Do abstrato ao concreto na problematica dos microplasticos:

Ensaios laboratoriais simples com recurso a kits comerciais

O impacte ambiental causado pelos microplasticos tem sido alvo de investigagdo pela
comunidade cientifica nos ultimos anos. Devido a ubiquidade observada e aos efeitos
adversos que provocam nos ecossistemas, torna-se imperativa uma avaliagcdo
ecotoxicolégica e monitorizagdo dos principais meios recetores destes poluentes
emergentes. Neste contexto, este trabalho apresenta ensaios ecotoxicolégicos com
recurso a kits comerciais como ferramentas promissoras de avaliagdo ambiental de
diferentes matrizes. De acordo com a literatura, verificou-se que estes kits apresentam um
elevado grau de sensibilidade que é comparavel com o de ensaios padronizados bem
estabelecidos, podendo ser uma alternativa viavel na identificacdo de efeitos nocivos
causados pelos microplasticos. Por outro lado, por permitirem a obtengdo de resultados de
forma simples e célere, podem ser (teis em contexto escolar, contribuindo para o aumento

da literacia cientifica.
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toxicologia e quimica ambiental

D INTRODUCAO

Desde a década de 40 que o plastico é produzido em massa e de forma crescente ao longo dos anos. A sua
natureza polimérica sintética/semissintética de elevada massa molecular, resultante da polimerizagdo de
mondémeros derivados de fontes petroquimicas (Fu et al., 2020), confere ao plastico alta durabilidade e

persisténcia no meio ambiente (Figueiredo et al., 2018).

Devido a sua versatilidade, o plastico é largamente utilizado (Mammo et al., 2020). Entre as indUstrias que
mais consomem plastico e derivados destacam-se as que operam nas areas da saude, construcéo civil, téxtil,
transportes e agricultura (Bahl et al., 2020). Algumas das utilizacdes compreendem o uso de plastico como
material impermeavel e de protecdo contra fatores bidticos/abidticos, embalamento de produtos e
medicamentos, producdo de pegas e instrumentos para a area automovel, producéo de vestuario de origem
sintética, condicionadores do solo (espuma de poliuretano e flocos de poliestireno), controlo de pragas,

sistemas de irrigacao, entre outros (Beriot et al., 2020; Ng et al., 2018).

As caracteristicas fisico-quimicas dos plasticos, aliadas a ma utilizacédo e gestédo dos seus residuos e a uma
falta de atencgdo por parte das entidades competentes e indiferenga ambiental por parte do consumidor, levou
a acumulacao em quantidades significativas destes produtos no meio ambiente, tendo ja sido encontrados no
ar, no solo e na 4gua, mesmo nos locais mais inéspitos do planeta (Chen et al., 2021; Mammo et al., 2020;
Scalenghe, 2018). Esta acumulagdo nos diversos compartimentos ambientais acarreta graves
consequéncias, sobretudo no meio aquatico e na sua biota sendo este um dos grandes reservatérios do

planeta, para estes e outros residuos.

Um problema acrescido prende-se com o facto de os polimeros de plastico, por acédo de fatores ambientais
(e.g. luz, radiacéo, U.V., temperatura), transporte e abrasdo, se tornarem materiais de menores dimensdes e
de facil translocacdo. Adicionalmente, o fendmeno de alteracdes climéticas (e.g. forte precipitacao, diferencas
significativas na pressdo atmosférica, ondas de calor), intensificado pelo ser humano, potencia ndo s6 a
translocacéo destes materiais nos ecossistemas como também a ressuspenséo de particulas nas massas de
agua (Beriot et al., 2020).

Os microplasticos (Figura 1) de dimenséo inferior a 5 mm (Mammo et al.,
2020; Saavedra et al., 2019; Triebskorn et al., 2019) podem ser classificados
como primarios quando sdo produzidos e incorporados em produtos de
natureza diversa, com estas dimensfes; ou como secundarios quando
resultam da degradacdo fisica e/ou quimica de macroplasticos, pelos
processos acima referidos, mas que podem ainda ser potenciados pela acéo
da biota aquatica (Payton et al., 2020) e terrestre (Abel et al., 2019; Kwak &
An, 2021).

Devido ao seu tamanho microscOpico, estas particulas tornam-se
bioacessiveis (Holmes et al., 2020) para uma pandplia imensa de organismos

gue séo de extrema importancia para os ecossistemas em que se encontram

e para as fungdes que garantem muitos dos servigos desses ecossistemas.

FIGURA 1: Micropléasticos de
O impacte causado pode ser elevado e transferido ao longo das cadeias  dimens&o inferior a 50 um.
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troficas através de processos de bioacumulacao/bioamplificacdo (Procter et al., 2019).

