Universidade de Sao Paulo
Instituto de Biociéncias

Departamento de Fisiologia Geral

Liv Goldstein Ascer

Efeitos de Microplasticos na
Fisiologia do Mexilhao Perna perna

(Bivalvia:Mytilidae)

Sdo Paulo
2015



Liv Goldstein Ascer

Efeitos de Microplasticos na
Fisiologia do Mexilhao Perna perna
(Bivalvia:Mytilidae)

Microplastics effects on the physiology of the Mussel Perna

perna (Bivalvia:Mytilidae)

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sé&o
Paulo, para a obtencdo de Titulo de
Mestre em Ciéncias, na Area de
Fisiologia Geral.

Orientador: Prof. Dr. Marcio Reis
Custddio

Sao Paulo
2015



FICHA CATALOGRAFICA

Ascer, Liv Goldstein.

Efeitos de Micropldsticos na Fisiologia do Mexilhdo Perna perna
(Bivalvia: Mytilidae) / Liv Goldstein Ascer ; orientador Marcio Reis
Custdédio. -- Sdo Paulo, 2015.

88f.

Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Biociéncias da Universidade
de S3do Paulo. Departamento de Fisiologia Geral.

1. Microplasticos. 2. Estresse. 3. Mexilhdo. |. Custédio, Marcio Reis.
[I. Universidade de S3o Paulo. Instituto de Biociéncias. Departamento
de Fisiologia Geral. Ill. Titulo.

Comisséo Julgadora:

Prof(a).Dr.(a)

Prof.(a) Dr(a).

Prof. Dr. Marcio Reis Custédio

Orientador




Dedico este trabalho aquele que me
ensinou a amar e respeitar o mar e que
infelizmente ndo esta mais presente

para vé-lo finalizado.

Vo Sanyi, levarei para sempre comigo
seu legado, seus ensinamentos e sua

positividade.



“Most people say that it is the intellect which makes a great scientist.

They are wrong: it is character.”

Albert Einstein


http://www.brainyquote.com/quotes/quotes/a/alberteins121099.html
http://www.brainyquote.com/quotes/quotes/a/alberteins121099.html

AGRADECIMENTOS

Agradecer sempre me pareceu uma palavra muito forte. Até hoje. Ao pensar em todos
que permitiram que este trabalho pudesse ser realizado, so tenho esta palavra para definir

minha gratid&o.

Primeiramente eu gostaria de agradecer a orientacéo calma e segura do Prof. Dr. Méarcio
Reis Custddio. Obrigada pelas explicacdes, opinides e conversas. Sem essa tranquilidade
eu provavelmente teria sofrido mais para chegar até aqui. Agradeco também a co-
orientacdo do Prof. Dr. Alexander Turra. Obrigada por me introduzir ao mundo dos

plasticos e descobrir meu lugar no mundo.

Ao meu pai, grande médico e pesquisador, agradeco o exemplo de perseveranca, forca,
garra de sempre ir em frente, independente dos desafios que a vida nos traz. A minha mae,
pela alma de artista, leve e feliz, mas que ndo perde a oportunidade de defender suas
opiniGes com convicgdo e paixao, tracos que levo comigo. Aos dois, eu agradego por cada
conversa interminavel, cada ajuda psicoldgica e financeira, cada barreira superada. VVocés
s&o meus exemplos e meus orgulhos. A minha avo, Nina, que sempre esteve preocupada
com meu bem-estar fisico e mental esse tempo todo. Ao meu irmao Andor, pelos valiosos
conselhos e por me permitir amadurecer tanto neste periodo. A familia Goldstein Ascer,
por sempre me ouvir, muitas vezes sem me entender, e vibrar a cada conquista. Obrigada

pelo apoio e amor incondicional.

Aquele que se tornaria, no meio da escrita desta dissertacdo, um parceiro para a vida, eu
sO tenho a agradecer pela paciéncia e pelo amor que recebi de vocé ndo sé nesses 2 anos
e meio de mestrado, mas nos ultimos 6! J6, obrigada por ter sempre me escutado, se
interessado, muitas vezes secado minhas lagrimas e dado risada ao meu lado. Esse

trabalho com certeza ndo seria 0 mesmo sem sua forca e seu carinho. Eu te amo.

Agradeco a vida por ter colocado no meu caminho um exemplo de organizagéo, bondade
e paciéncia, com a qual tive o prazer de colaborar. Marina, trabalhar ao seu lado foi e é
uma honra. Obrigada por cada cronograma, cada cobranca e ensinamento. Essa parceria,
espero, € para vida, pois aléem de uma excelente pesquisadora, vocé se tornou uma grande

amiga.

Aproveito para agradecer os demais colaboradores, professores Camilo Seabra e Denis

Abéssa e suas equipes, por terem aberto as portas de seus laboratérios e dividido seus



conhecimentos. Aos colegas de LabCel, Hermann, Nilvea, Isa, Paty, Jaque, Pri, Vinicius,
Michelle e Leo, obrigada pela paciéncia e pelos inumeros cafés! Ao Végner pelos litros
e litros de reagentes! A galera do LabManejo, vocés s&o muitos, mas estdo todos no meu
pensamento! Obrigada por sempre me receberem tdo bem! Aos amigos de longa data, Gi,
Ju, Alex e K4, agradeco cada dia que passa por ter vocés comigo. Estela, Ariane, Ligia,
Clau e Bia, obrigada pelo apoio sempre! Agradeco a CAPES pelo auxilio financeiro

fornecido nesses dois anos e a SisBio pela concesséo da licenga para coleta dos mexilhdes.

A todos aqueles que indireta ou diretamente contribuiram para a realizacao deste trabalho:
Muito Obrigadal



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt sttt sttt e e be bt enesbeneas 1
AB ST RACT et e e e e nnres 2
Lo INEFOTUGED ...t bbbttt bbbt 3
S R I (o I8 \V/ - V1o o TP 3
1.2 POIUIGAO POF PIASHICO.....ceiueeiiiiieieeie st 4
1.2.1  OS MaCIOPIASHICOS .....cuveviicieeie et 6
122 OS MICIOPIASLICOS ..ottt 6

1.3 AditivOS € CONAMINGNTES .......eiieiiieieiie e e e nes 7
131 AGITIVOS ittt bttt bbbt nneas 7
1.3.2  CONtAMINANTES ...vviiieieiieiiesie sttt st sre st sbeeneas 9

1.4 Impactos dos microplasticos em organismos marinhos...........cccceeeerereneneenn 10

2. ODJBLIVOS. ...t 12
3. Materiais € MELOUOS .......ccvcveeieieieiece et e e b nresreene e 13
3.10rganismOo MOTEIO ........ccviiiiiiiie e 13
3.2 Modelo de MICIOPIASLICO .......ecveiieiieie e 13
3.3 Desenho EXPErimental..........c.cceiiiiieiiiiiciecie et 14
3.4 ENSaios DIOCEIUIAIES .........ccveiiieiiece e 15
3.4.1 Quantificacdo das proteinas totais das amostras analisadas. ......................... 15
3.4.2 Ensaio de LIPOPErOXidaAGHD ......c.evverviriiriiiiieiieieiie s 17
3.4.3 Ensaio de Precipitagio AlCAliNG ............cooviiiiiiiiicee e 17
3.4.4 Ensaio do Tempo de Retencdo do Vermelho Neutro ..........cccocevevencicninnne. 18
3.4.5 Ensaio de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)..........ccccoevruenne. 19

3.5 Andlise da ocorréncia de contaminagdo por microplasticos in Situ...........c..c...... 20
3.5.1 Digest&o acida e identificacdo de microplastiCos...........cccceverererencnnsinne. 22

3.6 ANALISE 0E dAUOS......c.uiiiiiiieiieieiee e 22

4, RESUITAUOS. ..ottt et sttt es 23
4.1 Caracterizagdo dos microplasticos presentes em COSMELICOS. .......cccoervrvrereanns 23

4.2. Caracterizacdo dos microplasticos adquiridos da indUstria. .........cccoceeereiennnnnns 23



4.2. 1 1AENTITICAGAD ..ot 23

4.2.2 Liberagao de fLalatos..........cccooeiiiiiiiiieciee s 25
4.2.3 Morfologia dos MICrOPIASLICOS .........cerveiriiciiiieeeee e 25

i I T oTo] o 1=] €0 ) Lo Uor- T TSRS 26
4.4Dan0 a0 DNA ... 29
4.5 Tempo de Retencdo do Vermelho Neutro (TRVN) .....ccocvvevviieiiiciciiese e 33
4.6 Proteinas e ESIIESSE .......ciirieiiiirieiieisie ettt 35
4.6.1 Allograft Inflammatory Factor 1 — (AIF-1) ....c.ccceoeviiiiie e 35
4.6.2 Heat Shock Protein 70 (HSP70) ......c.cooveiiieie e 39
4.6.3 Phosphorylated P38 Mitogen Activated Protein Kinase (pP38-MAPK)....... 41

4.7 Presenca de microplasticos nos organismos em CampO. .......ccceevververreeseereesneenn 43

5. DISCUSSAD ...tttk bbbttt bt bbbttt ettt bbbt 45
5.1. Caracterizacdo dos microplasticos presentes em COSMELICO.........ccccevverervrrrennnn 45
5.2. Caracterizagdo dos microplasticos adquiridos da indUstria...........ccccecevererirnenn 45
5.3, LIPOPEIOXIAAGAD ......vevivieiieiieie ettt 47
.4 DaN0 80 DNA ..o 49
5.5 Tempo de Retengdo do Vermelho NeUtro .........cocoveiiiiniiiniccce e 50
5.6 Proteinas de ESIIESSE .......ccciiiiiiiiiieiie et 51
5.6.1 Allograft inflammatory factor 1 (AIF-1) ..o 51
5.6.2 Heat-Shock Protein 70 (HSP70)........cooiiiiiiiiiene e 52
5.6.3 Phosphorylated p38 mitogen activated protein kinase (pP38-MAPK). ........ 53

5.7 Avaliagdo Global dos BiomarCadores ..........ccccoeierererenenisieiesesie e 54
5.8. Contaminagdo por microplastico N0 CAMPO ......ocvevvereriiiiieieierere e 54

B. CONCIUSDES. ...ttt b bbb 56
7. RETEIBINCIAS ....cvieeeeteete ettt bttt b ettt b et nbe s 58
LISTA DE ILUSTRAGOES .....coovivieeceeeceeee et sen s 73
LISTADE TABELAS ...ttt 77

LISTA DE ABREVIACOES ..ottt 78



RESUMO

Dentre as diferentes polui¢fes presentes nos oceanos, o plastico é provavelmente, aquele que leva
aos maiores impactos ambientais, sendo encontrado de praias e manguezais a giros no meio dos
oceanos. Os macroplasticos, cujo tamanho é superior a 5mm, sdo maiores em volume e provocam
um impacto socioambiental importante, porém os microplasticos, fragmentos menores que 5mm,
estdo em maior quantidade e podem provocar danos em organismos marinhos filtradores como
mexilhdes e ostras. Apesar da sua grande presenca nos oceanos, ainda nao se estabeleceu com
clareza se causam efeitos somente fisicos, por um aumento de material particulado ndo organico
ingerido, ou se seus efeitos podem ser de origem quimica, devido a quantidade de contaminantes
que possuem. Para estudar o impacto que essas particulas tém em organismos filtradores, o
mexilhdo Perna perna, espécie bioindicadora abundante na costa brasileira, foi exposto a
particulas de polietileno encontradas em cosméticos nacionais. O microplastico foi adquirido
diretamente da industria e precisou ser identificado. A analise de FT-IR mostrou que o plastico
era polietileno de baixa densidade. Os organismos entdo foram expostos ao polietileno, virgem
ou lixiviado, em duas concentrac@es (0,5 g/L e 2,5 g/L) por diferentes periodos (12,24,48,96 e
144 horas). Apés os experimentos, os mexilhdes foram coletados e dissecados e a resposta de seis
biomarcadores foi analisada: O Tempo de Retencdo do Vermelho Neutro nos hemdcitos, Danos
ao DNA e Lipoperoxidacao nas branquias e os niveis de trés proteinas de estresse (AlF-1, pP38-
MAPK e HSP-70) nas glandulas digestivas. Todos os biomarcadores foram afetados pela
exposicdo ao polietileno, porém um padrdo no resultado ndo pbde ser observado. Os fatores de
exposicdo analisados (Concentracdo, Periodo e Tratamento do Plastico) individualmente, ou
combinados, levaram a respostas diferentes e até mesmo opostas em alguns casos. A coleta de
individuos de P. perna in situ na regido do Porto de Santos mostrou que todos os bancos naturais
possuem organismos contaminados. Os resultados deste trabalho mostram que a fisiologia do
mexilh&o P. perna é modificada apds a exposi¢do aguda ao polietileno. Um maior nimero de
biomarcadores deve ser analisado futuramente para elucidar quais vias estéo efetivamente sendo
ativadas ou inibidas. O alto nivel de contaminacdo dos mexilhGes da regido do porto de Santos é
um fator alarmante que deve ser discutido pela sociedade com o intuito de se criar solugdes para

o0 problema da poluicéo por pléstico nos oceanos antes que este afete a salde humana.

PALAVRAS-CHAVE: Microplasticos, microesferas, cosméticos, polietileno, mexilhdo, poluicéo

marinha.



ABSTRACT

Among all different pollutants, plastic debris is one of the main environmental impacts, being
found from beaches and mangrove to gyres in the middle of the oceans. Macroplastics, with size
above 5mm, are larger in volume and are an important social and environmental problem, but
microplastics, fragments less than 5mm can be most harmful for filter feeding animals such as
mussels and oysters. However, it is still debatable if its effects are physical, due to the increase in
indigestible material; or chemical, due to plastic additives such as phthalates or PCBs. To study
the impact that these particles can have in those animals, the brown mussel Perna perna (Bivalvia)
an abundant and an organism easy to maintain in the laboratory, was exposed to virgin or leached
polyethylene (PE) microbeads, used as abrasives in Brazilian cosmetics. Polyethylene was
acquired directly from the industry and therefore needed to be identified. Analysis of FT-IR
showed that the plastic was Low Density Polyethylene. The microplastic exposure had two
concentrations (0.5 and 2.5g/1) and different periods of time (12, 24, 48, 96 and 144 hours). After
the experiment, the organisms were dissected and the levels of six biomarkers were analyzed:
Neutral Red Retention Time by the Hemocytes, Lipid Peroxidation and DNA Damages in the
Gills and the response levels of three stress proteins (pP38-MAPK, AlF-1 and HSP-70) in the
Digestive Glands. All biomarkers were affected by the PE exposure, but the results did not follow
a pattern. The exposure factors analyzed (Concentration, Period of Time and Plastic Treatment),
alone or combined, led to different and sometimes opposite responses. In Situ collected samples
in the Santos Harbour area showed that all natural mussel’s beds analyzed had microplastics
contaminated mussels. The results of this work showed that microplastics acute exposure in P.
perna modifies its physiology. More biomarkers should be used to clarify which pathways are
being activated or inhibited. The high levels of contamination of important commercial mussel’s
beds in the Santos Harbour area, is an alarming sign for the community, that should start working

together to solve the plastic pollution problem in our oceans before starts to affect human health.

