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RESUMO

O objetivo deste trabalho. Investigar se ostras nativas Crassostrea gasar apresentam efeitos em
niveis bioquimico e histologico frente a exposicdo a MFPETS e se as MFPET apresentam potencial
de acumulo neste organismo filtrador. tal como, avaliar o0 processo de ingestdo em trés tempos (2
horas, 12 horas e 24 horas) de exposi¢do e depuracdo apos periodo de 48 horas. As ostras adultas
da espécie C. gasar (n=88), com conchas medindo entre 5 e 7 cm de comprimento, foram adquiridas
em uma area de cultivo de ostras localizada no Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da
UFSC, em Florianopolis, Brasil. O experimento foi realizado em duas fases: 2, 12 e 24 horas de
exposicédo, seguidas de 48 h de depuragdo. Durante a fase de exposi¢éo, as ostras (n=88) foram
distribuidas individualmente e aleatoriamente em bequeres de 1 L (uma ostra por béquer). Expostas
a 0,5 mg/ L de MFPET (representando aproximadamente 2394,5 microfibras por litro de agua) em
um sistema estatico, sem alimentacdo, com aeracdo constante para garantir a ressuspensao das
MFPET. Apos os periodos de exposicao de 2, 12 e 24 horas, um grupo de ostras (n= 8) de cada
intervalo foram selecionadas e processado para disseccao das branquias e glandulas digestivas, com
0 objetivo de avaliar a presenca de microfibras nesses tecidos. Também realizou a coleta de tecidos
para a analises das atividades das enzimas oxidantes (glandula digestiva) e a histologia (tecido
transversal). Um grupo de ostras do periodo de 24 horas de exposi¢do foram transferidas para agua
limpa, sem a presenca de MFPET e submetidas ao processo de depuracédo de 48 horas. Durante o
periodo de depuracdo, a &gua passou por duas trocas diarias, e as ostras ndo receberam alimentacéo.
Apds a conclusdo do processo de depuragdo de 48 horas, um grupo de ostras foram submetidas a
disseccéo das branquias e glandulas digestivas, com o objetivo de avaliar a presenca de microfibras
nesses tecidos. Outro grupo de ostras foi processado para a avaliacdo das atividades das enzimas
(na Glandula digestiva). De acordo com os resultados obtidos, verificou-se a presenca de MFPET
nas branquias e nas glandulas digestivas das ostras. Foi observado uma maior quantidade nas
glandulas digestivas em comparacédo as branquias. Além disso, a técnica de depuracdo empregada
demonstrou eficacia na eliminacdo das MFPET das ostras. As enzimas ndo apresentaram diferencas
significativas nas atividades na glandula digestiva. Através das analises histoldgicas, foi constatada
a presenca de MFPET na regido do estdbmago das ostras. Este estudo apresenta relevancia pois
auxilia a compreensao dos efeitos dos microplasticos em ostras C. gasar. No entanto, é importante
destacar que ainda existem muitos aspectos a serem investigados a fim de compreender
completamente os impactos desses poluentes no ambiente.

Palavras-chave: Microplasticos; Avaliacéo de risco; Ecossistemas costeiros; Téxtil.



ABSTRACT

The objective of this study is to investigate whether native oysters Crassostrea gasar exhibit
biochemical and histological effects when exposed to Microplastic Polyethylene Terephthalate
(MFPET), as well as to assess the potential for MFPET accumulation in this filter-feeding organism.
Additionally, the study aims to evaluate the ingestion process at three time points (2 hours, 12 hours,
and 24 hours) of exposure and subsequent depuration after a 48-hour period. Adult oysters of the
C. gasar species (n=88), with shells measuring between 5 and 7 cm in length, were acquired from
an oyster cultivation area at the Laboratory of Marine Mollusks (LMM) at UFSC, Floriandpolis,
Brazil. The experiment was carried out in two phases: 2, 12, and 24 hours of exposure, followed by
a 48-hour depuration period. During the exposure phase, the oysters (n=88) were individually and
randomly distributed in 1 L beakers (one oyster per beaker). They were exposed to 0.5 mg/L of
MFPET (approximately 2394.5 microfibers per liter of water) in a static system, without feeding,
with continuous aeration to ensure MFPET resuspension. After exposure periods of 2, 12, and 24
hours, a group of oysters (n=8) from each interval was selected and processed for dissection of the
gills and digestive glands, with the aim of evaluating the presence of microfibers in these tissues.
Tissue samples were also collected for analyses of oxidative enzyme activities (digestive gland) and
histology (transverse tissue sections). A group of oysters exposed for 24 hours were transferred to
clean water without MFPET and subjected to a 48 hours depuration process. During the depuration
period, the water underwent two daily changes, and the oysters did not receive any food. Following
the completion of the 48-hour depuration process, a group of oysters underwent dissection of the
gills and digestive glands to assess the presence of microfibers in these tissues. Another group of
oysters was processed to evaluate enzyme activities (in the digestive gland). According to the
obtained results, the presence of MFPET was confirmed in both the gills and digestive glands of
the oysters. A higher accumulation was notably observed in the digestive glands compared to the
gills. Moreover, the employed depuration technique demonstrated efficiency in eliminating MFPET
from the oysters. Enzyme activities exhibited no significant differences in the digestive glands.
Histological analyses revealed the presence of MFPET in the stomach region of the oysters. This
study is of relevance as it contributes to the understanding of the effects of microplastics on C. gasar
oysters. However, it is important to highlight that there are still numerous aspects to be investigated
to fully comprehend the impacts of these pollutants on the environment.

