions in the mouthpart and hindgut. Journal of Environmental

Chemical Engineering, v. 13, n. 2, p. 116123, 1 abr. 2025.

VIEIRA, R. S. E.; VENANCIO, C. A. S.; FELIX, L. M. Thymol and menthol as anaesthetics for
short transportation of zebrafish larva. Fish Physiology and Biochemistry, [s. 1.], v. 51, art. 129,
2025.

WARD, J. E.; ROSA, M.; SHUMWAY, S. E. Capture, ingestion, and egestion of microplastics by
suspension-feeding bivalves: a 40-year history. Anthropocene Coasts, v. 2, n. 1, p. 3949, 1 jan.
2019.

WARD, E.; SHUMWAY, S. E. Separating the grain from the chaft: particle selection in
suspension- and deposit-feeding bivalves. Journal of Experimental Marine Biology and

Ecology, VOLUME 300 Special Issue. v. 300, n. 1, p. 83—130, 31 mar. 2004.

WOODS, M. N. et al. Microplastic fiber uptake, ingestion, and egestion rates in the blue mussel
(Mytilus edulis). Marine Pollution Bulletin, v. 137, p. 638-645, 1 dez. 2018.



59

4 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos nos dois estudos evidenciam que A. trapesialis apresenta elevado
potencial como espécie bioindicadora e espécie modelo para estudos com microplasticos em
ambientes de agua doce, demonstrando capacidade de ingestdo e posterior eliminagdao de
diferentes tipos de particulas, fragmentos, fibras e esferas.

A avaliacdo de contamina¢do ambiental ¢ possivel apenas analisando as egestas sem
necessidade de eutandsia dos individuos. As analises sazonais evidenciaram que o desempenho
da espécie como bioindicadora se mantém estavel entre as temporadas seca e chuvosa, ainda que
a disponibilidade de fibras aos organismos seja maior na estagao seca que na estagao chuvosa.

Em ambos os experimentos, a maior liberagdo das particulas ocorreu nos primeiros dias
de depuracao, embora o tempo minimo para a elimina¢ao completa tenha variado entre 15 e 21
dias, refletindo diferengas nas caracteristicas fisicas do material ingerido. Apesar disso, ndo foi
identificada influéncia consistente do tamanho ou formato das particulas sobre o tempo de
residéncia, embora existam evidéncias de que fibras maiores apresentam maior dificuldade de
eliminacdo e passem por processos de deformagdes ou fragmentacdo decorrentes da acdo
mecanica e quimica do estilete cristalino.

Investigacdes adicionais sdo essenciais para compreender possiveis efeitos sob exposi¢ao
cronica, ou a fibras degradadas. De forma geral, os achados indicam que estudos futuros devem
explorar (1) Comparagdes entre os microplasticos recuperados dos organismos e aqueles
presentes no ambiente (2) Avaliar as alteragdes ecotoxicologicas nos individuos advindas das
fibras e outros formatos j& degradados e ambientalmente representativos (3) Avaliar a depuracdo
em exposi¢des cronicas e possiveis alteragdes nas fibras e ecotoxicologicas nos individuos (4)
Avaliar os danos da interagao dos MPs a com outros contaminantes comumente encontrados no
ambiente. Tais abordagens poderdo elucidar padrdes de retencdo, transformacgao fisica e
potenciais implicagdes ecologicas associadas ao papel de A. frapesialis na dinamica e

transferéncia de microplasticos em ecossistemas aquaticos.
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ANEXO - A
MATERIAL SUPLEMENTAR

(ARTIGO 01)

1. Testes de digestao

Para determinar o tempo necessario para a digestdo e o componente, foram realizados
diferentes testes utilizando H202 a 35% e KOH 10%, conclui-se que o KOH ¢ uma substancia
ndo compativel com algumas membranas como as de nitrato de celulose ou mistura de ésteres e
celulose, estragando a membrana durante a filtragdo ou apds quando armazenada (Figura 01, B),
além disso, o KOH nao foi t3o eficiente quanto H202 e amarelou muito as amostras. Também
foi feito um teste para ver se os reagentes e a estufa poderiam causar alteragcdes no material
nenhum deles demonstrou alteragdes sob as condigoes testadas (Figura 01, C).