KEYWORDS: Microplastics, microbeads, cosmetics, polyethylene, mussel, marine pollution.



1. Introducao

1.1 Lixo Marinho

Lixo Marinho é qualquer solido persistente, manufaturado ou processado que foi
disposto, descartado ou abandonado em ambiente marinho ou costeiro. Faz parte também
qualquer detrito (em especial elementos como madeira, plasticos, metais, vidros,
borracha, roupas, papeis entre outros) que chega a esses ambientes, intencionalmente ou
acidentalmente, por transporte natural como rios, ventos ou tempestade (Galgani et al.,
2010). Os ambientes marinhos, hoje, se encontram poluidos da superficie ao fundo de
todos 0s oceanos, nas costas e nos estuarios (Thompson et al. 2009a). A geracédo de lixo
persistente nos oceanos aumenta proporcionalmente a populagdo mundial e sua producao
industrial (Duhec et al.,2015). A falta de preocupacdo com o manejo do lixo produzido e
um despreparo da populacdo com relacdo a bons habitos de descarte fizeram com que este
se tornasse um problema ambiental critico (Duhec et al. 2015). A quantidade de lixo
marinho encontrada nas ultimas décadas nos oceanos é fonte de preocupacdo por
prejudicar tanto a saude da biodiversidade aquatica quanto a dos seres humanos (Coe e
Rogers, 2012; Derraik, 2002; Gregory, 2009; Rochman et al., 2013). Por serem
persistentes, podem transportar contaminantes para regides muito distantes da fonte de
contaminacdo marinha inicial (Gaylor et al., 2012; Holmes et al., 2012; Mato et al., 2001;
Rochman et al., 2012; Teuten et al., 2009). Como um impacto adicional, tem-se a prépria
presenca do material, que esteticamente afeta o ambiente, levando a degradacéo visual
das praias e causando prejuizos socioecondmicos no cenario costeiro (Mouat et al., 2010).
A poluicgdo por lixo marinho é considerada uma das maiores ameagas aos organismos
marinhos e estes elementos sdo considerados poluentes globais pela facilidade com que
sdo transportados. O lixo marinho flutuante pode se acumular tanto em regides isoladas,
como é o caso, entre outros, das remotas ilhas Alphonse, nas Seychelles (Duhec et al.,
2015), como praias e restingas de zonas costeiras (Turra et al., 2014). O lixo marinho,
porém, ndo se acumula somente em terra, mas pode também ser encontrado em areas de
convergéncias oceanicas, chamadas de giros. Estas regides oceanicas sao conhecidas por
serem, naturalmente, fonte de alimento para diversas especies marinhas, como por
exemplo aves, mas também por serem zonas de acumulo do lixo que se encontra nos
oceanos (Van Franeker e Law, 2015) (Fig.1). Os cinco maiores e mais importantes giros

s&o subtropicais (dois no Atlantico, dois no Pacifico e um no Oceano indico).



East
Greaniand
Weet Curent
Gigenland 4
Carrent v
» Norwegian
Kamchatkas Current
60" L Labrador
Cunent P
» Curtent | 2
> b Naith
g Atlanio
(gvnsh- North Pacific « Curtent i
S ren
40" "y Ocean e gl =
CRloen i 3
> e R i e Srend” North
i ; W
¥ . Curgnt 4 Atlantic \L'\::,'.:',"!
s Ocean r |~
20 » Kuroshio Noeth Equatorial Cunent
0} Curont - - jorth Equatorial
- = = Current
N o 8 o Ecquatorial (hmhllnymml" ] Cuinan
L Narth Equatorial - - o Cournerabiert  Curfont
Y = Curent - - ”
- - > -
» L sz . South Equatonal Gurreat South Equatorial
20" South Equataral v ’ » » ety
v Sutren! Pacifi 3 oy Bellird et
. Cuant 1
s Indian Ocean A South Pacific Ocean P, b South
, Wesst Ausralia > « Y\ 4 Atlantic
40 Current  « East Australia ocean
- Currant 1
Falk: 5 d ¥
Aanc
- = - Cixrent - o =
-
- -
Lt -
60° - = ~
Antarclic Circumpolar Cusrent

40° 60" 80 100" 1207 140" 160" 180" 160" 140" 120° 100" 80" €0° 40" 200 O
Figura 1: Correntes de superficie oceanicas causadas por ventos. Assinalado em azul, as zonas de
convergéncia subtropicais, chamadas de Giros. Adaptado de Sociedade Americana de Metereologia, 2005

O impacto do lixo sobre a vida marinha é grande e compromete a natureza de diferentes
formas (Gall e Thompson, 2015). As primeiras notificacdes de animais em contato com
lixo marinho foram nos anos 60 (Caldwell et al., 1965; Brongersma, 1968), onde 0s
primeiros impactos por plastico também foram relatados. O lixo marinho é responsavel
por inimeras fatalidades entre grupos mais vulneraveis e expostos a essa poluicdo como
é o0 caso das aves, tartarugas, peixes e mamiferos marinhos (Laist, 1997, GEF, 2012).
Também pode permitir o transporte de espécies invasivas, como o bivalve Pinctada
imbricata que foi encontrado em sua forma juvenil associado a cordas, na costa do
Uruguai, regido onde ele ndo se encontra habitualmente, evidenciando a introducédo desta
espécie com a ajuda de lixo marinho (Goldstein et al., 2012; Pace et al., 2007, Marques
e Breves, 2015).

Dentre todos 0s materiais presentes nos oceanos, o plastico se destaca como o maior
poluidor (OSPAR, 2007; Thompson et al., 2004; UNEP-CAR/RCU, 2008; UNEP, 2005,
2009).

1.2 Poluicdo por plastico
O pléastico é um polimero organico produzido a partir de 6leo ou gas (Derraik, 2002;
Rios et al., 2007; Thompson et al., 2009b). Desde sua criagdo, em 1907, as mais diversas

formas de producdo e uso se desenvolveram, transformando o plastico em um produto



leve, ndo corrosivo e inerte, utilizando em torno de 8% do total da producéo do petroleo
mundial para sua fabricagdo (Thompson et al., 2009b). Sua ampla diversidade de uso o
tornou sem davidas um dos materiais mais procurados para manufatura de diversos
produtos, que vao desde tubulacBes até produtos hospitalares, passando por moveis e
brinquedos. Porém, sua utilizagdo se tornou um problema ambiental grave, pois as
qualidades que o torna tdo atrativo, também impedem uma bio-degradacdo no ambiente
(Barnes et al., 2009; Sivan, 2011). Por seu baixo preco de producdo e venda, e
impulsionado pelo consumo dos produtos plasticos descartaveis, o plastico hoje
representa 10% do lixo produzido no mundo (Barnes et al., 2009). Apesar de uma parte
deste lixo plastico ser reciclado, a grande maioria acaba em aterros onde sua fragmentacao
e decomposicao levara séculos (Barnes et al., 2009; Moore, 2008).

A poluicdo marinha por plastico é de grande impacto por sua grande abundancia e sua
persisténcia nos oceanos: nas ultimas décadas, a producdo de produtos plasticos global
passou de 5 milhdes de toneladas em 1960 a 280 milhdes de toneladas em 2011

(PlasticsEurope, 2012), demonstrando o poder de consumo deste material.

As pesquisas sobre este assunto se concentram essencialmente em avaliar a quantidade
de plastico presente nas superficies dos oceanos e nas costas, e suas quantidades variam
amplamente entre regides (Barnes et al., 2009; Derraik, 2002). Apesar das iniciativas
governamentais de limpeza dos oceanos e das restricdes sobre o descarte de esgoto ndo
tratado em alguns paises, a quantidade de plastico parece aumentar em algumas regides
(Harper e Fowler, 1987; Thompson et al., 2004; Goldstein et al., 2012). Este dado vem
do fato de que o plastico ndo é biodegradavel, formando assim particulas cada vez
menores, fazendo com que esse tipo de poluicdo s6 aumente com o tempo (Andrady,
2011). Considera-se, hoje que 10% do lixo plastico produzido acabe por poluir o ambiente
marinho (Thompson et al., 2009a), onde pode persistir e se acumular, apesar das
legislagBes que reconhecem o pléstico como importante poluente dos oceanos e que

tentam impedir seu descarte inapropriado (Gregory, 2009; Lozano e Mouat, 2009).

Os plasticos podem ser classificados de acordo com seu tamanho (Ericksen et al.,
2014). Maiores que Smm, sdo considerados “macroplasticos” e menores S&0 considerados
“microplasticos”. Estes criam impactos ambientais com caracteristicas pouco

semelhantes.



1.2.1 Os Macroplasticos

O impacto que macroplasticos causam na fauna marinha é documentada desde os anos
60 (Caldwell et al., 1965, Brongersma, 1968) e ha muitos anos € objeto de pesquisas
ambientais. A presenca de macroplasticos no ambiente costeiro causa problemas de
ordem estética, gerando prejuizos a instalacfes turisticas, bem como de ordem fisica,
como na industria maritima representada entre outros pela industria da pesca, o transporte
maritimo e a aquicultura, onde macroplasticos podem impedir atividades e danificar
equipamentos. Além disso, podem levar a morte de animais marinhos por ingestdo e

estrangulamento e modificam o habitat natural de espécies (Browne et al. 2015).

1.2.2 Os Microplasticos

Pequenos fragmentos plasticos, menores que 5mm, foram identificados ja nos anos
70 (Carpenter et al., 1972). Nas décadas seguintes, as pesquisas realizadas com este tema
se multiplicaram (Andrady, 2011), mas foi somente em 2004 que foi criada a definigéo
para as pequenas particulas: 0 “microplastico”. Termo este que apos inimeras discussoes

foi definido para particulas menores de 5 milimetros pela NOAA.

Microplasticos nos oceanos podem possuir duas diferentes origens: podem provir da
fragmentacdo de objetos plasticos maiores ja descartados nos oceanos, que se deterioram
por acdo de ventos, correntezas e incidéncia de raios ultravioletas (Andrady, 2011).
Podem também adentrar o ambiente como microparticulas ja produzidas inicialmente em
pequenos diametros (Fendall e Sewell, 2009; Cole et al., 2011). Estas podem ter forma
esférica, chamada de plastic pellets, ou forma de pd. Suas caracteristicas fisicas, no
entanto, variam conforme sua composicao quimica e proposito de uso. Os plastic pellets
apresentam tamanhos entre 1 a 5 mm e diferentes cores. Sdo usados como matéria prima
da industria plastica para a producdo de inimeros produtos com essa matriz. Ja 0s
microplasticos em po tém tamanhos micrométricos, formas esféricas ou irregulares e
diferentes cores. Podem fazer parte da composi¢do de cosméticos com propriedades
abrasivas (Fendall and Sewell, 2009), como sabonetes e pastas de dente. No caso de as
particulas serem produzidas em tamanhos microscopicos, estas podem adentrar o
ambiente marinho de diferentes formas: pelo descarte inadequado de materiais (pos-
consumo), e as perdas de matéria-prima (pré-consumo).

As perdas dos plastic pellets assim como outros microplasticos utilizados como
matéria prima da industria se dao principalmente pelo transporte inadequado, situacéo ja
reconhecida pelo setor logistico da maior produtora de plastico nacional, a Braskem. Ja



os plasticos que passam pelo consumo, principalmente doméstico, chegam ao ambiente
marinho por descarte inadequado e pela falta de coleta e tratamento. Quando estes
existem, pequenas particulas como os abrasivos presentes em cosméticos ndo sao retidas,
chegando, inevitavelmente, aos rios e consequentemente aos oceanos (Fendall e Sewell,
2009).

1.3 Aditivos e Contaminantes

Em ambientes terrestres e aquaticos, a sor¢do e a dessor¢do sdo 0s mecanismos mais
Importantes para a distribuigao, persisténcia e impacto de contaminantes antropogénicos
hidrofobicos. Elementos plastificantes como os ftalatos, ou contaminantes aquaticos
como PCBs e PAHs podem se associar a materiais sorventes organicos e serem
transportados, levando a contaminacdo a areas onde inicialmente ndo se encontravam
(Teuten et al., 2009). Foi observada, porém, que essa afinidade pela matéria organica ndo
era tdo forte quanto aquela que os contaminantes tinham por alguns plasticos, como o
polietileno e 0 PVC (Teuten et al., 2007). Isto fez com que pesquisas em torno da relacao
plastico-contaminante/aditivo fossem realizadas, uma vez que as quantidades de plastico
nos oceanos ndo param de crescer, tornando-o 0 maior veiculo de transporte e

transferéncia de contaminantes nos oceanos.