Fisicamente, devido a heterogeneidade dos materiais relativamente a forma e ao tamanho (Wagner et al.
2020), os microplasticos podem, por exemplo, interferir com processos digestivos causando bloqueios
intestinais, reduzindo assim a alimentacdo e assimilacdo energética por parte dos organismos e,
eventualmente, comprometendo a fertilidade dos mesmos. Os efeitos estdo normalmente relacionados com
o tamanho dos microplasticos, sendo que particulas com tamanho superior podem nao ser ingeridas devido
a limitada amplitude bucal do organismo presente (Kim & An, 2020; Zhang et al., 2020), enquanto particulas
de tamanho inferior a 0.5 ym (nanoplasticos), podem induzir exposi¢ao sistémica e penetrar através dos
orgédos (Botterell et al., 2020; Rainieri & Barranco, 2019).

Quimicamente, e devido a variedade de polimeros e aditivos que os constituem, os microplasticos podem
provocar efeitos toxicos nos organismos como por exemplo a reducao da fertilidade e/ou o aumento da taxa
de mortalidade dos mesmos (Wagner et al., 2020). Adicionalmente, os microplasticos tém a capacidade de
adsorverem compostos quimicos toxicos, potenciando efeitos adversos na biota presente seja a nivel terrestre
ou aqudtico (Khalid et al., 2021; Rodriguez-Seijo et al., 2019; Tourinho et al., 2019).

Ecologicamente, os microplasticos tém a capacidade de transportar espécies invasoras por longas distancias
para novos habitat, levando & perda de biodiversidade endémica, ocorréncia de pragas e doengas com

possiveis consequéncias econémicas (Khalid et al., 2021).

Devido a ubiquidade dos microplasticos (Mammo et al., 2020) e aos efeitos adversos que impactam os
ecossistemas, extrema atencéo deve ser dada a esta problematica na tentativa de reduzir os seus efeitos e
promover a sustentabilidade ambiental. Tendo em conta a dificuldade e quase impossibilidade de remover os
microplasticos do meio ambiente, torna-se imperativo alterar comportamentos. E necessario adotar uma

mentalidade consciente e ecoldgica a fim de evitar novas entradas de cargas poluentes nos ecossistemas.

De um ponto de vista preventivo, e de modo a reduzir a poluicdo e os potenciais efeitos causados pelos
microplasticos, uma avaliacdo e monitorizacdo da qualidade do meio aquético e do meio terrestre é de
extrema importancia (Mankiewicz-boczek et al., 2008; DQA., 2000). O principal objetivo de uma monitorizacdo
efetiva e eficaz consiste na reducdo dos efeitos nocivos ao ambiente/ecossistema e na sua previsdo e

prevencao.

De um ponto de vista educacional, e para que se consiga diminuir a pegada ecoldgica provocada pelo Homem,
acOes de consciencializacdo deveriam estar presentes com maior intensidade na sociedade atual e o tema
deveria ser abordado tendo em conta o publico-alvo em questdo. Do mesmo modo, o ensino de disciplinas
especificamente direcionadas para Cidadania Ambiental, sobretudo nas geracdes mais jovens, poderia ser
fundamental para colmatar vérias lacunas no conhecimento geral da populagéo relativas aos efeitos que o

comportamento do ser humano pode provocar nos ecossistemas.

Este trabalho tem como objetivo alertar a populacdo para a decadéncia ambiental provocada pelos
microplasticos e para a possibilidade de reverter esta tendéncia negativa. Serdo apresentadas metodologias
gue poderao ser usadas para a monitorizacdo ambiental, como também servir de apoio ao ensino basico, na
area das ciéncias naturais (e.g. politica dos 5R), e secundario, na area da biologia (e.g. destruicdo de habitats
e perda de biodiversidade) e fisico-quimica (e.g. degradacdo de polimeros e durabilidade dos materiais),

elucidando a comunidade jovem para a problematica dos microplasticos e poluicdo em geral.

Silva et al. 2021 « CAPTAR X(X): XX-XX 2



toxicologia e quimica ambiental
D FERRAMENTAS DE MONITORIZACAO ECOTOXICOLOGICA

Uma monitorizacdo completa e sensivel as alteracdes sofridas pelos sistemas ndo deve incluir apenas
parametros fisicos e quimicos tradicionais, mas também parametros bioldgicos de diferentes tipos e com
possibilidade de recurso a diferentes metodologias (Kokkali & Delft, 2014). Neste contexto, a utilizacdo de
modelos bioldgicos é recomendada, visto que organismos vivos conseguem medir respostas integradas a
vérias substancias toxicas e néo tdxicas presentes numa determinada matriz. Isto é, organismos de diferentes
sensibilidades conseguem detetar efeitos sinergéticos ou antagonicos de misturas de substancias, assim
como identificar as doses as quais esses efeitos ocorrem, por ultrapassarem a capacidade de regulagédo e de
destoxificacdo dos organismos. Efeitos estes que seriam negligenciados caso se realizassem apenas analises

fisico-quimicas individuais a cada composto (Kokkali & Delft, 2014; Szara et al., 2020).