Keywords: Microplastics; Risk assessment; Coastal ecosystems; Textile.
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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A dissertacdo apresentada obedece o formato de artigo cientifico, seguindo as normas
estabelecidas pelo Programa de P6s-Graduacéo em Ecologia Aquética e Pesca da Universidade
Federal do Para. Composta por dois capitulos, o primeiro abrange uma introducdo geral,
contendo um breve resumo do trabalho, além de objetivos gerais e especificos. O segundo
capitulo corresponde a um artigo cientifico. Este artigo cientifico serd submetido a revista
Environmental Pollution, que é amplamente reconhecida por promover a divulgacdo de
trabalhos que estdo em destaque na area de poluicdo ambiental e seus efeitos nos ecossistemas

e na saude humana.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO
1.1 Os plésticos e suas aplica¢des na industria: uma visdo geral e os desafios da poluicéo
ambiental.

Os polimeros orgéanicos sdo compostos complexos que se unem em cadeias moleculares
longas e podem ser moldados em filmes ou filamentos para produzir fibras téxteis, diferentes
combinagdes de mondmeros levam a uma grande variedade de plasticos, com propriedades e
caracteristicas diversas, como explicado por Piatti (2005).

Entre os diversos tipos de plasticos, destacam-se o polietileno tereftalato, polietileno de
alta densidade, policloreto polivinila, polipropileno e poliestireno. O polietileno tereftalato
(PET), considerado um dos polimeros mais resistentes e amplamente utilizado na fabricacéo de
embalagens, como garrafas de refrigerante e 6leos comestiveis (PEREIRA, 2009). Polietileno
de Alta Densidade (PEAD), obtido, tanto, a partir do petréleo, quanto de fontes vegetais, €
conhecido por suas propriedades de alta resisténcia quimica. E utilizado na fabricacdo de
produtos como baldes, bacias, embalagens de detergentes, entre outros (PIATTI E
RODRIGUES, 2005).

Policloreto de Polivinila (PVC), constituido por 57% de cloro e 43% de eteno, é um tipo
de plastico extremamente versatii e amplamente empregado em diversas industrias
(RODOLFO, NUNES E ORMANUJI, 2006). O poliestireno (PS), é um homopolimero obtido
por meio da polimerizacdo do monémero de estireno. Possui caracteristicas como leveza,
capacidade de isolamento térmico, flexibilidade e maleabilidade quando exposto ao calor. E
amplamente utilizado em copos, embalagens de iogurte, bandejas e outros produtos
(POLYBRASIL, 2018).

Apesar da versatilidade e ampla utilizacdo dos plasticos na inddstria, € importante
ressaltar as questdes relacionadas a poluicdo ambiental. A quantidade de residuos plasticos que
se tornam detritos marinhos estd relacionada ao tamanho da populacdo e a eficiéncia dos
sistemas de gestdo de residuos em diferentes paises. Sem melhorias nesses sistemas, espera-se
que a quantidade de plasticos provenientes de areas terrestres e que acabam nos oceanos
aumente em até dez vezes até o ano de 2025 (JAMBECK et al, 2015).

Além disso, € fundamental que as industrias e 0os consumidores adotem praticas mais
sustentaveis, como a reciclagem e reducdo do consumo de plasticos descartaveis, buscando
alternativas mais ecoldgicas, visando preservar o meio ambiente e assegurar um futuro mais

sustentavel para as proximas geragoes.
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1.2 A poluicdo por microplasticos em ambientes aquaticos: uma preocupacao crescente.