1.3.1 Aditivos

Polimeros plésticos sdo considerados inertes e logo ndo causariam efeitos nocivos ao
serem consumidos, caso ndo levassem a danos fisicos como os ja citados acima. Porém
estes gquase nunca sao utilizados puros. Para alterar as suas caracteristicas de origem,
diferentes compostos quimicos sdo adicionados aos polimeros para lhes dar as
propriedades necessarias ao seu proposito final de uso (Deanin, 1975). Podem ser citados
0s corantes, estabilizadores, retardantes de chamas entre outros. Dentre estes aditivos se
encontram também os plastificantes, utilizados para alterar as caracteristicas de
maleabilidade e suavidade dos polimeros, alterando seu ponto de fusdo. Os plastificantes
mais utilizados hoje sdo os ftalatos, produtos provenientes do acido ftalico. O Bis (2-
etilhexil) ftalato (DEHP, em inglés) (Fig. 2), € um dos membros desta familia mais

consumidos pelos seres humanos (Tab. 1)
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Figura 2: Metabolismo sugerido do DEHP em seres humanos (adaptado de Silva et al., 2006)

Tabela 1: Estimativa do Consumo Diério de Ftalatos por adultos

Ftalato Consumo Médio (mg/pessoa/dia) | Consumo Méaximo (mg/pessoa/dia)
DPrP 0,004 0,009
DIBP 0,008 0,018
DBP 0,13 0,031
DEHP 0,15 0,30

(MAFF UK, 1996)

Suas propriedades permitem a incorporacéo entre os polimeros, aumentando o volume
livre entre as cadeias sem que haja ligacOes fisicas entre aditivo e o polimero. As
quantidades variam de 20 a 50% da composigéo total do plastico (Deanin, 1975) e séo
encontrados em uma diversidade de produtos com propriedades maleaveis, como
chupetas, mamadeiras e plastico-filme para alimentos (Meeker et al. 2009). Em estudos

clinicos, o composto se mostrou com alto poder migratério. Ele pode ser transferido



facilmente de insumos hospitalares plasticos a corrente sanguinea de criancas tratadas por
estes (Calafat et al., 2004), além de modificar a estrutura dos 6rgéos reprodutivos em
criancas do sexo masculino (Swan et al., 2005). Apesar da sua importancia na composi¢ao
do pléstico, pode ser liberado no ambiente em um processo que encurta a vida util do
polimero (Boyer, 1951) e afeta 0s organismos que estdo em contato com os aditivos. Com
0 consumo generalizado e o descarte inadequado de produtos pléasticos, o entendimento
dos impactos causados pelos ftalatos nos organismos vivos se tornou fonte de pesquisa
(Meeker et al. 2009). A hipdtese principal é a de que possam se comportar como
disruptores enddcrinos, levando a problemas de desenvolvimento e reproducdo nos
organismos expostos (NRC 1999). Em seres humanos, essas moléculas e seus metabdlitos
mostraram caracteristicas hepatotoxicas, teratogénicas e carcinogénicas (Matsumoto et
al. 2008). Comprometem também processos como a reproducédo, provocando danos aos
espermatozéides (Rozati et al., 2002). Esta substancia esta associada a puberdade precoce
em mulheres (Wolff et al., 2010), e a inibicdo da sintese de testosterona em cultura de
células de testiculo humano (Desdoits-Lethimonier et al., 2012), podendo levar a
infertilidade (Rozati et al., 2002; Tranfo et al., 2012). Outros estudos mostraram que estes
compostos podem também causar alergias (Bornehag et al., 2004; Jaakkola et al., 2000)
e defeitos no desenvolvimento neural (Engel et al., 2010; Miodovnik et al., 2011). Dado
o risco potencial dos ftalatos para a saide humana e do meio ambiente, a regulacéo destes
compostos se tornou de preocupacdo global. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS, 2004), os niveis de DEHP na dgua potavel devem ser menores que 8ug/L. Estados-
Unidos, Australia, Japdo e Nova Zelandia recomendam os niveis maximos de 6, 9, 100 e
10 pg/L respectivamente (Maycock et al., 2008), mostrando a inconsisténcia das
regulamentacdes pelo mundo. O aumento desses polimeros aditivados nos oceanos pode

levar a alteraces fisiologicas dos organismos ali presentes.

1.3.2 Contaminantes

Além de aditivos presentes na composicdo de plasticos, contaminantes podem ser
adsorvidos uma vez em contato com as resinas no ambiente marinho. A primeira
observacao de contaminacdo de microplasticos nos oceanos foi feita em 1972 (Carpenter
etal., 1972), onde foram detectadas moléculas de bifenilos policlorados (PCB em inglés),
hidrocarbonetos utilizados entre outros em capacitores e transformadores elétricos por
sua caracteristica termo resistente. As conclusdes, porém, ndo levavam em conta que

PCBs podem fazer parte do grupo de aditivos que compdem os plasticos, e apds 30 anos,
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Mato et al. (2011) observaram, que de fato, os plastic pellets podem adsorver os PCBs
do ambiente em grandes quantidades, e que o polietileno parecia o polimero mais apto a
concentra-lo. A presenca deste contaminante nos oceanos se da ao descarte inapropriado
de produtos elétricos antigos contendo PCBs no meio ambiente, como televisdes e
refrigeradores (Mohr e Costabeber, 2012). A partir destas observacdes, foi criado o
International Pellet Watch, programa internacional que visa utilizar a anélise dessa
contaminagdo como indicador de poluigdo das praias. As andlises do programa indicam
maior contaminacgdo por PCBs na costa oeste dos Estados Unidos, no Japao e na Europa,

estando de acordo com a sua producéo e utilizacdo (Fig.3) (Teuten et al. 2009).
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Figura 3: Concentracéo de PCBs (ng/g de pellet) em pellets de pléstico coletados em praias. (Teuten et
al., 2009)

1.4 Impactos dos microplasticos em organismos marinhos

A transferéncia de contaminantes e sua consequente ingestdo por organismos pode se
dar por diferentes mecanismos como sua inalagdo, absor¢do dérmica e ingestdo. Nos
organismos em contato com plasticos contaminados, essas trés opcles sdo viaveis, de
acordo com o0 ambiente e 0s habitos dos mesmos, porém a maior rota de transferéncia de
contaminantes presentes nos plasticos seria a de ingestao (Teuten et al. 2009). A ingestdo
de plastico pode ser direta, como em tartarugas, mamiferos e aves marinhas (Laist, 1997)
ou indireta, onde organismos se alimentam de outros que o ingeriram (Eriksson e Burton,

2003). Essa ingestdo pode causar problemas fisicos como inanicéo, bloqueio do trato
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gastrointestinal e sufocamento e em geral s@o causadas por macroplasticos. Outra causa
menos estudada de impactos dos plésticos ingeridos por organismos aquéticos é o da
transferéncia dos contaminantes para os tecidos. A liberagdo dos contaminantes parece
ser mais propicia em ambientes gastricos (Sakai et al. 2010) e a correlagdo entre a
quantidade de plastico ingerida e o grau de contaminacdo de organismos (Ryan et al.
1988) nos levam a crer na transferéncia de contaminantes aos organismos aquaticos

mediada por plasticos.

Os impactos dos microplasticos em organismos marinhos comecgaram a ser estudados
na década de 70 (Wilson, 1973). Os danos que podem causar nos organismos marinhos
provém da facilidade com que possam interagir ou serem ingeridos pelas diferentes
espeécies. Seletividade do material ingerido é o principal mecanismo de alimentacédo de
um grande nimero de organismos marinhos e essa seletividade se estende aos
microplasticos. Com isso, um nimero relevante de organismos foi e esta sendo utilizado
por laboratérios para o estudo dos impactos de microplasticos. Dentre organismos
detritivoros, Thompson e colaboradores (2009b) observaram ingestdo de microplasticos
no anfipoda Orchestia gammarellus e no poliqueta Arenicola marina. Segundo Murray e
Cowie (2011) estes poderiam ser, em principio, consumidores primarios de
microplasticos. Ingestdo de microplasticos foi observada também em holontdrias
marinhas, como Thyonella gemmate, Holothuria floridana, H. grisea e Cucumaria
frondosa (Wright et al., 2013). Murray e Cowie também observaram, no ambiente e em
laboratério, a ingestdo de fragmentos por Nephrops norvegicus, crustaceo predador e
bentonico. Dentre os organismos filtradores, larvas de equinodermos capturam e ingerem
microplasticos gracas a presenca de células ciliadas em torno de suas bocas (Hart, 1991)
e copépodes como Acartia tonsa (Wilson 1973) ingerem microplasticos durante sua
alimentacdo, em laboratério. Os organismos filtradores bentbnicos também sdo
suscetiveis a sua ingestdo. Mytilus edulis, o organismo mais estudado dentre os
filtradores, filtra e ingere particulas plasticas de diversos tamanhos (Browne et al., 2008;
Ward e Kach, 2009; Ward e Targett, 1989; Ward et al.,2003). Organismos maiores, como
aves marinhas, crustaceos e peixes podem também ingerir microplasticos (Blight and
Burger, 1997; Tourinho et al., 2010) como fibras, fragmentos e filmes, de maneira
voluntaria ou por ingestdo de organismos ja contaminados. Apesar de existirem inimeras
linhas de pesquisas indicando a ingestdo de microplasticos por organismos marinhos em

laboratdrio e/ou in situ, pouco se sabe sobre os impactos fisioldgicos que eles acarretam.
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2. Objetivos

O objetivo deste projeto foi avaliar os possiveis impactos fisiologicos da exposicéo a
microesferas abrasivas de polietileno, utilizando o mexilhdo Perna perna como modelo

biologico. Foram investigados:

1- As caracteristicas fisicas dos microplasticos presentes em cosméticos, tendo como
produto de investigacdo as pastas de dentes presentes no mercado brasileiro,

contendo microesferas de polietileno.

2- Os efeitos da exposicdo ao microplastico “virgem” e “pés-lixiviado”, em
diferentes tempos de exposicdo e diversas concentragcdes, sobre variaveis
fisiologicas do mexilhd@o P. perna tais como expressao de proteinas de estresse,
possiveis danos a0 DNA e membranas e viabilidade celular

3- O real risco de contaminacgdo por microplasticos de mexilhdes P. perna coletados

em ambiente poluido, como a regido do Porto de Santos.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Organismo Modelo

O bivalve P. perna (Linnaeus, 1758) (Mytiloida: Mytilidae) é abundante e pode ser
encontrado em costdes rochosos do Espirito Santo a Santa Catarina. De facil acesso 0 ano
todo, estes organismos toleram flutuacGes de temperatura e salinidade além de outras
variaveis aquaticas, sendo assim de facil manutencéo em laboratorio. S&o considerados
excelentes bioindicadores por serem filtradores e sésseis, podendo viver longos periodos.
Portanto sdo indicadores diretos da qualidade da agua, e podem revelar impactos

ambientais nem sempre muito evidentes (Resgalla et al., 2008)

Para os experimentos, 1,000 organismos foram coletados em um cultivo comercial em
uma area preservada no litoral norte de Sao Paulo (Ubatuba, praia da Lagoinha) e foram
aclimatados por 5 dias em um tanque de 500 litros com fluxo continuo de agua do mar na
base Clarimundo de Jesus, do Instituto Oceanografico, USP (23°30'0"S 45°7'9"W). A
agua utilizada é proveniente de uma area em mar aberto da baia de Ubatuba e os niveis
de nitrogénio e oxigénio, pH, salinidade e temperatura foram monitorados diariamente
com a ajuda de uma sonda multiparametro (Horiba, série W-20). Durante todo o periodo
de aclimatizagdo e experimentos os mexilhdes ndo receberam alimentagéo suplementar,
tendo disponivel apenas o particulado ja presente na dgua do mar utilizada. Todos 0s
organismos foram limpos de epibiontes, como cracas e algas, antes dos experimentos

serem realizados.

3.2 Modelo de microplastico

O microplastico utilizado nos experimentos é de cor azulada (Fig. 4) sendo produzido
por um fabricante nacional para a industria de cosméticos, onde faz parte da composicado
de produtos com propriedades abrasivas, como pastas de dente e esfoliantes faciais e

corporais.

A caracterizagao das particulas foi feita apds a lavagem de 0,5g de uma pasta de dente
vendida no mercado brasileiro em 10 ml de agua destilada aquecida a 60° C e o
homogeneizado foi filtrado com a ajuda de uma rede de 0,01 mm. O material retido
passou por duas a trés lavagens com agua destilada para retirada do maximo de residuos
e as microesferas foram montadas com l&mina e laminula para observagdo em

microscopio (Nikon Eclipse E200 e camera digital Opticon TA0124-D). As imagens
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obtidas das 100 primeiras microesferas foram analisadas com o auxilio do software

ImageJ (NIH), sendo medido o maior didmetro das particulas

A compra dos microplasticos direto da industria ndo nos permitiu saber com exatidao
qual tipo de polietileno era utilizado. Portanto, analises de espectroscopia em
infravermelho em modo de reflexdo total atenuada (ATR-FTIR em inglés) foram

realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Séo Paulo.

Figura 4: Microplastico abrasivo de polietileno utilizado nos experimentos.

3.3 Desenho Experimental

Para avaliar a ingestdo do plastico, os mexilhGes foram expostos durante 0, 12, 24, 48,
96 e 144 horas, a duas concentracdes de plasticos utilizadas em estudos prévios: 2,5g/L e
0,5¢/L, (Browne et al., 2008, Von Moos et al., 2012). Os tempos de exposi¢do levaram
em conta o tempo de resposta dos organismos ao estresse tanto em um nivel molecular
quanto celular. Para testar o efeito de substancias carreadas pelos pellets, o plastico
estudado nos experimentos foi lixiviado artificialmente com o intuito de eliminar
eventuais residuos de aditivos. Para este fim, foram utilizados béqueres contendo 2,5¢/L
de polietileno abrasivo em 1 L de agua do mar que foram agitados com a ajuda de
agitadores magnéticos por 10, 20 ou 30 dias a fim de ser obtida uma curva de liberagéo
de compostos na agua. As amostras foram analisadas por Cromatografia Gasosa com
Espectrometro de Massa (Souza et al., 2012) na empresa CEIMIC Analises Ambientais,

para a deteccdo de ftalatos e outros compostos semi-volateis.
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Apds passarem por secagem em estufa a 60°C, os abrasivos lavados (pos-lixiviados)
foram disponibilizados aos mexilhdes paralelamente aos experimentos de ingestdo do
plastico virgem. Os tempos de exposi¢do e os ensaios foram 0s mesmos para ambos. Os
controles também foram condicionados em tanques onde ndo houve exposicdo aos
microplasticos e retirados para as analises nos mesmos tempos que 0S grupos expostos.

Para cada tempo de exposi¢do os organismos foram divididos em grupos de dez,
distribuidos em dois aquérios de 7 litros cada, denominados de “Controle” (um grupo por
tempo de exposic¢do) ou “Expostos” (expostos aos microplasticos). Este ultimo grupo foi
dividido em quatro sub-grupos: Os expostos a duas diferentes concentracdes (0,5 e 2,5
g/L) de micropléastico virgem e 0s expostos a duas diferentes concentragdes (0,5 e 2,5
g/L) de micropléstico pos-lixiviado. A cada tempo de exposi¢do 0s organismos do grupo
lixiviado foram retirados dos aquarios para disseccdo e analise sempre as 6 horas da
manhd, 0s organismos expostos aos microplasticos virgens as 12 horas e 0s organismos
controles as 18 horas, evitando assim uma possivel variacdo cronobioldgica da sua
resposta. A temperatura, pH, salinidade, oxigenacdo e niveis de amdnia dos aquarios
foram monitorados diariamente.

Apds o tempo de exposicdo, os organismos foram retirados dos aquarios e dissecados.
Ap0s a extracdo da hemolinfa (para detalhes do procedimento, ver item 3.4.4), as conchas
dos organismos foram abertas com a ajuda de uma faca de disseccéo e os tecidos-alvo
para as analises (branquias e glandulas digestivas) foram condicionados separadamente

em tubos de silicone tipo Eppendorf, rotulados e congelados a -80°C até as analises.