Para que se proceda a realizacdo de uma monitorizacdo completa e imparcial, ensaios ecotoxicolégicos
padronizados pelas organiza¢cdes com competéncias para o efeito (e.g. ISO - Organizacao Internacional de
Normaliza¢éo, OCDE - Organizagéo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico, AFNOR - Association
Francaise de Normalisation) tém vindo a ser usados em muitos paises, até com suporte regulamentar (DQA.,
2000) para avaliagdo de matrizes ambientais. Ndo obstante a sua relevancia, discute-se atualmente a
adequacéao dos protocolos padronizados, inicialmente desenvolvidos para substancias quimicas, para novos
contaminantes emergentes como nanomateriais e os residuos de plastico (micro e nanoplasticos) dadas as
suas propriedades particulares, que se caracterizam entre outros aspetos pelo baixa solubilidade e potencial

de agregacéao.

Para que as avaliagcdes ecotoxicoldgicas possam refletir os efeitos nos sistemas afetados, as baterias de
ensaios a realizar devem incluir organismos de diferentes niveis troficos, com diferentes vias de exposi¢céo e
diferentes niveis de sensibilidade, desde microalgas, plantas, invertebrados, peixes, bactérias, entre outros.
De um modo geral, um bom modelo biol6gico, para 0os ensaios ecotoxicoldgicos, é um organismo com as
seguintes caracteristicas: representativo de um determinado nivel de sensibilidade dentro de uma gama mais
vasta que se pretende caracterizar; de distribuicdo ampla e abundante; autdctone ou representativo do
ecossistema a estudar; importancia ecoldgica, recreativa ou comercial; suscetivel de ser mantido e
manipulado laboratorialmente; autoecologia, fisiologia e etologia bem conhecidas e devem permitir

extrapolacoes.

No entanto, a monitorizacdo da toxicidade com o auxilio a modelos biol6gicos apresenta algumas
desvantagens, como por exemplo ser um processo moroso, requerendo ndo sé as condicbes e material
adequado para a elaboracdo do ensaio como também mao-de-obra qualificada para manter as culturas de
organismos-teste. Com todos estes requisitos, 0s custos das avaliagdes ecotoxicologicas inevitavelmente
aumentam (Kokkali & Delft, 2014; Marsalek & Rojickova-Padrtova, 2000). Assim, uma alternativa pratica
consiste na utilizacéo de kits comerciais para realizagcao de ensaios ecotoxicoldgicos. De uma forma geral, os
kits comerciais utilizam um determinado organismo com base nas suas caracteristicas (ciclo de vida,
sensibilidade a téxicos, modo de vida) e matrizes ambientais a testar (agua, solo, sedimento), e medem
parametros especificos (mortalidade, imobilizacéo, crescimento, inibicdo alimentar, bioluminescéncia,
germinacao, entre outros) determinando concentracdes efetivas para os mesmos (CEsp — concentracdo que
causa uma inibicdo de 50% no parametro analisado ou que afeta 50% dos organismos testados. Os kits

ecotoxicoldgicos séo particularmente apropriados para testes de rotina, quando nédo existem as condi¢des e
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a experiéncia necessaria acima referidas, mas também para utilizagdes pontuais, uma vez que usam bactérias
liofilizadas, ovos dormentes de invertebrados ou algas imobilizadas e, portanto, séo totalmente independentes
da necessidade de manutencéo laboratorial de culturas de stock de organismos-teste, mais apropriadas para

avaliacdes de rotina (Marsalek & Rojickova-Padrtova, 2000).

Atualmente podem-se encontrar varios tipos de kits, disponiveis comercialmente (Tabela I) que, por utilizarem

organismos e parametros distintos, se adequam as mais diversas necessidades.

TABELA I: Exemplos de kits comerciais para avaliagdo ecotoxicoldgica e respetivas caracteristicas.