No mundo foram gerados aproximadamente 250 milhdes de toneladas de residuos
plasticos, 70% direcionados para aterros, reciclagem ou unidades de recuperacao de energia e
30% descartados de forma inadequada (LIWARSKA-BIZUKOQOJC, 2021). No Brasil, os
numeros de producdo de materiais plasticos sdo preocupantes, o pais fabricou 8,3 milhdes de
toneladas em 2018, ou seja, 57% do montante produzido na América do Sul; no entanto, apenas
145 mil toneladas (1,28%) foi reciclada (ABIPLAST, 2019; WWEF, 2019).

O Brasil encontra-se em uma posicao de destaque entre 0s dez maiores mercados da
industria téxtil, posicionado como o terceiro maior produtor de tecidos, de acordo com dados
da Associacdo Brasileira de Téxtil e Vestuario. Em 2020 o Brasil teve um volume de producgéo
de 1,91 milhdes de toneladas, além de ser a maior cadeia téxtil completa do Ocidente, esta entre
0s cinco maiores produtores e consumidores do mundo e entre 0s quatro maiores produtores de
malhas do mundo (ABIT, 2022).

O polimero polietileno tereftalato (PET), responsavel por aproximadamente 6,2% da
producdo global de plasticos, é amplamente utilizado na industria téxtil para fabricar fibras
sintéticas, conhecidas como poliéster. Essas fibras sdo utilizadas em uma variedade de pecas de
vestuario (PLASTICS EUROPE, 2022).

Embora a preocupacdo ambiental em relacdo aos plésticos exista ha algum tempo, é
importante ressaltar que os nimeros mencionados anteriormente ndo incluem os microplésticos
(MPs). Os MPs sdo fragmentos minusculos de plastico, com tamanho inferior a 5 mm, que
podem surgir de esgotos ndo tratados. Somente a partir do inicio do século XXI é que os MPs
tém sido cada vez mais reconhecidos como poluentes (LI; LIU; PAUL CHEN, 2018).
Atualmente, os MPs séo considerados contaminantes emergentes e representam um problema
global.

As preocupacdes com o0s residuos microplasticos existem ha poucas décadas. As
dificuldades na estimativa e a falta de atencdo até entdo dada aos microplasticos tém gerado
resultados muitas vezes conflitantes e incertos. Mesmo que fosse possivel impedir a descarga
de mais residuos hoje, a degradacdo resultante dos produtos de plastico ja presentes no mar e
nas praias resultam em uma continuagéo e aumento dos mesmos durante anos (MARTINS,
2020).

Apds a Segunda Guerra Mundial, houve um répido crescimento populacional e
economico, resultando em melhorias nas condic¢des de vida e um consumo sem precedentes.
Nesse contexto, o0 mercado foi inundado com plasticos - materiais baratos e descartaveis. Em

menos de um século de uso em larga escala, o plastico se tornou onipresente em todos 0s setores
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e atividades econémicas (MARTINS, 2020). Tanto é assim que a producdo global de plastico
aumentou de 1,5 milhdes de toneladas em 1950 para 367 milhdes de toneladas métricas no ano
de em 2020 (TISEO, 2022).

No entanto, algumas das caracteristicas que tornam os plasticos um material atrativo
também podem apresentar problemas e causar preocupacdes ambientais. Estudos indicam que,
de 1950 a 2015, a fabricacdo de cerca de 8.300 milhGes de toneladas de plasticos virgens
resultou em aproximadamente 6.300 milhdes de toneladas de residuos plasticos em todo o
mundo. Dessas quantidades, cerca de 79% foram descartados em aterros sanitarios ou acabaram
poluindo ecossistemas terrestres, de agua doce e marinhos combinados (GEYER; JAMBECK;
LAW, 2017). Se as tendéncias atuais de producdo e gestdo de residuos persistirem, estima-se
que até 2050 havera cerca de 12 bilhdes de toneladas de residuos plasticos em aterros sanitarios
ou em ecossistemas naturais (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017).

Durante a ultima década, foi documentado que os materiais plasticos, especialmente as
microfibras plasticas (MFs), estdo presentes em uma ampla variedade de animais marinhos que
sdo comumente consumidos por humanos, como peixes, mariscos e ostras (BARBOSA et al.,
2020; SALDANA-SERRANO et al., 2022; VIEIRA et al., 2021). A poluicio causada pelas
MFs em ambientes aquaticos € uma preocupacdo cada vez mais crescente na atualidade.

Em um estudo especularam sobre impactos potenciais na saude humana através do
consumo de organismos marinhos que ingeriram MFs (ALIMI et al., 2018), entretanto, mais
pesquisas Sao necessarias para entender os impactos totais na satde do ecossistema e 0s danos
potenciais a salde humana.