3.4 Ensaios biocelulares
3.4.1 Quantificacdo das proteinas totais das amostras analisadas.
BCA

As proteinas totais das amostras analisadas por ELISA para deteccdo de proteinas de
estresse foram quantificadas pelo kit comercial BCA (Pierce BCA Protein Assay Kit.
Thermo Scientific) e a curva padrao foi feita com albumina (25, 125, 250, 500, 750, 1000,
1500 e 2000 pg/ml) O ensaio, conhecido por método do &cido bicinconinico (BCA 4,4'-
dicarboxi-2,2'- biquinolina) (Walker, 1994), se baseia na reagdo de cobre (II) com
proteinas, em meio alcalino, produzindo cobre (1) e formando um complexo com o BCA,

que absorve fortemente na regido de 560 nm (Fig. 5).
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Figura 5: Principios Quimicos do teste do acido bicinconinico (Adaptado de Walker, 1994)

Bradford

As proteinas totais para os ensaios de Lipoperoxidacdo e de Precipitacdo Alcalina do
DNA foram quantificadas pelo método de Bradford (Kruger, 1994). O reagente, em sua
forma cationica emite uma cor vermelha na faixa dos 465 nm. Uma vez em contato com
proteinas perde seus prétons e passa a emitir uma cor azulada, na faixa dos 595 nm (Fig
6). As amostras extraidas foram diluidas em tubos de silicones em TBS 1X (0.5M Tris
Base, 9% NaCl, pH 8.4) nas concentracdes de 1:2 e 1:10. 50 pl de cada diluicdo foi
adicionada a 50 pl de reagente Bradford (Sigma) em microplacas pretas de 96 pocos em
duplicata. A placa entdo foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos no escuro e
lida por espectrofotdmetro (SpectraMAX 250 — Molecular Devices) a 595nm.
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Figura 6: Principios Quimicos do teste de Bradford (Adaptado de Kruger, 1994)



17

3.4.2 Ensaio de Lipoperoxidacao

O ensaio do Acido Tiobarbitirico (TBARS, Wills 1987) foi usado para analisar a
lipoperoxidagdo das membranas das células de branquias dos organismos expostos a 24
horas ou mais aos microplasticos. Este ensaio mede a quantidade de Malonaldeido
(MDA), um dos principais subprodutos da cadeia da lipoperoxidacado. Apds exposicéo,
os organismos foram dissecados e as branquias extraidas e conservadas em tubos de
silicone a -80°C. Para as analises, em torno de 0,5 cm® dos tecidos foram pesados e
homogeneizados com quatro vezes o volume de tampao (NaCl 100 mM, HEPES-NaOH
25 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 0,1 mM, pH 7,5. Maranhéo, 2012). Em seguida, 150 pl de
homogeneizado foram adicionados & 300 pl de uma solucio de Acido Tricloroacético
10% em FeSO4 1M e 150 pl de solugdo de Acido Tiobarbitirico 0,67% em agua
deionizada. Apo6s inversdo manual, as amostras foram incubadas em banho-maria a 70°C
durante 10 minutos. Em seguida, 200 pl do sobrenadante foram coletados e pipetados em
microplacas pretas de 96 pocos em duplicatas e analisados em espectrofluorimetro
(Synergy HT, BioTek) com excitacdo a 360nm e emisséo a 450nm. A curva padréo foi
realizada utilizando o Tetrametoxipropano 0,001% diluido em HCI 0,1M. As
concentracgdes finais usadas na curva padréo foram: 0,0; 0,6; 1,5; 3,0; 4,0; 6,0; 10,0 uM.
Os resultados foram expressos em pg de TBARS/ug de proteina total, ou pela razéo
expostos/controles.

3.4.3 Ensaio de Precipitagdo Alcalina

Os possiveis danos no DNA foram analisados por precipitacdo alcalina (Olive, 1988).
Branquias de todos os organismos controles e expostos a microplastico foram pesadas e
homogeneizadas com quatro vezes o volume em tampdo (NaCl 100 mM, HEPES-NaOH
25 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 0,1 mM, pH 7,5). Um volume de 25 pl do homogeneizado
foi misturado a 200 pl de SDS 2% contendo 10 Mm EDTA, 10 mM Tris—base e 40 mM
NaOH. Apos inversdo manual, 200 pl de KCI 0,012 M foram adicionados as amostras,
que foram entéo incubadas a 60°C por 10 minutos em banho-maria. Apds incubagéo, as
amostras foram novamente agitadas por inversdo e incubadas a 4°C por 30 minutos. A
mistura foi entdo centrifugada por 5 minutos a 8.000 x g a 4°C. As amostras foram
adicionadas em duplicata em microplacas pretas de 96 pogos, com 150 ul do corante
Hoechst na concentragéo de 1 pg/ml em uma solucgéo contendo 0,4 M NaCl, 4 mM, colato
de sodio e 0,1 M Tris—acetato (pH 8,5-9,0. Gagné e Blaise, 1993). As placas foram
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agitadas por 5 minutos antes de serem analisadas em um espectroflorimetro (Synergy HT,
BioTek) com excitagdo a 360 nm e emissdo a 450 nm. O padréo de DNA gendmico usado
neste teste consistiu em curva padrdo de DNA de esperma de salmdo (Sigma) diluido no
tampdo sem DTT, nas seguintes concentracdes (ug/ml): 0,0; 0,46; 0,91, 2,27; 4,55; 9,09
e 11,36. Os resultados foram expressos em g de DNA/ug de proteina total, ou pela razéo

expostos/controles.

3.4.4 Ensaio do Tempo de Retencdo do Vermelho Neutro

Apbs cada periodo de exposicdo ao microplastico, antes das dissec¢des, 0,5mL de
hemolinfa de todos os organismos foi coletada do musculo adutor posterior, com a ajuda
de uma perfuracéo na concha e uma seringa de 3 ml (Fig. 7) contendo 0,5 mL de solugéo
salina fisiologica (0,02M HEPES; 0,43M NacCl; 0,11M MgSO4; 0,01M KCI; 0,01M CacCl,
pH 7,36,) e recolhida em tubos Eppendorfs devidamente rotulados. Ap6s os tubos serem
homogeneizados, 40 ul desta solugéo foram depositados em laminas tratadas previamente
com &gar e incubados por 15 minutos em camara escura e Umida para adesao dos
hemacitos. Apds a incubacdo, 40 pl de solucdo do corante Vermelho Neutro (Moore,
1990) foram adicionados sobre os hemdcitos e as laminas obtidas foram analisadas a cada
15 min em microscopio Optico. O tempo de retencdo do corante pelos hemdcitos é
definido como o tempo em que 50% das células apresentam extravasamento do vermelho
neutro no citosol e/ou deformacdes das membranas ou alteracdes em sua morfologia
(Pereira et al. 2007). Os resultados sdo expressos em minutos ou pela razdo

expostos/controles

y' o &
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Figura 7: Extracdo da hemolinfa de mexilhdes P.perna (Ubatuba/SP)
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3.4.5 Ensaio de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Para verificar o nivel de resposta sistémica dos mexilhGes aos abrasivos foram
empregados trés marcadores ativados por estresse e ja descritos em invertebrados: AlF-1
(Allograft Inflammatory Factor-1, Li et al., 2013), pp38-MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase p38, Gaitanaki et al., 2004) e HSP-70 (Heat Shock Protein 70, Banni et
al., 2015). Por questdes logisticas, 0 nimero de organismos analisados nestes testes foi
reduzido & 5 por cenario de exposi¢éo.

Extracdo das proteinas totais.

Proteinas foram extraidas de 0,5 cm® das glandulas digestivas dos organismos
analisados homogeneizando as amostras em 540 pl de tampdo de extragcdo contendo TBS
1X (0.5M Tris Base, 9% NaCl, pH 8.4) e EDTA 1mM e 60ul de coquetel inibidor de
protease (Amresco). A mistura foi macerada manualmente com a ajuda de pistilos de
plastico de ponta arredondada em tubos de 1,5 ml e centrifugada por 10 min (1200 rpm,
4°C). Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e colocado em tubos novos. A
extracdo foi repetida com o pellet até que o sobrenadante estivesse translucido. A
quantificacdo das proteinas totais foi realizada pelo método do BCA, como descrito

previamente.

Andlise por ELISA.

Apbs a quantificacdo, 50 g de proteina foram adicionados a microplacas de 96 pogos
em duplicata. Duas diluicdes de 1:10 e 1:2 com PBS 1X (137 mM NacCl, 2,7 mM KCl,
10 mM NaHPO4, 2 mM KH2PO,) foram feitas nos pogos seguintes e os volumes
ajustados com PBS 1X para 200 pl no final das dilui¢bes. As placas com as amostras
foram incubadas a 4°C por 24 horas. Em seguida, as amostras foram descartadas e as
placas lavadas com PBST (PBS 1X + Tween 0,05%) trés vezes, com um minuto para
cada lavagem. Os sitios de ligacao inespecificos foram blogqueados com solugdo composta
por leite em pé desnatado (Molico) 5% em PBS por 2:30 horas. A solugéo de bloqueio
foi entdo descartada e as placas lavadas novamente com PBST, por trés vezes de um
minuto cada a 4°C. Os anticorpos primarios especificos a cada proteina (anti-HPSP70 e
anti-AlF de coelho; e anti-pP38 de cabra, todos da Santa Cruz) foram diluidos 1:500 em
solucéo de bloqueio 1% e incubados por 2:30 horas a 30°C. Apos a incubacéo, as placas
foram lavadas com PBST e receberam os anticorpos secundarios conjugados a peroxidase
(Santa Cruz), especificos para cada anticorpo primario e diluidos na solucdo de bloqueio

1% em concentracdo 1:1000 por mais 2:30 horas. Ao final, as placas foram lavadas com
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PBST, sendo adicionados 100 ul do Kit de revelacdo TMB (KPL) por 10 minutos. A
reacdo foi interrompida com a adi¢do de 50l de &cido sulfarico 2mM. A leitura foi feita
por espectrofotometria em leitor de ELISA a 450 nm (SpectraMAX 250 — Molecular

Devices).

3.5 Anélise da ocorréncia de contaminagdo por microplasticos in situ

A area escolhida para coleta dos organismos foi a da regido do Porto de Santos (Fig.
8) A regido da baixada santista € reconhecidamente poluida por fatores antropogénicos
(David, 2007) e recebe o maior porto da América do Sul, o Porto de Santos. N&o s6 o
porto e suas embarcagdes, como o complexo industrial de Cubatdo e o fluxo turistico em

alta temporada podem levar a uma contaminacdo marinha importante da regido.

A via maritima é o método de escolha para transporte de microplasticos. Portanto esta
é a regido do litoral paulista mais suscetivel de ser contaminada por estes. Além deste
fato, existem, as margens do canal do Porto de Santos, ocupacdes irregulares, ou palafitas,
onde a descarga de esgoto é realizada diretamente, a poucos metros da baia. A regido
escolhida é entdo apropriada tanto para a avaliacdo da contaminacdo por microplasticos
pré-consumo, como pés-consumo, dentre os quais se encontram 0s abrasivos presentes

em cosméticos.

Em setembro de 2014, os organismos foram coletados em 6 pontos diferentes onde
havia presenca de bancos de P. perna entre o0 Porto de Santos e a Baia de Santos (Fig 9,
Tab. 2), passando pelo terminal 35 de Libra, onde se reconhece a atividade de carga e
descarga de microplasticos, as regides de descarga de esgoto de ocupacdes irregulares, e
piers onde existe atividades humanas. Em cada ponto, 10 organismos foram coletados e
medidos (4,3 = 0,99cm) bem como identificados para as futuras analises.
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Figura 8: Pontos de Coleta na regido do Porto de Santos. Detalhe: Estado de S&o Paulo. Ndmeros de 1

a 6 representam os pontos de coleta em bancos naturais de P.perna. A estrela indica a localizagdo do

Porto de Santos

Tabela 2: Latitude, longitude e descri¢do dos pontos de coleta da area do Porto de Santos / SP

Ponto Localizacéo Descricao
#1 23°58.446 S, 46°17.598 W Terminal 35/ Libra
#2 23°58.3428 S, 46°17.1247 W Ocupagdes irregulares
#3 23°59.675 S, 46°17.3107 W Entreposto de Pesca
#4 23°59.1485 S, 46°17.3697 W Balsa Santos - Guaruja
#5 23°59.3062 S, 46°18.988 W Pier Edgar Perdigdo
#6 23°59.2708 S 46°18.2479 W Pier dos Pescadores

Figura 9: A: Canal do Porto de Santos. B: Ponto #2, banco natural em frente a ocupacdes irregulares
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3.5.1 Digestéo acida e identificacdo de microplasticos

No momento da analise, cinco organismos escolhidos aleatoriamente de cada ponto
foram medidos e dissecados. Cada organismo foi dividido em dois e depositado em tubos
de ensaio, onde 10 ml de &cido nitrico (HNO3z 22,5M) foram adicionados para realizagdo
da digestdo acida por 24 horas a temperatura ambiente, seguido de ebulicdo por 15
minutos e diluicdo em &gua destilada (adaptado de Claessens et al., 2013). O material
inorganico restante foi filtrado com a ajuda de uma seringa de vidro de 50 ml e filtros
Whatmann de fibra de vidro de 0,7um. O material retido no filtro foi seco a 60°C por 24
horas e depositado em laminas para visualizacdo em microscopia Optica com luz

polarizada (Microscopio Leica DM750, Filtro de luz polarizada universal, Leica).

3.6 Andlise de dados

Para cada biomarcador, dois testes foram realizados: ANOVA de uma via para
comparacédo entre controles de tempos de exposi¢édo diferentes e para comparagéo entre
grupos de um mesmo tempo de exposicdo. Esses dados foram transformados para
arcoseno (Zar, 1999) se ndo seguissem as premissas do teste. Para a analise total, contendo
todos os fatores, foi realizada uma ANOVA multifatorial, sendo os fatores estabelecidos
Tempo, Concentracdo e Tratamento dos microplasticos, todos ortogonais. Quando 0s
dados ndo seguiram as premissas do teste, passaram pela mesma transformacdo citada.
As diferencas, quando detectadas, foram avaliadas pelo teste post hoc SNK. Os dados
desta analise sempre foram apresentados relativizados pelos controles, para minimizar as

variag0es naturais dos organismos.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacdo dos microplasticos presentes em cosméticos.

Os microplasticos extraidos de pasta de dentes, apOs passarem por processo de
lavagem e filtracdo foram avaliados por microscopia Optica. Sua forma se mostrou
irregular, com tamanhos muito diversos. A maioria das particulas avaliadas estava na
faixa de 100 a 200 pm, mas tamanhos maiores que 500 pum podem ser encontrados
(chegando a 700 um). A média das amostras analisadas foi de 300 um (Fig. 11 A e B).

Distribuicdo do tamanho dos microplasticos de pasta B8
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Figura 10: A: Medicao dos microplésticos sob 0 microscopio éptico. B: Distribuicdo e frequéncia dos

microplasticos analisados.