Kit

ALGALTOXKIT®
Fresh water

ALGALTOXKIT®
Marine water

CERIODAPHTOXKIT F®

DAPHTOXKIT F®
magna

OSTRACODTOXKIT F®

PHYTOTOXKIT®
SOLID SAMPLES

RAPIDTOXKIT®

ROTOXKIT®

THAMNOTOXKIT F®

Espécie

FW: Raphidocelis
subcapitata

MW: Phaeodactylum

tricornutum

Ceriodaphnia dubia

Daphnia magna

Heterocypris
incongruens

Monocotiledénea:
Sorghum
saccharatum

Dicotiledoneas:
Lepidium sativum
Sinapis alba

Thamnocephalus
platyurus

Brachionus
calyciflorus

Thamnocephalus
platyurus

Parametro

Inibicdo de crescimento
72h

Inibicdo de crescimento
72h

Mortalidade 24 h

Inibicdo da mobilidade
24 -48 h

Mortalidade/inibicdo de
crescimento 6 dias

Monitorizagao da
germinacédo de
sementes e
crescimento inicial 72h

Inibicdo alimentar 1h

Mortalidade 24h

Mortalidade 24h

Amostra a testar

FW: Efluentes, aguas
superficiais/residuais, aquiferos,
elutriados

MW: Aguas costeiras/estuarinas,
efluentes/elutriados salinizados

Efluentes, aguas
superficiais/residuais, aquiferos,
elutriados

Efluentes, aguas
superficiais/residuais, aquiferos,
elutriados

Sedimentos, solos e residuos sélidos

Solos, lamas, efluentes,
pesticidas/biocidas, residuos sdlidos

Efluentes, aguas
superficiais/residuais, aquiferos,
elutriados

Efluentes, aguas
superficiais/residuais, aquiferos,
elutriados

Efluentes, aguas
superficiais/residuais, aquiferos,
elutriados, biotoxinas

FW (Freshwater) — Agua doce; MW (Marine water) — Agua salgada; Todos os kits sdo marca registada da empresa
Microbiotests Inc., 2001 (https://www.microbiotests.com/)

Tendo em conta a sua simplicidade e flexibilidade, os kits disponiveis permitem elaborar diferentes tipos de
ensaios e desenhos experimentais respondendo as necessidades do utilizador e aos objetivos pretendidos.
E possivel avaliar diferentes tempos de exposicéo e diferentes meios, avaliar parametros letais ou sub-letais,

alterar o numero de réplicas e testar um conjunto alargado de amostras simultaneamente.

Apesar de serem executados com relativa facilidade, é necessario a elaboracdo de um bom desenho
experimental tendo em conta o parametro a ser testado e a escolha do organismo, numero de réplicas e

tempos de exposicao adequados a fim de se obterem resultados fidedignos. Para além disso, 0s organismos
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presentes nos kits tém de ser utilizados de acordo com as recomendacdes que constam no procedimento,
atendendo a especificidade de janelas temporarias criticas que, se ndo forem cumpridas, comprometem o

ensaio.

D UTILIZAGCAO DE KITS COMERCIAIS EM ECOTOXICOLOGIA

Nos ultimos anos, varios trabalhos na area da toxicologia ambiental com recurso a kits comerciais tém vindo

a ser publicados com resultados promissores e equiparaveis aos procedimentos padronizados.

A titulo de exemplo, o trabalho realizado por Szara et al. (2020) teve como objetivo criar misturas inovadoras,
compostas por sedimentos presentes no leito dos rios e diversos tipos de residuos (residuos de celulose,
cinzas, cascas de café e lamas provenientes do tratamento de aguas), para serem utilizados como substrato
para plantacdo agricola e ornamental. Para avaliar cada mistura realizaram uma série de testes
ecotoxicoldgicos, incluindo o RapidToxKit®, PhytotoxKit® e Ostracodtoxkit®. As amostras a testar foram
preparadas tendo em conta as caracteristicas de cada kit (e.g. RapidToxKit® - elutriados; Phytotoxkit® —
sedimentos; Ostracodtoxkit® — solucdo com sedimentos) e comparadas com o controlo (sedimento do leito
ou o respetivo elutriado). Os autores verificaram que a mistura com residuos de celulose apresentava-se
como sendo a mais téxica inibindo significativamente a ingestdo de alimento pelo crustaceo T. platyurus
(RapidToxKit®), a germinagéo e crescimento de plantas (Phytoxkit®) e por fim, o crescimento do ostracéde
(Ostracodtoxkit®). Pelo contrario, a mistura com as lamas revelou ser a menos téxica, promovendo até
estimulacdo no crescimento das plantas. Este estudo demonstrou o potencial de utilizagdo de kits comerciais
como ferramentas para avaliagbes ambientais, incorporando diversas variaveis e desenhos experimentais

mais complexos.

Mavakala et al. (2016) utilizou o RapidToxKit® e o Ostracodtoxkit® para avaliar o potencial efeito toxico de
lixiviados e sedimentos recolhidos de uma lagoa de drenagem em quatro pontos de amostragem numa lixeira,
respetivamente. Para maior representatividade, a amostragem foi feita no periodo seco (maio a agosto) e no
periodo chuvoso (janeiro a abril). Para o RapidToxKit®, submeteram os organismos aos lixiviados sem
diluicdo e diluidos 10, 100 e 1000 vezes, perfazendo um total de quatro concentragdes com um tempo de
exposicdo de 60 min. Para o Ostracodtoxkit®, mediram os efeitos cronicos da exposicdo aos sedimentos a
testar durante 6 dias. Os resultados obtidos para o RapidToxKit® apresentaram uma taxa de inibicdo de 100%
para todos os pontos/periodos de amostragem para as concentracdes ndo diluidas. No entanto, para as
concentragdes diluidas, verificaram taxas de inibicao superiores no periodo chuvoso comparativamente ao
periodo seco. Em relagdo ao Ostracodtoxkit®, e de forma semelhante, verificaram maior percentagem de
mortalidade no periodo chuvoso (100%), quando comparado com o periodo seco (28,4% a 100%). De acordo
com os autores, os resultados indicaram que as amostras recolhidas, quer dos lixiviados, quer dos sedimentos
oriundos da lagoa de drenagem no periodo chuvoso apresentavam toxicidade superior, possivelmente devido
ao fenédmeno de percolagéo, um facto verificado por ambos os kits e que foi avaliado de forma diferente tendo