1.3 Acumulagéo de Microplasticos em Organismos Aquaticos

A crescente contaminacgdo dos ecossistemas aquaticos por microplasticos tém suscitado
preocupacBes sobre os impactos ambientais e possiveis consequéncias para a saude dos
organismos aquaticos e dos seres humanos. Microplasticos sdo fragmentos de plastico com
didmetro inferior a 5 mm, originados de diversas fontes, incluindo a degradacéo de plasticos
maiores e produtos de cuidados pessoais contendo particulas plasticas (COZAR et al., 2014).

Organismos aquaticos, desde zooplancton até peixes de grande porte, tém sido
encontrados com microplasticos em seus tratos digestivos, evidenciando o fendmeno de
ingestdo. A acumulacdo de microplasticos pode ocorrer tanto através da ingestdo direta quanto
da transferéncia pela cadeia alimentar (WRIGHT et al., 2013). Particulas de microplasticos
podem ser confundidas com presas naturais, levando a ingestéo acidental.

A acumulacdo de microplésticos em organismos aquaticos pode ter uma série de

impactos ecoldgicos e fisioldgicos. Os microplasticos podem obstruir o trato digestivo, reduzir
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a taxa de alimentacdo, afetar a absorcdo de nutrientes e comprometer o crescimento e a
reproducgdo dos organismos (COLE et al., 2011). Além disso, produtos quimicos presentes nos
plasticos, como aditivos e poluentes organicos persistentes, podem ser liberados no ambiente
interno dos organismos, potencialmente causando danos ao nivel molecular.

Moluscos bivalves, como mariscos e mexilhGes, tém sido identificados como alvos
significativos de estudos sobre a acumulagcdo de microplasticos em ambientes aquaticos
costeiros (HIDALGO-RUZ et al., 2012). Esses organismos, comumente encontrados em
ecossistemas marinhos e estuarinos, sdo notaveis devido a sua capacidade de filtrar grandes
volumes de agua, tornando-os suscetiveis a ingestdo de particulas microplasticas dispersas no
ambiente.

Os moluscos bivalves podem ingerir microplasticos ao se alimentarem de particulas
suspensas na agua, incluindo plasticos que se assemelham a alimento natural (BESSA et al.,
2018). Essas particulas podem ser transportadas até as branquias e, subsequentemente, para o
trato digestivo, resultando em sua acumulagdo nos tecidos do organismo. A natureza de
filtradores dos moluscos bivalves contribui para a exposi¢do crbnica e o potencial acimulo
dessas particulas. A presenca de microplasticos nos tecidos dos bivalves pode interferir na
funcédo dos 6rgaos, prejudicar a alimentacéo, afetar a reproducédo e aumentar a suscetibilidade
a doencas (KARAM I et al., 2017).

A interacdo entre moluscos bivalves e microplasticos é complexa e influenciada por
varios fatores, incluindo o tamanho e tipo de microplastico, a taxa de alimentacdo do organismo
e as caracteristicas da agua circundante. Microplasticos de diferentes composicdes podem
variar em termos de flutuabilidade e capacidade de adsorcdo de substancias quimicas, afetando
assim a probabilidade de ingestdo e acimulo (PAUL-PONT et al., 2016).

1.4 Caracteristicas e importancia da ostra Crassostrea gasar na ostreicultura brasileira.

As ostras (familia Ostreidae) sdo organismos aquaticos bivalves amplamente
distribuidos em ecossistemas costeiros e estuarinos, desempenhando um papel crucial na satde
e equilibrio dos ambientes aquaticos (DUMBAULD et al., 2009). As ostras da espécie
Crassostrea gasar sdo adaptadas para viver em regifes estuarinas ao longo da costa brasileira,
onde as condi¢des ambientais, como salinidade, temperatura e disponibilidade de oxigénio,
variam constantemente (BALDAN; BENDHACK, 2009). Sua importancia ecoldgica se
estende desde a promocao da biodiversidade até a melhoria da qualidade da agua.

A ostra C. gasar possui uma concha oval pontiaguda préxima a dobra e exibe uma
coloracdo escura e acinzentada (Figura 1). A superficie da concha é caracterizada por linhas

concéntricas de crescimento marcadas, enquanto as valvas externas possuem projecdes
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laminares radiais. A valva direita superior é arqueada e larga, enquanto a valva inferior esquerda
apresenta uma leve depressao (AJANA,1980).