4.2. Caracterizacdo dos microplasticos adquiridos da industria.

4.2.1 ldentificacdo

A analise por ATR-FTIR mostrou que o espectro em infravermelho do microplastico
se assemelha com um de polietileno de baixa densidade (Fig. 11A. B. Uribe et al., 2010).
As diferencas observadas podem ser causadas pelos aditivos, cuja composi¢do é mantida
em sigilo pela empresa fabricante, que foram incorporados ao polimero para lhe conferir

suas caracteristicas, como a cor azulada.
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Figura 11: A: Espectro FT-IR obtido por ATR do polietileno abrasivo usado neste trabalho. B: Espectro

obtido por Uribe et al (2010) de polietileno de baixa densidade. Os retangulos vermelhos representam

as ligacOes caracteristicas do polietileno de baixa densidade presentes nos dois espectros.
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4.2.2 Liberacéo de ftalatos

O ftalato presente em maior concentracdo na agua apods a lixiviagdo foi o Di-n-
butilftalato (Fig. 12), que apresentou maiores niveis apés 10 dias de lavagem.
Quantidades detectaveis de Di-etilftalato e e Di-metilftalato também foram observadas
neste periodo. Os niveis diminuiram em 20 dias, mas o Di-n-butilftalato permaneceu
detectavel, mesmo apds 30 dias. Baseado nesta analise, o tempo escolhido para lixiviagao
dos microplésticos neste trabalho foi de 20 dias, uma vez que este composto continua

sendo liberado apds este periodo, apesar da sua possivel degradacéo na agua do mar.

Concentragao de ftalatos na dgua do pos-lixiviado
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Figura 12: Quantidade de ftalatos (mg/ml) liberados na agua durante o periodo de
lixiviagcdo dos microplasticos.

4.2.3 Morfologia dos microplasticos

Apo6s submeter os plasticos a uma lixiviacdo artificial por 10, 20 ou 30 dias e
comparando-os ao plastico virgem pode-se perceber modificacdo na morfologia das
microesferas com o passar do tempo (Fig. 13). Quando as particulas virgens sao
observadas, em sua grande maioria (88%), apresentam forma esférica e compacta (Fig
13A, Tab.3). Apds 10 e 20 dias estas esferas formam pequenas expansdes (Fig.13B e C)
que aumentaram de tamanho até se transformarem em fibras compridas, ndo tendo

nenhuma semelhanca com a forma original (Fig. 13D). Entre as esferas virgens



26

evidenciaram-se maioria de esferas compactas (¥°=213,920, p<0,001) e este aspecto foi
dando lugar as outras formas até que, apds 30 dias, as quatro formas analisadas tiveram a
mesma frequéncia nas particulas observadas (Tab.3).

2,66um D

Figura 13: Diferentes formas de microesferas de polietileno encontradas entre grupos virgens e
lixiviado. Os grupos A, B, C e D foram criados dependendo do tamanho e do nimero de expansdes que

as esferas apresentavam e seu tempo de lixiviacéo.

Tabela 3: Distribui¢do e frequéncia das esferas nos diferentes grupos formados e resultado do teste qui-

quadrado para cada tempo de lixiviagdo.

Grupos Qui-Quadrado p
1 7 3 Z
Virgem 88 10 2 0 213.920 p<0,001
10dias | 44 23 3 1 134720 | P<0:001
20dias | 35 39 16 10 24080 | P<0.001
30dias | o5 30 22 24 1376 | P07

4.3 Lipoperoxidacgéo

Todos 0s grupos expostos ao microplastico apresentaram niveis de lipoperoxidagédo
menores do que os controles. As maiores diferencas foram observadas apds 96h, quando
estes apresentaram de 75 a 85% menos LPO que os controles (Fig. 14). N&o foram
observadas diferengas significativas entre cenarios para as exposi¢des de 24 horas (A),
48 horas (B) e 96 horas (C), porém apds 144 horas (D) observam-se que 0s organismos
expostos a maior concentracdo de plastico (2,5 g/L) apresentaram maiores niveis de LPO.
Estes, mesmo assim, foram muito menores que o controle. (Fig 14). Para analisar a
influéncia de cada fator sobre a resposta ao micropléastico, foi realizada uma ANOVA de

duas vias contendo trés fatores: Tempo de Exposicdo (24, 48, 96 e 144 horas);
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Concentracdo de Microplastico (0,5 e 2,5 g/L) e Tratamento (virgem ou lixiviado) (Tab.
4, Fig.15).

Ao analisarmos os niveis de LPO nos organismos, agrupados entre tempo de exposicao
e concentracdo as quais eles foram submetidos, observamos que a lipoperoxidagdo nao
variou homogeneamente entre os grupos (Fig. 16). Apds 24 horas, 0 grupo exposto a
maior concentracdo apresentou menor nivel de LPO, enquanto que apds 48 horas, o0 grupo
exposto a maior concentracdo apresentou maior nivel de LPO. Apesar da dindmica se
repetir visualmente nos tempos seguintes (96 e 144 horas) ndo houve diferencas
significativas, mostrando assim uma tendéncia a estabilizacdo dos niveis entre
concentracdes. Apesar das diferencas citadas acima, se observa que, em geral houve uma
tendéncia a diminuicdo nos niveis de LPO nas duas concentracBes de exposicao até 96

horas, que volta a crescer apos 144 horas.

|TBARS] (1g/ g de proteina total)
[TBARS] (pg/1g de proteina total)

Conlrola Virgem 0.5 Virgem25  Lixiviado 05 Lixiviado 2.5 Controle Virgem 0,5 Virgem 2,5  Lixiviado 0,5 Lixiviado 2,5

Tratamento (g/L) Tratamento (g/L)

[TBARS] (ug/pg de proteina total)
[TBARS] (ng/pg de proteina total)

Ganiole Virgem 0, Vigem2,5 Lixviado'0;5; Lbdviado 2.3 Controle Virgem 0,5 Virgem25  Lixiviado 0,5 Lixiviado 2,5

Tratamento (g/L) Tratamento (g/L)
Figura 14: Lipoperoxidacdo dos organismos controle e expostos em cada tempo de exposi¢do. A: 24
horas, B: 48 horas, C: 96 horas e D: 144 horas. Asteriscos indicam diferencas significativas (p<0,05)

entre grupos expostos e controles.
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Tabela 4: Resultado da ANOVA para o teste de Lipoperoxidagdo. Quando p<0,005, o fator em questdo

ou interagéo entre fatores é significativa.

SC Grau de MC F p
liberdade
Tratamente (Trat) 0,0938 1 0,0938 0,700| 0,404156
Concentracgdo (Conc) 0,4346 1 0,4346 3,243 | 0,073827
Tempo (Temp) 13,5842 3 45281 33,789 0,000000
Trat * Conc 0,0000 1 0,0000 0,000| 0,993351
Trat * Temp 1,0673 3 0,3558 2,655| 0,050814
Conc * Temp 1,1481 3 0,3827 2,856 | 0,039293
Trat*Conc*Temp 0,4885 3 0,1628 1,215| 0,306490
Erro 19,2973 144 0,1340
10- =
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24 horas 48 horas 96 horas 144 horas

Tempo de exposicdo (horas)

Figura 15: Niveis de LPO relativo (expostos/controles) em organismos expostos
ao microplastico em diferentes tempos de exposic¢do, diferentes concentragdes e
tratamentos. As barras horizontais indicam a igualdade entre tratamentos de um
mesmo tempo de exposicdo. O asterisco representa que 0s grupos pertencentes a
um tempo de exposicdo apresentam diferenca significativa com os demais

(p<0,05). O nivel do controle é definido como 1,0.
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Figura 16: Niveis de LPO relativo (expostos/controles) em organismos
expostos ao microplastico em diferentes tempos de exposicao, a diferentes
concentragdes. As barras horizontais representam a igualdade entre grupos de
um mesmo tempo de exposicdo. O asterisco representa que 0S grupos
pertencentes a um tempo de exposicdo apresentam diferencgas significativas
com o restante (p<0,05). As letras representam diferencas entre grupos expostos
a mesma concentracdo, mas em tempos diferentes. O nivel do controle é

definido como 1,0.

4.4 Dano ao DNA

O dano ao DNA se apresenta de forma inconstante entre 0s tempos e grupos expostos
(Fig. 17): ApGs 24 horas (A) de exposicdo, 0s grupos tratados apresentaram maiores
niveis de dano ao DNA (entre 1,6 e 8,6 ug de DNA danificado por mg de proteina) que o
controle (1,4 pg), com a concentracdo mais alta de exposicao levando a um dano ao DNA
mais consistente. Apds 48 horas de exposicao (B), 0s organismos expostos e controle ndo
evidenciaram diferengas quanto ao dano, 2,1 e 2,9 ug, apesar de apresentarem uma
tendéncia ao aumento de dano quando expostos. Ap6s 96 horas (C), todos 0s grupos
expostos apresentam menores danos ao DNA (entre 1,4 e 2,1 ug) em relagdo ao grupo
controle (4,0 ug). Apos 144 horas de exposic¢éo (D), uma mistura de cenarios € observada,
onde 0s organismos expostos & menor concentracdo (0,5 g/L) apresentam tendéncia a
menor niveis de danos (1,3 e 2,0 ug) que o controle (2,3 pg) e 0s grupos expostos a maior
concentracdo (2,5 g/L) apresentam niveis maiores de dano ao DNA (2,8 e 3,6 ug) que o

controle.
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Para analisar a influéncia de cada fator sobre a resposta ao microplastico, foi realizada
uma ANOVA de duas vias contendo trés fatores: Tempo de Exposicao (24, 48, 96 e 144
horas); Concentracdo de microplastico (0,5 e 2,5 g/L) e Tratamento (virgem ou lixiviado)
(Tab. 5, Fig.18). Ao analisarmos os niveis de dano nos organismos expostos, agrupados
entre tempo de exposicdo e concentracdo, observamos que organismos expostos a maior
concentracdo de microplastico apresentam maiores danos ao DNA, consistentes em 24 e
144 horas e tendéncia ap0s 48 e 96 horas. (Fig. 19). O tratamento pelo qual o plastico foi
submetido também aparece como fator determinante ao dano ao DNA ap0s 24 e 144 horas
de exposicdo (Fig.20). No primeiro tempo, foram os plasticos virgens que causaram
maiores danos (35% a mais que o lixiviado) e no segundo tempo o oposto foi observado,

sendo que o lixiviado levou a um maior dano ao DNA (25% a mais que 0 virgem).

Dano ao DNA (ug DNA /pg de proteina total)
Dano ao DNA (ug DNA /ug de proteina total)
o
1

Controle Virgem 0,5 Virgem 2,5 Lixiviado 0,5 Livxiado 2,5 Controle Virgem 0,5 Virgem 2,5 Lixiviado 0,5 Livxiado 2,5
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Figura 17: Dano ao DNA dos organismos controles e expostos em cada tempo de exposi¢do. A: 24
horas, B: 48 horas, C: 96 horas e D: 144 horas. Asteriscos indicam diferencas significativas (p<0,05)

entre grupos expostos e seus controles.
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Tabela 5: Resultado da ANOVA para o teste de Dano ao DNA. Quando p<0,005, o fator em questdo ou
interacdo entre fatores € significativa.

SC| Graude MC F p
liberdade
Tratamento (Trat) 0,24593 1| 0,24593| 0,69227| 0,406772
Concentragéo (Conc) 17,15057 1| 17,15057| 48,27758| 0,000000
Tempo (Temp) 72,59175 3| 24,19725| 68,11346 | 0,000000
Trat * Conc 0,01070 1| 0,01070| 0,03011| 0,862482
Trat* Temp 3,91999 3| 1,30666| 3,67816| 0,013659
Conc * Temp 5,93534 3| 1,97845| 5,56918| 0,001211
Trat*Conc*Temp 0,10350 3| 0,03450| 0,09712| 0,961515
Erro 51,15588 144 | 0,35525
[ ]virgem0,5g/L
= R
I Lixiviado 2.5 ¢/L
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Figura 18: Niveis de dano ao DNA relativo (expostos/controles) em organismos expostos ao

microplastico em diferentes tempos de exposicdo, concentragfes e tratamentos. As barras

horizontais representam a igualdade entre grupos de um mesmo tempo de exposi¢do. Os asteriscos

representam os tempos de exposi¢do que apresentam diferencas significativas (p<0,05) com os

demais (p<0,05). O nivel do controle é definido como 1,0.
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Figura 19: Niveis de dano ao DNA relativo (expostos/controles) em organismos expostos ao
microplastico em diferentes tempos de exposicdo e concentracdes. As barras horizontais
representam a igualdade entre grupos de um mesmo tempo de exposi¢do. As letras representam
diferencas significativas (p<0,05) entre grupos de um mesmo tempo de exposi¢do. Os asteriscos
representam os tempos de exposi¢do que apresentam diferencas significativas (p<0,05) com os
demais. O nivel do controle é definido como 1,0.
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Figura 20: Niveis de dano ao DNA relativo (expostos/controles) em organismos expostos ao
microplastico em diferentes tempos de exposi¢do e diferentes tratamentos. As barras horizontais
representam a igualdade entre grupos de um mesmo tempo de exposicdo. As letras representam
diferencas significativas (p<0,05) entre grupos de um mesmo tempo de exposi¢do. Os asteriscos
representam os tempos de exposi¢do que apresentam diferenca significativa (p<0,05) com os

demais. O nivel do controle é definido como 1,0
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4.5 Tempo de Retengdo do Vermelho Neutro (TRVN)

Dentre todos o0s tempos de exposi¢do ao plastico observados (Fig.21 A (24h), B (48h),
C (96h) e D (144h)), apenas o ultimo tempo apresentou diferenca acentuada em relagéo
ao resultado observado para o controle. Apesar deste fato, houve nos demais tempos, uma
tendéncia de aumento do tempo de retengdo com relacdo ao controle, porém estes

permaneceram iguais entre si.

A ANOVA multifatorial foi realizada (Tab. 6, Fig. 22). O fator concentracédo, quando
analisado separadamente (Fig.23) mostra que o TRVN parece ser dose-dependente, com
menor tempo de retencdo nos lisossomos de organismos expostos a maior concentragao.
Boa parte deste resultado se da a importante queda do tempo na maior concentragcdo apos
144 horas de exposicao.
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Figura 21: Tempo de retencdo do Vermelho Neutro dos organismos controles e expostos em cada tempo
de exposi¢do (p<0,05). A: 24 horas, B: 48 horas, C: 96 horas e D: 144 horas. Asteriscos indicam
diferencas significativas (p<0,05) entre grupos expostos e seus controles.
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Tabela 6: Resultados da ANOVA para o ensaio de TRVN. Quando p<0,005, o fator em questdo ou

interacéo entre fatores é significativa.