em conta as matrizes liquidas e soélidas testadas.
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D POTENCIAL DOS KITS COMERCIAIS PARA AVALIACAO DOS EFEITOS DE MICRO/
NANOPLASTICOS

Recentemente, varios artigos tém referido o uso de kits comerciais para avaliacdo destes poluentes

emergentes.

O trabalho realizado por Saavedra et al. (2019) teve como objetivo aprofundar conhecimento relativamente
ao comportamento dos micro/nanoplasticos em ambiente aquatico e efeitos causados pelos mesmos no
zooplancton. Para o efeito, foram escolhidas nanoesferas com 200 nm de amidina e poliestireno-carboxila
como residuos plasticos modelo e trés kits (DaphToxKitF®; RotoxKit®; ThamnoToxKit®) com espécies
diferentes para maior representatividade do meio aquatico. Os organismos foram expostos a concentracdes
crescentes (10 — 400 mg/L) de nanoesferas na presenca ou auséncia de alginato/acido humico (usados como
modelos de matéria organica). Os resultados obtidos, transversais aos trés kits utilizados, demonstram um
efeito tdxico crescente com o aumento gradual das concentracdes e ainda que os compostos de amidina
apresentaram maior toxicidade quando comparados com 0s compostos de poliestireno-carboxila. Verificaram
ainda, atendendo aos CEso registados, uma sensibilidade decrescente comecando pelo DaphToxKit®,
seguido de RotoxKit® e por fim ThamnoToxKit®. Adicionalmente, na presenc¢a de matéria organica, os efeitos
negativos causados pelas nanoesferas foram significativamente reduzidos, resultando num aumento dos

valores de CEso para todos 0s organismos.

Naha et al. (2009) tentaram caracterizar e avaliar a toxicidade de Poli N-isopropilacrilamida (PNIPAM)
isoladamente e em mistura com N-terc-butilacrilamida (PNIPAM/BAM), dois polimeros que fazem parte da
constituicdo de plasticos. Para o efeito, escolheram uma bateria de ensaios incluindo o uso do kit comercial
ThamnoToxKit® e a realiza¢éo de trés ensaios padronizados, nomeadamente o ensaio de Microtox® (bactéria
Vibrio fischeri), o ensaio de inibicdo de crescimento com a microalga R. subcapitata e o ensaio de imobilizagéo
com D. magna. Foram testadas diferentes concentragbes, previamente escolhidas como tendo efeito
observavel nos organismos, e 0s ensaios seguiram as indicagdes presentes nos respetivos protocolos. Os
organismos-teste apresentaram sensibilidades distintas para cada um dos compostos. Concluiu-se que, para
as condigBes a testar, compostos quimicos foram mais tdxicos para 0s crustaceos e a bactéria,
comparativamente a microalga. Adicionalmente, verificou-se que o uso do kit comercial demonstrou, uma vez
mais, sensibilidade comparavel a de ensaios padronizados para a avaliacdo de compostos constituintes dos

microplasticos.

O trabalho realizado por Casado et al. (2013) pretendeu comparar a sensibilidade de uma série de testes
ecotoxicoldgicos, avaliando o potencial efeito provocado por varios compostos, entre eles nanoplasticos de
poliestireno com diferentes diametros. A bateria de testes escolhida foi idéntica & do estudo anterior. As
concentracdes testadas foram escolhidas de acordo com ensaios realizados previamente. Os autores
registaram efeitos toxicos em todos os testes realizados a exce¢do do ensaio Microtox®. A toxicidade dos

nanoplasticos demonstrou estar relacionada com o seu diametro.