Figura 01: Avaliagdo de protocolos de digestdo tecidual. (A) Amostras submetidas a diferentes tratamentos
quimicos sendo a 1° do canto superior esquerdo com H,0,35% , do canto superior direito com KOH 10% e a inferior
com uma mistura de H,O, 35% + KOH 10% ; (B) Incompatibilidade do KOH com filtros de mistura de ésteres de
celulose; (C) Teste de resisténcia das fibras experimentais aos reagentes e a temperatura e reagentes, demonstrando a

preservagdo das caracteristicas fisicas do microplastico utilizado no estudo.

2. Redu¢ao de material nas membranas e acaros

Durante o periodo de depuracdo, os individuos eliminaram o material particulado
previamente ingerido no ambiente natural, incluindo uma grande quantidade de sedimentos, cuja
abundéncia foi maior na estagdo chuvosa. Ao longo desse processo, também foi registrada a
eliminagdo de acaros nas fezes e pseudofezes (Figura 02), organismos que, até o momento, foram
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descritos associados a A. trapesialis apenas por Hebling (1976), ndo sendo ainda claro se
apresentam relagdo parasitica ou comensal com a espécie. Além disso, observou-se uma reducdo
progressiva do material particulado ao longo dos 15 dias de depuracdo, refletida na menor
presenca de sedimentos e particulas nas membranas de filtragdo nos tltimos dias do experimento,
quando comparadas as amostras iniciais (Figura 03).

Figura 02: Registro fotografico de acaros recuperados durante o processo de depuracdo de Anodontites trapesialis.
As imagens evidenciam a diversidade morfologica dos espécimes eliminados junto as fezes e pseudofezes.
Fotografias realizadas sob estereomicroscopio.

1° dia Ultimo dia

Figura 03: Evolucdo visual da carga de material particulado e microplasticos retidos em membranas de filtracdo
entre o primeiro e o tltimo dia do experimento. O comparativo demonstra uma redugdo progressiva e acentuada na
abundancia de sedimentos e particulas em ambos os regimes sazonais (Chuva e Seca) ao longo dos 15 dias de
depuracdo. Fotografias realizadas sob estereomicroscopio.



3. Desvio padrao
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Desvio padrao dos valores encontrados nos graficos da Figura 05, pag 20 do Artigo I. Separados

em temporada seca e chuvosa.

Desvio Padrdo Seca
Esfera Fibra Fragmento Aglomerado
3 0.7 49 33 04
5 0 1,6 11
8 0 23 1
10 0 25 0.8 04
12 0 1 1,5
15 0 25 1.1
Desvio Padrao Chuva
Esfera Fibra Fragmento Aglomerado
3 0,5 37 2,2 0,0
6 0,4 0,5 08 0.4
8 0,0 0,0 1,0 0,0
10 0,0 0,5 21 0,0
13 1,3 0.8 21 0,8
15 0,0 1.4 1,5 0,0
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ANEXO - B
MATERIAL SUPLEMENTAR
(ARTIGO 02)

1. Testes de microplasticos

Foram realizados testes preliminares com diferentes tipos de tecidos, incluindo materiais
comumente associados a poluicdo em ambientes de dgua doce. Esses testes avaliaram a
facilidade de corte e o comportamento das fibras na coluna d’agua, visando estimar sua
biodisponibilidade para os inviduos. A Figura 01, A ilustra alguns dos tecidos testados.

O tecido Oxford de poliéster foi selecionado em funcdo de sua densidade,
comportamento na coluna d’agua, facilidade de obten¢ao e relevancia ambiental. No entanto, as
fibras apresentavam-se fortemente entrelagadas, sendo necessaria a escovagao prévia do tecido
com escova de ago para promover a separacao das fibras antes do corte (Figura 01 B, C).

Inicialmente, as fibras foram cortadas de forma aleatoria e submetidas a separacao por
peneiras de diferentes malhas. Entretanto, esse procedimento mostrou-se pouco eficiente, pois as
fibras precisavam ser umedecidas, apresentavam longo tempo de secagem e ndo permitiram
precisdo adequada na definicdo dos tamanhos (Figura 01 D). Assim, optou-se pelo corte manual
das fibras com auxilio de régua, nos tamanhos desejados, seguido da caracteriza¢ao dimensional
sob estereomicroscopio.

Figura 01: Ensaios preliminares para padronizacdo e obtencdo das microfibras experimentais. (A) Teste de
decantagdo e biodisponibilidade de diferentes tecidos sintéticos em coluna d'agua. (B-C) Detalhe do tecido Oxford
de poliéster, evidenciando a necessidade de escovagdo prévia com cerdas de aco para a separagdo das fibras antes do
processamento. (D) Tentativa de fracionamento via peneiras de diferentes malhas.