SS Grau de MS F p
liberdade
Tratamento (Trat) 0,04873 1 0,048726 0,10602 0,745190
Concentracéo (Conc) 6,69329 1 6,693285 14,56416 0,000201
Temperatura (Temp) 27,33883 3 9,112944 19,82918 0,000000
Trat * Conc 0,06956 1 0,069556 0,15135 0,697823
Trat * Temp 1,94202 3 0,647339 1,40857 0,242745
Conc * Temp 5,91195 3 1,970649 4,28801 0,006235
Trat*Conc*Temp 3,69030 3 1,230100 2,67662 0,049417
Erro 66,17842 144 0,459572
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Figura 22: Tempo de retencdo do Vermelho Neutro Relativo (expostos/controles) em organismos expostos

ao microplasticos em diferentes tempos de exposicdo, diferentes concentragfes e tratamentos. As barras

horizontais representam a igualdade entre grupos de um mesmo tempo de exposicdo. Os asteriscos

representam os tempos de exposi¢do que apresentam diferenca significativa (p<0,05) com os demais. As

letras representam diferencas significativas (p<0,05) dentro de um tempo de exposic¢do. O nivel do controle

¢é definido como 1,0
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Figura 23: Tempo de retencdo do Vermelho Neutro relativo (expostos/controles) em organismos expostos
ao microplésticos em diferentes tempos de exposi¢do e concentragdes. As barras horizontais representam a
igualdade entre grupos de um mesmo tempo de exposicdo. As letras representam diferencas (p<0,05) entre
grupos de um mesmo tempo de exposicao. Os asteriscos representam os tempos de exposicao que apresentam
diferenga (p<0,05) significativa com os demais. O nivel do controle é definido como 1,0.

4.6 Proteinas de Estresse

4.6.1 Allograft Inflammatory Factor 1 (AlF-1)

Assim como os demais biomarcadores analisados os resultados obtidos para AlIF-1
variam de acordo com o grupo e o tratamento aplicado. Ao analisarmos todos os fatores
(Tab. 7 e Fig. 24) observamos que nas primeiras 12 horas, 0s organismos expostos a
menor concentracdo de plastico responderam com um aumento da expressdo de AlF-1
em relacdo ao controle (de 10 a 70%). O oposto € observado apos 24 horas, onde a
exposicao & maior concentracdo levou a um aumento de AIF-1 consistente. O maior nivel
é observado no grupo exposto ao plastico virgem a 2,5 g/L, com aumento entre 150 e
300% em relacdo ao controle, sendo 20% a menos e 80% a mais nos expostos a 0,5 g/L.
Ap0s 48 horas de exposicdo os niveis de AIF-1 caem bruscamente, entre 60 a 90% em
relacdo ao controle, voltando a apresentar variagdes similares aos de 24 horas apos 144

horas. A resposta ap6s 144 horas, porém, € menor, com aumento entre 20 e 110 % para
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0S organismos expostos a 2,5 g/L e entre 20 e 30% a menos que 0s controles para 0s

organismos expostos 0,5 g/L

Dentre os fatores que influenciaram mais fortemente estes resultados esta
primeiramente o tempo. As variagdes da expressdo a partir de 24 horas sdo consistentes,
apos 24 e 144 horas ocorre um aumento, e apds 48 horas uma intensa reduc¢éo (Fig. 25).
A interacdo tempo/concentracao (Fig. 26) nos mostra que dentro das variagdes temporais
observadas anteriormente, nos tempos 12 e 48 horas 0s organismos expostos a menor
concentracdo apresentam maiores niveis de AlF. Estes foram 40% a mais e 60% a menos
que os controles para 0s organismos expostos por 12 horas e 60% a 80% menores que 0s
controles para os organismos expostos por 48 horas. O contrario € observado em 24 e 144
horas, onde organismos em contato com maior concentracdo apresentam maiores niveis
de AIF-1. Em organismos expostos por 24 horas estes niveis foram de 30% e 210%
maiores que o controle, enquanto que nos expostos por 144 horas foram 30% menores e
50% maiores. A interacdo Concentracdo e Tratamento (Fig. 27), mostra que 0s
organismos expostos a 0,5 g/L de plastico lixiviado em geral responderam com maior
intensidade que os expostos a 0,5 g/L de material virgem. No caso da maior concentracao,

foi a exposicdo aos plasticos virgens que levou a uma maior expressdo de AlF-1.

Tabela 7: Resultado da ANOVA para o teste de quantificacdo de AlIF-1 por ELISA. Quando p<0,005,

o fator em questdo ou interagdo entre fatores é significativa.

sc Grau de MC - .
liberdade

Tratamento (Trat) 0,002507 1/0,002507| 0,1610|0,689618
Concentracao (Conc) 0,032830 1]0,032830| 2,10740,151476
Tempo (Temp) 1,351666 3]0,450555| 28,9214 0,000000
Trat*Conc 0,143854 110,143854| 9,2341|0,003437
Trat*Temp 0,060368 310,020123| 1,2917|0,284896
Conc*Temp 0,726762 310,242254 | 15,5504 | 0,000000
Trat*Conc*Temp 0,114400 310,038133| 2,4478|0,071730
Erro 0,997033 64| 0,015579
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Figura 24: Concentracdo relativa de AIF-1 (expostos/controles) em organismos expostos ao
microplasticos em diferentes tempos de exposicdo, concentragdes e tratamentos. As barras horizontais
representam a igualdade entre grupos de um mesmo tempo de exposi¢do. Os asteriscos representam 0s
tempos de exposicdo que apresentam diferencas significativas com os demais. As letras representam

diferengas dentro de um tempo de exposicdo. A seta preta representa o nivel dos controles.
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Figura 25: Concentracdo relativa de AIF-1 (expostos/controles) em organismos expostos ao
microplastico em diferentes tempos de exposi¢do. As letras representam diferencas (p<0,05) entre
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4.6.2 Heat Shock Protein 70 (HSP70)

A expressdo de HSP70 ao longo do tempo mostrou-se varidvel, e diversos fatores
mostraram-se responsaveis (Tab.8). Existe uma tendéncia significativa ao aumento de
expressao ao longo do tempo de exposicdo dos organismos ao microplastico (Fig. 28),
apresentando entdo uma resposta tempo-dependente. Uma maior expressao de HSP70 é
observada apds 48 horas nos organismos expostos a 0,5 e 2,5 g/L de plastico lixiviado
(Fig. 28), sendo esta também uma resposta tratamento-dependente. Além do tempo e do
tratamento do plastico, a concentracdo também exerce efeitos. Apds 48 horas, na menor
concentracdo ha um aumento da expressdo de HSP70. O inverso é observado apés 144
horas, onde organismos expostos a 2,5 g/L de polietileno apresentaram maiores niveis de
HSP70 (Fig. 29).

Tabela 8: Resultado da ANOVA para o teste de quantificagdo de HSP70 por ELISA. Quando p<0,005, o

fator em questdo ou interacdo entre fatores é significativa.

SC Grau de MC F p
liberdade

Trat 0,009234 1| 0,009234 0,7768| 0,381427
Conc 0,023661 1| 0,023661 1,9903| 0,163153
Temp 0,555864 3| 0,185288 15,5861 | 0,000000
Trat*Conc 0,000147 1| 0,000147 0,0123| 0,911931
Trat*Temp 0,194189 3| 0,064730 5,4449 | 0,002132
Conc*Temp 0,356466 3| 0,118822 9,9951| 0,000017
Trat*Conc*Temp 0,035239 3| 0,011746 0,9881| 0,404111
Erro 0,760833 64| 0,011888
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Figura 29: Concentracdo Relativa de HSP70 (expostos/controles) em organismos expostos ao
microplastico em diferentes tempos de exposi¢cdo a diferentes concentracfes. As barras horizontais
representam a igualdade entre grupos de um mesmo tempo de exposi¢do. As letras representam

diferengas significativas (p<0,05) dentro de um tempo de exposicao. O nivel do controle é definido como

1,0.
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4.6.3 Phosphorylated P38 Mitogen Activated Protein Kinase (pP38-MAPK)

Assim como as demais proteinas de estresse analisadas, 0s niveis de pP38 e os fatores
responsaveis variam muito entre os grupos observados (Tab. 9). Os niveis de pP38 quando
analisados por tempo de exposi¢do imposto aos plasticos (Fig. 30) mostram-se elevados
em 12h de exposicao, entre 30% a mais e a menos que o controle. Esses valores decrescem
com o passar do tempo, chegando aos menores niveis ap6s 48 horas, mas voltam a subir
em 144 horas. Sendo que ha um aumento significativo de pP38 entre 0s organismos
expostos a 144 horas a 2,5 g/L de microplasticos virgens. Dentre os fatores que podem
explicar esses niveis estdo o tempo (Fig. 31), cuja exposicao a 12 horas gira em torno do
controle, porém diminui para metade ou menos da metade entre 24 horas e 48 horas, para
mais tarde subir para os niveis de controle apos 144h. O fator concentracéo estabelece
que maiores niveis de pP38 foram observados em organismos expostos a 2,5 g/L de
plastico mostrando um efeito dose-dependente (Fig. 32). Em geral, ha uma diminuigdo

nos niveis de pP38 até 48h (bem abaixo dos controles), que voltam a subir ap6s 144h.

Tabela 9: Resultado da ANOVA para o teste de quantificacdo de pP38 por ELISA. Quando p<0,005, o
fator em questdo ou interacdo entre fatores é significativa.

SC Grau de MC F p
liberdade

Tratamento (Trat) 0,70129 1 0,70129 2,2177| 0,141344
Concentracao (Conc) 3,50807 1 3,50807 11,0939| 0,001441
Tempo (Temp) 11,93705 3 3,97902 12,5832 | 0,000001
Trat*Conc 1,34526 1 1,34526 4,2542 | 0,043216
Trat*Temp 2,38165 3| 0,79388 2,5106| 0,066517
Conc*Temp 1,88709 3| 0,62903 1,9892| 0,124449
Trat*Conc*Temp 3,97587 3 1,32529 4,1911| 0,009023
Erro 20,23784 64 0,31622
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Figura 30: Concentracdo Relativa de pP38-MAPK (expostos/controles) em organismos
expostos ao micropléstico em diferentes tempos de exposicdo, diferentes concentracoes e
tratamentos. As barras horizontais representam a igualdade entre grupos de um mesmo tempo
de exposicéo. As letras representam diferencas significativas (p<0,05) dentro de um tempo
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Figura 31: Concentracdo Relativa de pP38-MAPK (expostos/controles) em organismos
expostos ao microplastico em diferentes tempos de exposicdo. As letras representam

diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos. O nivel do controle é definido como 1,0.
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Figura 32: Concentracdo Relativa de pP38-MAPK (expostos/controles) em organismos expostos

ao microplasticos em diferentes concentragdes. As letras representam diferencas significativas

(p<0,05) entre os grupos. O nivel do controle € definido como 1,0.

4.7 Presenca de microplasticos nos organismos em campo.

Apos a digestdo acida dos organismos coletados, foi observado que em todos os pontos

de coleta, havia contaminacao por microplastico (Fig. 33), variando de 20 a 100% (Tab.

10). A maior contaminacdo estava presente em pontos dentro do Canal do Porto de

Santos, enquanto que 0s mais limpos, no final do canal, mais préximo da Baia de Santos.

Tabela 10: Latitude, longitude e descri¢do dos pontos de coleta da &rea do Porto de Santos / SP

Ponto Descricio Nivel de C.ontamina(;éo
(% de organismos coletados)
#1 Terminal 35/ Libra 100%
#2 Ocupagdes irregulares 80%
#3 Entreposto de Pesca 100%
#4 Balsa Santos - Guaruja 60%
#5 Pier Edgar Perdigdo 83%
#6 Pier dos Pescadores 20%
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Figura 33: Fotomicrografias do processamento da glandula digestiva. A: Material antes da digestdo acida.

B: Material residual ap6s o tratamento com &cido. C: Mesma imagem de B sob a luz polarizada,
evidenciando as particulas plésticas (setas).
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5. Discussao

5.1. Caracterizacdo dos microplasticos presentes em cosmético

O objetivo desta caracterizacdo foi obter informacGes sobre como sdo 0s
microplasticos que estdo presentes em cosmeéticos brasileiros. Esta analise contempla
somente uma marca de pastas de dente, mas permite observar que esses elementos néo se
parecem com aqueles que sdo apresentados em trabalhos internacionais. Os
microplasticos observados tém tamanho médio de 300 um variando de 60 a 700 um e séo
irregulares, ao contrario das formas esféricas de outros paises (Fendall e Sewell, 2009).
Uma observacdo adicional foi que as particulas sofreram alteragdes por processos fisicos
(viz. agitacdo), tendendo a se tornar filamentosas. As particulas podem adentrar o0 meio
ambiente por ndo serem retidas nos tratamentos de esgoto domeéstico e este processo pode
alterar seu destino no ambiente. Aléem do tamanho, o formato dos microplasticos pode
também ser importante na captura da suspensdo, estando disponiveis para organismos
como mexilhdes e outros filtradores, cujas capacidades de retengéo sdo variadas (Riisgard
e Larsen, 2010). A disponibilidade de microplasticos presentes em pastas de dentes
brasileiras os tornam uma fonte de poluicdo importante e que demanda atencao, uma vez
que a costa brasileira apresenta inimeros organismos filtradores suscetiveis de ingerirem

essas particulas

5.2. Caracterizacao dos microplasticos adquiridos da industria.

A degradacdo dos plasticos nos ambientes costeiros se tornou foco de estudos quase
qgue simultaneamente a descoberta dos impactos que causavam as espécies locais.
Alarmados com o0s danos que plasticos poderiam causar a fauna marinha, se
multiplicaram estudos sobre a degradacdo e deterioracdo dos fragmentos que poderiam
ser encontrados nos oceanos, assim como sua abundéancia, tipos e frequéncia (Fok et al.
2015, Eriksen et al., 2014, Cozar et al., 2014). Para avaliar 0s impactos que esse tipo de
poluicdo exerce sobre organismos filtradores, 0 modelo de micropléstico utilizado nos
experimentos foi adquirido da industria, sem informagdes precisas sobre suas
caracteristicas, além de ser composto por polietileno. Foi entdo necessario que fossem
obtidos mais detalhes sobre o tipo de plastico, possivel presenca de ftalatos e alteragdes
de sua morfologia. A identificacdo do tipo de polimero nos permitiu verificar que eram
particulas de polietileno de baixa densidade. (LDPE, em inglés). Este possui
caracteristicas diferentes dos dois outros tipos de polietileno fabricado: o de alta

densidade (HDPE, em inglés) e a mistura dos dois o polietileno de baixa densidade linear
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(LLDPE) (PlasticsEurope, 2015). Essa informacdo permite que dados aqui citados

possam ser comparados com outros trabalhos que utilizaram este material.