Concluindo, a aplicacdo de kits comerciais na avaliacdo de poluentes emergentes, nomeadamente nano e

microplasticos, demonstram sensibilidade suficiente e equiparavel a de ensaios padronizados.
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D KITS DE ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS PARA FINS EDUCATIVOS

Os kits de ensaios ecotoxicoldgicos, pelas razdes descritas acima, podem igualmente ser excelentes
ferramentas para o ensino experimental da ecotoxicologia a nivel do ensino superior, ou para abordar
tematicas de contaminacdo ambiental no ensino basico e secundario. Como por exemplo na area de
remediacdo ambiental de matrizes liquidas e soélidas, na abordagem aos poluentes emergentes e fenémenos
de eutrofizacédo e consequente aparecimento de toxinas, a nivel de avaliagdo de novos compostos quimicos
e farmacolégicos, podendo ainda potenciar a mudangca comportamental e a necessidade de adocédo de

tecnologias ecologicas e sustentaveis.

Para melhor compreensao do funcionamento dos kits comerciais, tendo em conta o perfil e potencial dos
mesmos em contexto escolar, seja para uma melhor aprendizagem teérico-pratica e/ou como forma de
consciencializacdo para as consequéncias da poluicdo generalizada, ou para os efeitos de determinados
contaminantes especificos (e.g. os microplasticos) apresenta-se de seguida uma clarificacao do protocolo de

um kit, 0 RapidToxKit® (Microbiotest Inc.), para promover a sua utilizagdo nos diferentes niveis de ensino.

Protocolo RapidToxKit

O RapidToxKit®, tal como o nome indica, € um kit especifico para matrizes de agua doce capaz de produzir
resultados ecotoxicoldgicos de forma rapida (15 a 60 minutos). Avalia o efeito que potenciais contaminantes
gue se encontrem em solucdo/suspensdo no meio teste provocam na capacidade de alimentacdo do

crustaceo aquatico Thamnocephalus platyurus (Figura 2).

Principio do método

ApOs exposicao do organismo & substéncia teste, € adicionada uma suspenséo
de microesferas vermelhas que simulam o alimento. Em organismos saudaveis
e, portanto, no controlo (agua doce padrdo sem substancia teste), é expectavel
gue os organismos ingiram as microesferas, resultando numa mudanca de cor

do trato digestivo de transparente para vermelho, o que é facilmente visualizado

com recurso a um estereoscopio. Os organismos afetados pela exposicao ao .
P 9 P posi¢ FIGURA 2: Organismo-teste

téxico ou a amostras com potencial téxico, deixam de se alimentar, e, portanto, Thamnocephalus platyurus.
~ . . 3 Criado em biorender.com

ndo ingerem as microesferas ou entdo ingerem-nas em menor ndmero. A

presenca ou a auséncia de microesferas coloridas no trato digestivo dos crustaceos no seu estado larvar é

observada 15 a 30 minutos apés a adicdo das mesmas ao meio em que se encontram 0s organismos

(Microbiotests Inc., 2001).

Tendo em conta a simplicidade e flexibilidade do kit, consegue-se elaborar diferentes tipos de ensaios e
desenhos experimentais, de resposta a diferentes questfes cientificas que podem ser colocadas pelos

estudantes num exercicio de ensino-aprendizagem centrado na resolucéo de problemas.

O organismo-teste T. platyurus habita o meio aquatico de agua doce, desempenhando fun¢fes importantes
para o bom funcionamento do ecossistema (Brausch & Smith, 2009a). Sendo organismos filtradores
(herbivoros e detritivoros), estes crustaceos alimentam-se de particulas presentes na coluna de agua,

diminuindo a carga orgénica do meio e servem ainda de alimento para niveis troficos superiores. A facil
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manipulacdo em laboratério (curto ciclo de vida e ovos em estado dormente de facil eclosdo), a sua
importancia ecoldgica, a abundante distribuicdo, a sua sensibilidade a xenobiéticos (Papadopoulos et al.,
2019), fisiologia e etologia bem caracterizadas tornam este crustaceo um bom organismo teste. Brausch &
Smith (2009b) verificaram ainda adaptac¢8es intraespecificas relativamente & sensibilidade apresentada em
organismos que habitam locais rodeados por flora nativa em comparagdo a organismos que habitam locais
rodeados por campos agricolas. A permanéncia em habitats fustigados por agentes fitossanitarios desenvolve
um certo grau de resisténcia relativamente a organismos da mesma espécie que habitam locais menos

poluidos.

Cada kit inclui 2 tubos com cistos! (Figura 3) em estado dormente, frasco com agua doce (meio de
manutencdo dos organismos), 3 frascos de incubacao Figura 4), 3 tubos de ensaio para transferéncia dos
organismos eclodidos (subamostragem) (Figura 5), 48 tubos de ensaio e 6 suportes (Figura 4), microesferas,
fixador (lugol - usado para sacrificar e preservar os organismos), placas de observacdo e grelhas com

contraste para facilitar a contagem (Figura 6). Material necessario ndo incluido: micropipetas, camara

incubadora, vértex (opcional) e estereoscopio (lupa).

FIGURA 3: Tubos com cistos hidratados.

FIGURA 5: Tubos de ensaio, de subamostragem e FIGURA 6: Placas de observacdo com grelha de

suportes. contagem com contraste. Vista normal (cima) e vista
com lupa (baixo).