2. Bioensaio Piloto

Neste estudo piloto, foram coletados 12 individuos, os quais foram distribuidos em quatro
grupos experimentais. Cada grupo, composto por trés individuos, foi submetido a diferentes
combinagdes de tamanho e concentracdo de fibras a maior concentragdo ¢ a mesma descrita por
Moreschi et al.(2020). Desenho experimental na tabela a seguir:
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Grupos Tamanho das fibras Concentracio
Controle Sem fibras -
Grupo 01 0,5 mm 0,075 g/L

0,0375 g/L
0,01875 g/L.
Grupo 02 2,5 mm 0,075 g/L
0,0375 g/LL
0,01875 g/LL
Grupo 03 5,0 mm 0,075 g/LL
0,0375 g/LL
0,01875 g/LL

Durante a fase de exposi¢do, definiu-se um periodo de 15 dias como necessario para a
reducdo dos niveis de amodnia e da contaminagao prévia do ambiente experimental, de modo a
evitar efeitos toxicos adicionais aos individuos e facilitar a visualizagdo das membranas.
Também foi estabelecido que a oferta de 1 mL de alimento era suficiente, uma vez que volumes
maiores induziam produgdo excessiva de muco, dificultando a coleta e o processamento das
amostras. Observou-se ainda que fibras de coloracdo amarela apresentavam baixa visualizagao
sob estereomicroscopio, sendo frequentemente confundidas com material organico (Figura 02A).

As maiores concentragdes testadas comprometeram significativamente a visualizagao das
membranas filtrantes nos primeiros dias de experimento, enquanto as menores concentragoes
resultaram em baixa ingestdo pelas amostras. Diante disso, optou-se pela utilizagdo da
concentracao [0,0375 g/L] . Além disso, os tamanhos intermediarios de fibras apresentaram
elevada sobreposicdo com as demais classes, dificultando a distingdo analitica; assim, foram
selecionados apenas dois tamanhos extremos para os experimentos subsequentes.

Nas Figuras 02B e 02C, observa-se que o fendmeno de modificacdo estrutural das fibras
também ocorreu nesta etapa piloto, especialmente nos individuos expostos as fibras de maior
comprimento.
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Figura 02: Fibras de poliester amarelas recuperadas na membrana. (A) Baixa disting@o visual de fibras de coloracdo
amarela em meio ao material orgdnico e sedimento recuperado. (B-C) Evidéncia de modificagfo estrutural em fibras
de maior comprimento durante a fase piloto. Fotografias realizadas sob estereomicroscopio.

3.Dados matriz de correlacao

Para realizar as andlise de correlagdo da quantidade de MPs ingeridos com o tamanho dos

individuos e das branquias, foi utilizado os dados presentes na tabela a seguir:

Exposicdo a fibras de 4,0 mm
Tamanho do individuo (mm) | Tamanho das branquias (mm) Qli‘:;:g::: ;:nz?v?g‘ﬂas
110,43 50,25 4912
124,12 58,61 3412
12591 54 66 2327
114,21 53,81 4291
127 53 58,92 2740
130,02 497 9306
129 58 48 4395
Exposicdo a fibras de 0,9 mm)|
Tamanho do individuo (mm) | Tamanho das branguias (mm) Ql:{?;g:::: ;:nﬁé?‘ﬂas
132,37 64,98 43617
1252 54 66 73502
108,85 48 57 41597
127,76 54 97 33924
121,66 51,29 35539
111,93 485 30289
101,11 41,34 45434
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4. Fonte de contaminac¢do na exposicio as fibras de 0,9 mm

A partir do dia 21 do experimento, foi identificada contaminacao nas amostras (Figura 03A). No
referido dia, a pesquisadora utilizou uma blusa de frio de coloragdo rosa (Figura 03B). Embora a
vestimenta ndo tenha sido utilizada durante as etapas de troca de 4agua e manutencdo dos
individuos, fibras do tecido permaneceram aderidas as roupas da pesquisadora e acabaram

contaminando as amostras, resultando na presenca de fibras com diferentes tonalidades de rosa.
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— Median Line

o Mean
+ Outliers

10000
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3 5 7 9 12 14 16 19 21 23 26
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Figura 03: Identificacdo de contaminagdo externa por microfibras durante o periodo final de depuragéo. (A) Grafico
de depuragdo evidenciando um incremento atipico na quantidade de fibras nos dias 23 ¢ 26 (destaque em vermelho)

(B) Registro fotografico da vestimenta (blusa de poliéster rosa) utilizada no laboratorio.
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