Os aditivos presentes nos microplasticos também nao foram informados. Dentre os
mais nocivos ao ambiente estdo os ftalatos, utilizados para tornar o plastico mais maleével
(Thompson et al., 2009). Ao lavar os microplésticos por 10, 20 e 30 dias, foi observada a
liberacdo destes componentes na agua. Apesar de ndo serem tdo comuns em polietileno
como sdo nos polimeros de PVC, esses dados mostram que eles existem e que sdo
liberados na agua do mar. Esse resultado permitiu que um periodo de lixiviacdo de 20

dias fosse estabelecido para os microplasticos utilizados nos experimentos.

Uma terceira caracteristica avaliada no modelo de microplastico utilizado foi a
deformacéo apds esses periodos de lixiviagdo. Existem mecanismos fisico-quimicos
capazes de degradar particulas plasticas, como por exemplo a radiacdo UV, pela
exposicao a luz solar, levando a uma fotodegradacéo; a umidade, que acelera as taxas de
degradacdo por aumentar a oxigenacao da matriz do plastico bem como o aumento da
temperatura. Além disso, esse processo pode ser acelerado pela colonizagdo e a a¢do de
micro-organismos presentes na agua (Andrady, 1990).

Em ambientes costeiros, quando no mar, os plasticos podem passar por degradacao
mecanica, com a colisdo entre particulas associada ao arrasto e rolamento (Cooper e
Corcoran, 2010). Esses processos produzem tracos observaveis caracteristicos na
superficie das particulas, como por exemplo sulcos, fissuras, bitolas, fraturas lineares e
crescentes entre outros, assim como proporciona a agregacao de particulas e oxidagédo
granular. (Zbyszewski e Corcoran, 2011). Zbyszewski e Corcoran, ao analisar particulas
plasticas nas praias do Lago Huron, na regido dos Grandes Lagos, no Canada, observaram
que a grande maioria coletada apresentava sinais de erosdao mecanica, e que isso era
proporcional as intempéries ocorridas no local. Ha entdo um claro sinal de que particulas
plasticas podem, ao se submeterem as pressdes ambientais, modificar sua morfologia ao
longo do tempo. Ha evidéncias também de que o polietileno seria o material plastico mais
resistente dentre os coletados na regido dos Grandes Lagos. Foi surpreendente observar
uma mudanga tdo marcante na morfologia dos abrasivos iniciada ja com 10 dias e
amplificando-se com 30 dias ap6s o inicio da lixiviagdo artificial. Este tempo
relativamente curto para estas modificacbes pode se dever a quantidade utilizada no
experimento, com 2,5 g de particulas por litro de agua do mar. Esta concentracédo

propiciaria uma taxa de colisdes mais frequente entre particulas do que aquelas ocorridas
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naturalmente em ambientes costeiros. Esta concentracdo foi escolhida, pois pouco havia
sido publicado sobre a temética dos microplasticos ao iniciar estes experimentos. Com
relagdo a exposicdo em laboratorio, um Unico artigo (Browne et al., 2008) estava
disponivel e utilizava essas concentracfes. Os autores ndo justificam, porém, a escolha
desta quantidade, impedindo que uma decisdo mais fundamentada pudesse ser feita neste
caso. Portanto, as quantidades utilizadas neste experimento, € nos outros a serem
discutidos, ndo séo as que realmente se encontram no ambiente, salvo um evento acidental
que levaria a descarga de microplastico na agua. Vale ressaltar que as particulas abrasivas
presentes em cosmeéticos ndo sdo produzidas com o intuito de serem resistentes como sao
os pellets pléasticos utilizados como matéria prima da industria. Desta forma, podem, na
pratica, receber menores quantidades de produtos quimicos que elevem a sua resisténcia
geral (Murphy, 2001). A lixiviacdo prévia nos mostrou entdo que a versdo abrasiva do
polimero ndo se apresenta tao resistente e que isso deve estar ligado ao seu processo de
fabricacdo e dos aditivos incorporados a sua composi¢do, das quais ndo tivemos acesso.
Além de alterar as caracteristicas de retencdo como citado anteriormente, essa mudanca
na morfologia poderia acarretar um aumento da superficie em contato com o meio, e,

portanto, torna-los mais aptos a absorver e/ou liberar poluentes.

5.3. Lipoperoxidacao

A primeira barreira de interacdo de particulas externas com as células sdo as
membranas celulares. Essas sdo responsaveis por inimeras funcdes como entrada e saida
de ions essenciais, homeostase, bom encaminhamento de proteinas entre outros (Cooper,
2000). Diferentes particulas de micro e nano plastico ja foram observadas interiorizadas
em células de organismos filtradores. Browne et al., em 2008, observaram em Mytilus
edulis o translocamento de particulas de poliestireno da cavidade gastrica para a
hemolinfa e quanto menores eram as particulas, maiores as chances de atravessarem a
membrana. Apesar dos autores ndo definirem qual o mecanismo pelo qual essas particulas
foram interiorizadas, eles acreditam que o processo envolvido nesta passagem seja a
endocitose ja que particulas com escala micrometrica podem ser internalizadas por este
meio. A presenca de microesferas plasticas de polietileno ja foi observada ndo apenas na
hemolinfa como também em diferentes tecidos desta mesma espécie (Von Moos 2012).
Ja Giulia Rossi e colaboradores (2014), por simulagdo, mostraram as possiveis interacées
entre lipidios presentes em membranas bioldgicas e nanoparticulas de poliestireno,

alterando sua estrutura, reduzindo a difusdo molecular e diminuindo sua rigidez.
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Contaminantes aquaticos ja se mostraram nocivos a saude de organismos marinhos.
Os metais pesados como o Cobre e Ferro fazem parte de uma grande lista de elementos
quimicos que impactam a fisiologia dos invertebrados aquaticos (lwasaki et al., 2009).
Uma das vias de impactos dos contaminantes é o estresse oxidativo, processo pelo qual
h& acimulo de intermediarios reduzidos de oxigénio como o radical superoxido, levando
a um aumento de espécies reativas de oxigénio (EROSs) nos organismos. As EROs podem
ter efeitos deletérios importantes em diversas vias fisiologicas e em fungdes de extrema
importancia para as células. Porém a estrutura celular mais impactada pelo acuimulo de
EROs sdo os lipidios, que sofrem oxidacéo e podem levar a danos graves nas membranas.
Dentre os subprodutos da lipoperoxidacao, esta 0 malonaldeido, que possui cor alaranjada
e pode ser analisado por espectrofotometria. Este biomarcador ja é usado a muitos anos
como possivel indicador de impacto ambiental uma vez que avalia indiretamente o estado
de lipoperoxidacdo da célula (Lesser, 2006). Nossos resultados mostram que os niveis de
lipoperoxidacdo das membranas dos organismos expostos aos microplésticos foram
significativamente menores que os controles. Dentre os expostos, ha uma reducdo nos
valores de LPO gradativa até 96 horas de exposicédo, que volta a se elevar apds 144 horas.
O tempo de exposicao parece ser o fator que influencia diretamente esta queda e seu
aumento final. Os niveis de LPO avaliado pela quantificacdo das substancias reativas ao
Acido Tiobarbitirico (TBARS) dentre as quais estd o malonaldeido, aumenta em
invertebrados com a exposicdo a diferentes contaminantes (Giusto e Ferrari, 2014).
Porém, apesar de Amachree e colaboradores (2014) observarem um aumento de TBARS
em mexilhdes expostos continuamente ao mercario, quando esta exposi¢do é intermitente,
estes niveis se estabilizam e chegam a diminuir apds 21 dias. Os autores indicam
simplesmente que o mercurio ndo leva a um estresse oxidativo importante ao ponto de
manter altos niveis de TBARS, apesar de uma elevacédo deste indice por mercdrio ja ter
sido vista anteriormente (Geéret et al. 2002). No que diz respeito aos niveis ap0s exposi¢do
a microplasticos, os resultados existentes indicam que os plasticos ndo influenciam na
producdo de TBARS quando livres de contaminantes externos como ftalatos ou pirenos

em organismos marinhos (Oliveira et al.,, 2013), em concordancia com nossos resultados.

Em condi¢des normais os antioxidantes permitem, na célula, que os niveis de EROs
estejam sempre em quantidade minima para serem segundo mensageiros de eventos
celulares ao invés de causar efeitos deletérios. Porém quando o impacto ambiental é muito

intenso e o equilibrio ndo é estabelecido, os antioxidantes também séo produzidos em
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excesso, com o0 objetivo de conter a quantidade de EROs livres na célula. Antioxidantes
podem ser enzimas, como a Superoxido Dismutase (SOD), a Catalase e as Peroxidases,
ndo enzimaticos como o Acido Ascorbico, o Tocoferol ou carotendides; ou ainda
pequenas moléculas como o Acido Urico (Lesser, 2006). As defesas antioxidantes dos
mexilhdes sdo muito efetivas (Ribera et al., 1991) talvez por ocuparem zonas de
entremarés, onde mudancas de pardmetros do ambiente como 0s niveis de oxigénio,
dessecacdo e quantidade de nutrientes podem ser bruscas e por longos periodos. Essa
queda detectada nos niveis de LPO nos organismos expostos pode ter sido provocada pela
alta quantidade de microplasticos sendo percebida como um aumento no material
particulado no meio, levando a produgéo excessiva de antioxidantes. Este componente
ndo deve produzir maiores niveis de EROs, mas como consequéncia do aumento dos

antioxidantes ocorre a reducdo observada na lipoperoxidacéo.

5.4 Dano ao DNA

A exposicdo a contaminantes pode levar a alteracbes genéticas em organismos,
tornando-os marcadores bioldgicos do impacto de reagentes especificos quando induzem
danos caracteristicos (Shugart et al., 2000). Estes podem ser utilizados para avaliar 0s
efeitos de um contaminante sem que interaja diretamente com o material genético,
levando a resultados mais genéricos como quebras simples e duplas de fita (Shugart et
al., 2000). Por estes motivos, a quantificacdo de danos ao DNA se tornou um parametro
essencial para a avaliagdo do impacto de uma poluicdo no ambiente (Kohn, 1983;
National Research Council (NRC), 1987; Shugart et al. 1992).

Danos ao DNA provocados por diversos contaminantes ja foram observados em
organismos marinhos, como por exemplo estrelas do mar e peixes, onde se mostraram
positivamente relacionados as quantidades de PCBs e PAHSs na &gua (Everaarts et al.,
1998). Por outro lado, Nacci e colaboradores (1996) observaram que os danos em
mexilhdes expostos em laboratério a N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NNGM),
um contaminante conhecidamente mutagénico e carcinogénico, ndo se mantinham
consistentes apos 48 horas. Em mamiferos marinhos, a exposigéo de leucdcitos a PCBs
também ndo levou a altera¢fes na quantidade de dano, nas concentragfes usadas (Taddei
et al. 2001). Sendo assim, diversas analises em diversos organismos aquaticos revelam
que os danos ao DNA iniciado por poluentes marinhos muitas vezes ndo sao detectados

com tanta clareza e consisténcia.
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Os nossos resultados indicam que existe uma alteracdo nos niveis de quebra das fitas
do DNA dos mexilhGes expostos ao microplastico e que esse dano varia com o tempo de
exposicao ao poluente. Esse efeito € mais intenso com 24 horas e bastante significativo
nos organismos submetidos a uma maior quantidade de plastico na 4gua, fazendo com
que a concentracdo pareca mais determinante para o impacto que suas propriedades
quimicas. O dano ao DNA parece estabilizar-se nos niveis préximos ao controle apds 48
horas, chegando a diminuir consistentemente depois de 96 horas de exposigdo. Apesar de
abaixo do dano ap0s 24 horas, ele volta a ser maior que o controle apds 144 horas, sempre
na mesma dinamica da dose-dependéncia. Isto se revelou de acordo com estudos que
associam a concentracgdo de outros contaminantes ao dano no DNA do organismo, como
por exemplo, em mexilhdes expostos a nanoparticulas de cobre (Al-Subiai et al., 2011)
ou ratos ao dioxido de titanio (Trouiller et al. 2009). Estes casos podem se dever ao
acumulo desses elementos ao longo do tempo nos tecidos dos organismos estudados.
Porém ndo ha evidéncias que o microplastico se acumule nos organismos pelos quais sao
filtrados, 0 que nos leva a crer que possivelmente contaminantes presentes apés lixiviagao

nesses microplasticos possam ser responsaveis pelo efeito observado.

5.5 Tempo de Retencdo do Vermelho Neutro

Uma das maneiras de analisar o estresse fisioldgico perante condi¢cdes ambientais
desfavoraveis é realizar o ensaio de Retencdo do Vermelho Neutro. O teste ja foi aplicado
em diferentes condigdes e organismos (Ringwood et al.,1998; Viarengo et al., 2000;
Dailianis et al. 2003; Moore et al., 2006; Coughlan et al., 2009) e se baseia na capacidade
dos lisossomos em reter elementos tdéxicos, que eventualmente podem levar a
desestabilizacdo das suas membranas (Lowe e Pipe, 1994), liberando seu contetdo no
citosol e gerando um dano a célula. O vazamento do Vermelho Neutro, corante vital, pode
entdo ser indicador da estabilidade da membrana do lisossomo, e em uma maior escala,
da viabilidade celular. Diversos contaminantes ja foram determinados como
desestabilizadores da membrana lisossomal, como nanoparticulas (Ringwood et al. 2009)
e farmacos como o Triclosan (Binelli, 2008), drogas anti-inflamatorias (Parolini et al.,
2009) e metais como o cobre (Pereira et al., 2007). Nossos resultados indicam que existe
uma tendéncia de aumento do tempo de retencdo do corante nos organismos expostos aos
microplasticos até 96 horas. Nos organismos expostos a 144 horas ha uma diminuigdo
dréstica de retencdo na maior concentracdo (2,5 g/L). Haveria entdo uma dose-
dependéncia nos resultados, como foi observado apos exposi¢cdo do bivalve Ruditapes
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philippinarum a cafeina, ibuprofeno, carbamazepina e novobiocina (Aguirre-Martinez et
al. 2013).

Assim como na diminuicdo nos niveis de LPO, um aumento no tempo de retencao do
Vermelho Neutro pode indicar que o organismo estd se respondendo a uma ameaga
externa, se tornando mais resistente. Porém, um ndmero maior de biomarcadores seria
necessario para indicar quais vias podem estar sendo inibidas e/ou ativadas, como por
exemplo enzimas ligadas a producdo de EROs (catalase [CAT], glutathione-S-transferase
[GST], cholinesterase [ChE]) (Pereira et al., 2007).

5.6 Proteinas de Estresse

5.6.1 Allograft inflammatory factor 1 (AlF-1)

O AIF-1 é uma proteina reconhecida por iniciar a resposta imune durante a ativacao
de macrofagos, e exerce um papel ndo somente nestas como também em estimulos anti-
inflamatdrios (de Zoyza et al. 2010). Ja foi identificada em invertebrados marinhos como
esponjas, onde sua expressdo é aumentada em processos de autdgrafos evidenciando seu
papel no sistema imune desses organismos (Kruse et al., 1999), no bivalve Chlamys
farreri (Wang, 2013) e na ostra Pinctada martensii, (Li et al. 2013), entre outros

organismos aquaticos.