1 Estruturas homélogas a ovos
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Metodologia do ensaio (Microbiotests Inc., 2001)

1. Pré-
hidratagdo

2. Ecloséo dos
cistos

3. Preparagéo
das solucgbes a
testar

4. Exposi¢ao
dos organismos
a substancia
teste

5. Adi¢éo das
microesferas

6. Fixacdo dos
organismos

7. Visualizacdo
e contagem dos
organismos

8. Critérios de
validacao,
célculos e
interpretacdo
dos resultados
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« Abrir tubo de cistos e adicionar 1 mL de dgua doce padronizada;
* Fechar o tubo, agitar levemente para suspender todos os cistos e deixar 1 hora em repouso a
temperatura ambiente.

* Despejar todo o contetdo do tubo no frasco de incubagéo e, com um 1 mL fazer uma nova
transferéncia, certificando que todos os cistos sao transferidos;

+ Adicionar 8 mL de &gua doce ao frasco de incubacéo, abanar gentilmente para homogeneizar a
amostra e colocar na camara;

* Incubar por 30 h a 45 h, a 25°C sob iluminagdo continua (3000-4000 lux).

* Encher os tubos de ensaio com o controlo (ASTM/agua doce padrao) e com as solugdes teste
(aproximadamente 5 mL por tubo de ensaio);
* Repetir 0 passo anterior para todas as réplicas.

* Retirar o frasco com os organismos eclodidos da camara de incubacao, agitar suavemente
garantindo que todos os organismos estdo em suspensao e transferir, num movimento rapido, todo
0 conteddo para o tubo de subamostragem;

* Calibrar a micropipeta de 1 mL para 0,50 mL, colocar a ponta aproximadamente a meio do tubo de
subamostragem, ressuspender 0s organismos e transferir 0,50 mL da suspenséo larvar para cada
tubo de ensaio, repetindo o procedimento em cada transferéncia,;

* Tapar todos os tubos, coloca-los na cAmara incubadora a 25°C, sem luz, por 15 min, 30 min ou 60
min (consoante os objetivos do estudo).

* Agitar vigorosamente o frasco que contém as microesferas vermelhas, se possivel usando um
voértex, para obtencdo de uma mistura homogénea;

* Adicionar 0,20 mL da suspensé&o de microesferas a cada um dos tubos de ensaio;

* Tapar todos os tubos de ensaio, distribuir homogeneamente as microesferas e coloca-los na
incubadora entre 15 min a 30 min a 25°C sem luz.

+ Assim que terminar o tempo de contacto com as microesferas, adicionar 3 gotas do agente fixador
a cada tubo de ensaio;

* Tapar todos os tubos e aguardar aproximadamente 5 min para que 0s organismos mortos
sedimentem no fundo.

* Retirar os organismos de cada um dos tubos de ensaio para os pogos de observagdo com a
micropipeta de 1mL calibrada para 0,30 mL;

* Colocar a ponta préximo dos organismos e, num movimento rapido, recolher o contedo;

* Esvaziar o contetdo no primeiro pogo de observacgéo;

» Com recurso a uma lupa contar o nimero total de organismos, distinguindo aqueles que
apresentem o tubo digestivo com cor avermelhada;

* Excluir todos os organismos em que ndo seja possivel visualizar o tubo digestivo (opacos com cor
amarelada);

* Repetir este procedimento para todos 0s pogos.

+ Os controlos devem apresentar uma taxa de ingestdo = 50%, caso contrario o ensaio € invalido e
deve ser descartado.

*Para cada conjunto de réplicas deve-se calcular a % média de ingestao;

* A % de inibicdo de ingestao, calcula-se de acordo com a seguinte formula:

- . . % média de ingestdo no controlo — % média de ingestdo na amostra
%inibicdo de ingestdo = — - — x 100
% média de ingestdo no controlo

* % de inibicdo de ingestao 230% sugere forte suspeita de compostos indesejaveis (toxicidade) nas
amostras testadas.
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D VANTAGENS E LIMITACOES DOS KITS COMERCIAIS

Uma das vantagens da utilizacdo de kits é a inclusédo de todo o material consumivel necessario a realizacao
do protocolo, com a replicacdo adequada. Deste modo, podem-se obter resultados fiaveis de forma simples
e rapida, evitando qualquer tipo de cultivo ou manutencéo de organismos-teste. Assim, ha uma reducdo dos
eventuais custos da experiéncia e requisitos que de outro modo poderiam comprometer a realizacdo destes
ensaios em contexto escolar. No entanto, o material que acompanha o kit ndo é reutilizavel constituindo uma
carga residual acrescida (Kokkali & Delft, 2014; Microbiotests Inc., 2001), um aspeto negativo sobretudo para

aplicacdes de rotina, e ndo para fins educacionais.

Outra limitac&o, dependendo do kit utilizado, é a necessidade de equipamentos para a eclosao e crescimento
dos organismos em condicdes especificas (estufas; camaras de incubacédo), concentracdo e/ou separacao
de fases liquidas e soélidas (centrifuga), visualizacdo e obtencdo de resultados (lupa; mesa de luz;
espetrofotémetro). Apesar de serem equipamentos comuns em ambiente laboratorial, mesmo em escolas
secundérias e de ensino basico, como ndo vém incluidos com os kits, podem impedir a realizacéo plena dos
mesmos. Contudo, e no caso do kit em andlise nesta publicag&o, as condi¢des exigidas podem, com alguma

criatividade, serem obtidas com facilidade (e.g. sala com temperatura e luminosidade controladas).

Os organismos possuem janelas temporarias criticas de desenvolvimento e de diferentes
caracteristicas/sensibilidades que devem ser respeitadas de acordo com o protocolo do kit. Por exemplo, os
organismos do RapidToxKit, devem ser usados exatamente no periodo compreendido entre as 30 — 45 h apés
incubagédo. Antes das 30 h, ndo apresentam um tubo digestivo completo, sobrevivendo das reservas vitelinas
e, portanto, sem capacidade de ingestdo. Acima das 45 h apds incubacgéo, os organismos podem sofrer de
inanicdo (fome), comprometendo o seu fitness e capacidade de ingestdo das microesferas.

Adicionalmente, no caso deste kit em especifico, ndo existe instrugéo clara de que ndo possa ser utilizado de
forma faseada. No entanto alguns componentes, nomeadamente as microesferas, demonstraram uma
degradacéo significativa quando, depois de abertas, se tentaram conservar no frigorifico, comprometendo
posteriores fases do ensaio. De referir ainda que, na etapa 2, eclosdo dos cistos, apesar da lavagem do tubo
recomendada pelo fornecedor ser de 1 mL, os restantes 8 mL a adicionar devem também ser utilizados, um

a um, como lavagem, de forma a garantir que todos cistos sejam transferidos para o frasco de incubacéo.

De um ponto de vista cientifico, € necessério ter em conta a variabilidade bioldgica existente sendo que nem
todos os organismos reagem da mesma forma quando presentes nas mesmas condi¢des. De facto, esta &
uma limitacdo transversal a todos os ensaios com organismos vivos podendo nédo haver sincronizacdo, por
exemplo, na eclosdo e crescimento de organismos e germinacao de sementes. Mas este problema sé se

ultrapassa com a correta replicagéo.

Assim, é possivel que a percentagem de organismos saudaveis/aptos para o ensaio, em cada réplica, ndo
seja total, havendo um minimo necessario para a validagcao do ensaio, que deve ser garantido nos controlos
permitindo desta forma uma comparacéo equilibrada com as réplicas das amostras analisadas (Kokkali &
Delft, 2014; Microbiotests Inc., 2001).
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D CONCLUSAO

Os avancos técnico-cientificos na area da ecotoxicologia tornaram evidente a necessidade de utilizar modelos
biolégicos nas mais variadas avaliacGes e permitiram o desenvolvimento de ferramentas de monitorizacao
ambiental e toxicolégica mais abrangentes e eficazes. Ao longo dos ultimos anos, os kits comerciais tém-se

demonstrado uma ferramenta fiavel, pratica e econémica e as suas aplicagdes sao cada vez mais amplas.

Perante novos tipos de poluentes existem muitas questfes a serem respondidas, o caso dos microplasticos
nao é excecgdo. Neste contexto, e por incluirem uma vasta gama de organismos-teste, cada vez mais trabalhos
de pesquisa com microplasticos tém vindo a ser desenvolvidos com recurso a kits comerciais para a avaliagao
dos seus efeitos ecotoxicoldgicos. Até ao momento, e considerando a sua aplicacdo com outras substancias
potencialmente téxicas, a utilizacdo deste tipo de kits tem-se demonstrado promissora, apresentando um

elevado grau de sensibilidade que é comparavel com o de ensaios padronizados bem estabelecidos.

Por outro lado, a educacéo permite sensibilizar as geragcbes mais jovens para os efeitos negativos causados
nédo so6 pelos microplasticos, mas também por outros poluentes. Através da experimentacdo e contacto com
pratico com a vertente cientifica, visualizando o efeito que poluentes causam em determinados organismos,
ocorre, mais facilmente, uma interiorizacdo llcida e consciente por parte do individuo, alertando-o para a
problemética da poluigdo. Assim, os kits comerciais poder&o ser uma mais-valia em contexto escolar, uma
vez que, pela facilidade de realizagdo, permitem demonstrar, de forma simples, como se realizam ensaios

toxicolégicos, consolidando conceitos e contribuindo para a literacia cientifica.
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