No gastropode Lymnaea stagnalis, o AIF-1 foi reduzido tanto por coquetéis de
remédios psiquiatricos quanto antibidticos, evidenciando seu efeito no estimulo
inflamatdrio que esses remédios inibem (Gust et al., 2013). A expressao de RNAm de
AIF-1 foi alterada significativamente entre 6 e 12 horas apds o desafio bacteriano imposto
a ostra Pinctada martensii (Li et al. 2013). Resultados semelhantes foram observados nos
P. perna expostos aos microplasticos e a expressao de AlF-1 parece seguir um sistema
dose-dependente relativamente rapida. As primeiras 12 horas parecem afetar a expressdo
de AIF-1 nos organismos expostos a 0,5 g/L de microplasticos na agua, seguido por um
cenario oposto em 24 horas. Isto indica pode existir um impacto inflamatorio e/ou
imunologico pelos microplasticos, e que as primeiras horas de exposicdo aos

contaminantes sdo essenciais na resposta mediada por esta proteina.
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5.6.2 Heat-Shock Protein 70 (HSP70)

As proteinas de choque térmico (Heat-Shock Proteins) sdo chaperonas presentes de
bactérias a mamiferos, e bastante conservadas (Schlesinger et al., 1982).
Constitutivamente, estdo presentes nas células para o desempenho das mais diversas
funcGes como enderecamento e enovelamento de outras proteinas (Feder e Hofmann,
1999). Sao divididas em diversas familias com base em seus pesos moleculares, como as
HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100 (Nover e Scharf, 1997). A HSP70, de peso
molecular 70 kDa € um bom biomarcador de estresse térmico, metais pesados e venenos
como o arsénico (Shelton et al. 1986; Dyer et al. 1993). Porém, a variacdo do marcador
pode ndo estar sempre associada a um evento recente, e sim ao histérico de mudangas

ambientais aos quais 0s organismos estiveram em contato.

Ostras (Crassostrea virginica) expostas a argilas contaminadas por diversas
concentracdes de PAH apresentaram aumento significativo nos niveis de HSP70 apenas
apo6s 40 dias de exposi¢do (Cruz-Rodriguez e Chu, 2002). Por outro lado, para M.
galloprovincialis, uma exposicdo a 30°C eleva a HSP70 a um nivel significativamente
superior ao controle ap6s 1 hora de estresse, tendo sua maxima expressao apds 2 horas
(Gourgou et al., 2010). A expressdo de HSP70 em diversos organismos estuarinos durante
estresse térmico apresenta variacdes e limiares diferentes, sendo intimamente
relacionados as condi¢cdes ambientais do habitat (Madeira et al..2012). Em P. perna, a
exposi¢do ao microplastico resultou em um aumento significativo de HSP70 apds 48
horas em alguns grupos de organismos, principalmente 0s expostos a menor concentracao
de microplasticos. Apesar de menor, essa resposta se inverte apds 144 horas de exposicao
nos grupos expostos a maior concentracdo, evidenciando uma resposta semelhante ao
observado com AIF-1, embora com algum tempo de retardo. E possivel que ambas as
respostas estejam relacionadas, uma vez que as HSPs também sdo conhecidas pelas suas
fungdes em reagdes anti-inflamatodrias: estédo associadas a altas expressdes de proteina C
reativa em mulheres com pré-eclampsia (Molvarec et al., 2009), a protecdo das
membranas contra EROs, danos ao DNA e prote¢do mitocondrial em humanos (Jacquier-
Sarlin et al., 1994). Sendo assim, os microplasticos poderiam estar ativando uma via de

resposta comum a estes dois marcadores.
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5.6.3 Phosphorylated p38 mitogen activated protein kinase (pP38-MAPK).

Parte da resisténcia dos mexilhdes se daria por uma inibicdo coordenada do
metabolismo e inativagcdo da fosforilagdo de diversas enzimas, como as que estdo
presentes na glicélise, levando a producao de diferentes produtos finais do metabolismo
(Canesi et al. 2002.) As proteinas fosforilaveis, por sua funcdo reversivel, podem ser
consideradas elemento fundamentais na capacidade de resisténcia ao estresse,
principalmente na reorganizacdo anaerobica quando muitas delas sdo inibidas. Nos
mexilhdes, estresses como mudancas de temperatura, choque osmotico e hipdxia podem
levar a ativacdo da pP38-MAPK (Canesi et al., 2002). As MAPK s&o proteinas Ser/Thr
quinases, e pertencentes a um grande grupo de enzimas muito conservadas na evolugéo
das espécies (Widmann et al., 1999). Existem trés familias pertencentes ao grupo das
MAPK: ERKSs (Extracellular-signal-Regulated Kinases), JNKs (c-Jun N-terminal
Kinase), e as P38. As duas ultimas, porém, sdo as que estdo mais relacionadas a resposta
aum estresse (Widmann et al., 1999). Nos P. perna, a exposi¢ao aos microplasticos levou
a uma inibicdo da pP38-MAPK de maneira tempo-dependente, com menores niveis de
expressao apds 96 horas, e um aumento marcado ap06s 144 horas. Alteracdes semelhantes
também ja foram observadas em outros organismos. Em M. galloprovinciallis observou-
se que exemplares expostos a quantidades subletais de metais pesados apresentaram
niveis elevados de P38 fosforilados nos 120 minutos seguintes a exposi¢do. Um aumento
dos niveis de pP38-MAPK em resposta ao estresse oxidativo, hipoxia e hipo e
hipersalinidade da agua, com niveis maximos observados entre 15 minutos e 8 horas de
exposicao também ja foram relatados (Kefaloyianni et al., 2005, Gaitanaki et al., 2004).
Os trabalhos, porém, ndo observaram a exposic¢do mais longa dos organismos aos eventos
estressantes, impossibilitando uma real comparagdo com o0s nossos dados. Os resultados
obtidos mostram que, ap06s 12 horas de exposi¢cdo aos microplasticos, ha uma expressdo
de pP38 maior que o controle, e que esta ndo se mantem durante o tempo, com uma queda
dréastica e abaixo dos niveis controles até 96 horas. Mesmo a constatacdo de que em 12
horas, estas, ndo chegam ao nivel de aumento observado por Gatanaki e colaboradores.
(2004), onde os mexilhGes apresentaram até nove vezes mais pP38 que os controles.
Embora sejam espécies diferentes, isso pode vir do fato que a ativagédo da proteina ocorra
de maneira mais eficaz nas primeiras horas de exposicdo aos contaminantes. Por

consequéncia ndo estariamos observando a janela de tempo ideal para esta anélise.
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5.7 Avaliacdo Geral dos Biomarcadores

As trés proteinas de estresse utilizadas neste trabalho indicam que o impacto da
exposicdo ao microplastico ndo leva a uma resposta uniforme ou vias claras de ativacédo
de defesa no mexilh&@o P. perna. Observa-se que as respostas de AlF-1 e HSP70 parecem
convergir, com um tempo diferente de resposta indicando uma possivel ativagdo destas
vias durante a exposicéo ao plastico. Diferentemente da resposta a contaminantes mais
comumente estudados dos oceanos, como PAHs, PCBs e metais pesados, as variagdes
das proteinas indicadoras de estresse escolhidas ndo apontam a um dano nos organismos
como estariamos acostumados a observar. No entanto, apesar de respostas diferentes, os
fatores fisiol6gicos analisados levam a crer que o plastico exerce sim um impacto na
salde desses organismos, fazendo variar pardmetros importantes de regulacdo em

diversos niveis celulares e em diferentes tempos de exposicao.

A varia¢do nos momentos iniciais das proteinas indicadoras de estresse evidenciou que
existe uma atividade de resposta aos microplasticos importante nas primeiras 12 a 24
horas de exposicdo. O tempo de Retencdo do Vermelho Neutro indica que os danos aos
lisossomos parecem estar ligados a um tempo mais longo, depois de 144 horas, onde a
retencdo do corante cai drasticamente nos organismos expostos a maior concentragdo de
plastico. A avaliacdo da lipoperoxidacdo ndo evidencia um estresse oxidativo importante,
indicando que este material ndo deve interagir diretamente com as membranas como
outros metais e poluentes marinhos. Por outro lado, a reducdo dos niveis de LPO até 96
horas pode indicar algum mecanismo de protecdo. As quebras de fita de DNA que levam
a danos importantes do material genético parecem estar mais concentradas nos
organismos expostos aos microplasticos por 24 horas. Porém esses resultados nao se
mantém constantes, pois ndo foi observado morte nos organismos estudados. O impacto

do plastico ndo leva entdo a danos irreversiveis ao DNA

5.8. Contaminacdo por microplastico no campo

A regido do porto de Santos foi escolhida para a procura por mexilhdes contaminados,
pois concentra diversas atividades que poderiam levar a um aporte de microplasticos no
canal que desdgua na baia de Santos. Atividades econdmicas como o transporte de PVC
em po por navios e as ocupagdes irregulares no leito do canal, podem ser vistos como

possiveis fontes de contaminagdo cronica. Os dados obtidos mostram que grande parte
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dos P. perna coletados contém microparticulas plasticas. Apesar de ndo téo evidente, um
gradiente pode ser detectado, mostrando que os organismos mais perto do porto ou das
ocupacOes irregulares possuem maior contaminacao por microplasticos. O pier Edgard
Perdigdo € o principal ponto de saida de passeios de escuna em Santos. Esse turismo pode
vir acompanhado de falta de cuidado ao descartar produtos plasticos, levando assim a um

aumento da contaminagao por microplastico na regido.

No Brasil, o cultivo de mexilhdes se estabeleceu da metade para o fim dos anos 80, na
regido de Santa Catarina. A producédo passou de menos de 200 toneladas métricas/ano na
época, a 10.000 toneladas métricas no ano de 2000 (Ferreira e Magalhdes, 2005). O
consumo de pescado pelo brasileiro nos Gltimos 2 anos cresceu quase 15% (MPA, 2013),
elevando a quantidade por habitante para os niveis minimos de consumo recomendado
pela OMS (12 kilos). Essa tendéncia de aumento influencia diretamente o consumo dos
mariscos, fonte importante destas proteinas. No Brasil, a espécie mais comercializada é o
P. perna, consumido por parte da populagdo o ano inteiro (Baraj et al., 2003). A
contaminacdo observada em bancos naturais de Santos é um fator preocupante quanto a
qualidade dos organismos consumidos pelos habitantes da regido. Apesar das
caracteristicas inertes dos polimeros plasticos, seus aditivos e contaminantes podem ser
liberados em ambientes acidos como o suco gastrico em seres humanos (Sakai et al.
2010). Nao existem dados sobre o impacto do consumo de microplasticos em seres
humanos, porém os resultados aqui apresentados sugerem que estariamos sendo expostos
a eles mesmo que em baixas concentracdes, dentre outras vias, pelo consumo de alimentos
contaminados. Esta afirmacdo poderia criar uma base para futuros estudos sobre a agéo

de microplasticos na saude humana.
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6. Conclusoes

O trabalho apresentado foi fruto da recente, mas intensa, preocupa¢do do mundo
académico em entender uma fonte de poluicdo antropogénica cada vez mais presente e
impactante dos oceanos: os plasticos. Em 2015, foi estimado que existam mais de 250.000
toneladas de microparticulas de plastico somente na superficie dos oceanos (Eriksen et
al., 2014). O que chamamos de microplastico hoje pode apresentar uma ameaca real a
fauna marinha, tendo sido encontrado no trato digestorio de diversos organismos como
camardes, ostras, mexilhdes entre outros (Devriese et al., 2015; Van Cauwenberghe et
al., 2014), em sua maioria, espécies com valor comercial de consumo. Apesar de sua
presenca nos oceanos, 0s impactos fisioldégicos que essas microparticulas podem
ocasionar nos organismos que as ingerem apenas recentemente comecaram a ser fonte de

pesquisas.

O objetivo deste trabalho foi o de observar como se comportam diversos
biomarcadores em mexilhGes P. perna apds a exposicdo a microplasticos que sdo
utilizados em todos os lares brasileiros e que muitas pessoas nem sequer sabem que
existem - os abrasivos de cosméticos. Observou-se que apesar desses biomarcadores ndo
se comportarem tradicionalmente como quando sdo avaliados apds exposicdo a
contaminantes mais comuns como metais pesados e derivados de petroleo, ha uma clara
evidéncia que nos niveis biolégicos estudados (molecular e celular) ha uma alteragdo dos
padroes em relacdo aos controles ndo expostos. Isso significa que, apesar de nao
representarem, a priori, uma grande preocupacao aos seres humanos que os utilizam
diariamente, essas particulas podem estar afetando a fisiologia dos organismos que 0s
ingerem em ambiente marinho. As concentracOes utilizadas nesse projeto usam valores
utilizados nos poucos trabalhos que na época anterior a sua realizagdo, tinham sido
publicados (Browne et al. 2008; Von Moos et al., 2012). Essas quantidades estdo bem
acima das que, hoje, sabemos presentes nos oceanos (Cole et al., 2011). Por outro lado,
estas particulas podem permanecer no ambiente por varios anos. Por isso, para a
continuidade do trabalho, seria desejavel expor 0s organismos a concentracfes de
microplasticos mais proximas as encontradas nos ambientes, e se possivel acompanhar
um ciclo de vida inteiro ou mesmo geragdes. Os ensaios realizados ndo nos permitem
identificar especificamente onde as vias de sinalizacéo estdo sendo ativadas pela presenca

dos plasticos, mas indicam possiveis caminhos a serem seguidos em futuras analises.
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Os microplasticos ainda sdo elementos de polui¢do pouco entendidos. Por este motivo
as pesquisas nesta area tendem a crescer, como tém acontecido nos Gltimos anos. Uma
diversidade de efeitos descritos em inimeros organismos potencialmente impactados nos
permite hoje uma melhor, porém ainda pequena, compreensdo da ameaca dos
microplasticos na satde dos oceanos. Como notado por Browne e colaboradores (2008),
esses resultados endossam a preocupacao do consumo exacerbado de materiais plasticos
e a falta de descarte adequado e de politicas publicas que sejam efetivas no seu reuso e
reciclagem. Assim como outras pesquisas preconizam, os resultados aqui citados
demonstram que os microplasticos alteram a fisiologia do mexilhdo P. perna, e esse dado,
aliado a futuras pesquisas, poderia ser a base de uma proposta para que estes elementos
sejam considerados danosos ao serem transportados e consumidos. Isto pode levar a
criacdo de uma legislacdo e fiscalizacdo efetiva assim como uma maior conscientizacdo
da comunidade internacional sobre os possiveis efeitos nocivos para a biota marinha e

para 0s oceanos.
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