As ostras sdo organismos filtradores encontrados em manguezais, onde as aguas sao
ricas em nutrientes, algas e larvas de diversos animais (DE LIMA, 2015). Elas se alimentam do
que estd presente na agua, sendo o fitoplancton seu alimento primordial. Os residuos nédo
digeridos séo liberados na forma de pseudofezes, compostas por sedimentos como lama e areia
e dejetos alimentares (GOSLING, 2003). Os residuos ndo processados pelo sistema digestivo
do animal sdo excretados na forma de pseudofezes. Enquanto isso, 0s componentes alimentares
que foram submetidos ao processo digestivo e ndo foram absorvidos, sdo expelidos na forma

de fezes.

ADSDS DIOAJSOSSDAT)

Figura 1: Na imagem apresentada, s&o ilustradas as caracteristicas de cor e forma das ostras Crassostrea gasar
utilizadas no presente estudo, valvas do mesmo individuo, do lado direito a valva direita e ao lado esquerdo a valva

esquerda.

No interior, a ostra possui uma coloracdo branca e uma superficie lisa, onde se destaca
a presenca do musculo adutor em formato arredondado. A massa visceral é composta pelo
sistema digestorio, reprodutor, excretor e circulatério, bem como pelas branquias lamelares
cobertas pelo manto (Figura 2) (AMARAL, 2014).

O sistema digestivo das ostras € completo, composto por palpos labiais, boca, es6fago,
estdmago, intestino e anus. Além disso, elas possuem um estilete cristalino e uma glandula
digestiva (PEREIRA e SOARES-GOMES, 2009).
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Figura 2: C. gasar com destaque para a localizacéo de algumas estruturas internas,:manto (ma), as branquias (br),
os palpos labiais (pa), a glandula digestiva (gd), as gbnadas (go) e o musculo adutor (mu). As setas pontilhadas
brancas ilustram a rota que o alimento percorre dentro da ostra: ap6s passar pelas branquias, é selecionado pelos
palpos labiais e segue para a glandula digestiva, onde se encontram o estdmago e o intestino. No estémago, o
alimento é submetido a um processo de digestdo, enquanto no intestino os nutrientes sdo absorvidos. Os rejeitos
sdo expelidos pelo anus na forma de fezes. A seta amarela pontilhada mostra que a selecdo do alimento € realizada

nos palpos labiais, e as particulas ndo desejadas sdo rejeitadas na forma de pseudofezes.

As ostras sdo conhecidas por sua notavel capacidade de filtracdo, com a capacidade de
purificar grandes volumes de agua diariamente. Essa caracteristica fisioldgica é vital para a
remocdo de particulas em suspensdo, incluindo detritos organicos, algas e sedimentos,
contribuindo assim para a clarificacdo da agua e a manutencéo da qualidade do habitat aquatico
(NEWELL et al., 2005).

Além de sua fungdo como purificadores da agua, as ostras também desempenham um
papel fundamental na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas costeiros. Ao filtrar a 4gua, elas
retiram nutrientes dissolvidos, como nitrogénio e fésforo, que podem ser incorporados em seus
tecidos ou depositados no sedimento. 1sso ajuda a regular os niveis de nutrientes na agua,
reduzindo o risco de eutrofizacdo e contribuindo para a satde de habitats adjacentes (LENIHAN
et al., 2003).

Os servigos ecossisttmicos prestados pelas ostras s@o inestimaveis. Além de
contribuirem para a sustentabilidade dos ecossistemas aquaticos, elas também oferecem
beneficios econdmicos e sociais as comunidades costeiras. A aquicultura de ostras é uma
industria importante em muitas regides, fornecendo empregos e recursos alimentares
(GRABOWSKI et al., 2012).

A compreensdo da importancia ecoldgica das ostras é fundamental para informar

praticas de conservacdo e manejo adequadas. Estratégias de restauracdo de recifes de ostras



20

estdo sendo implementadas em muitas areas para recuperar 0S ecossistemas costeiros
degradados. Esses esfor¢os visam ndo apenas promover a biodiversidade, mas também
melhorar a resiliéncia dos ecossistemas as mudancas climaticas (COEN et al., 2000).

Devido ao seu melhor desempenho em cultivo, essa espécie é a mais preferida pelos
agricultores do norte e nordeste brasileiro e estd amplamente distribuida ao longo da costa
brasileira (SCARDUA et al., 2017).

No cenario mundial, a ostreicultura € uma das principais atividades da aquicultura
marinha, com uma producdo de aproximadamente 5,9 milhdes de toneladas em 2018 (FAO,
2020a). O género Crassostrea € 0 mais cultivado em todo o mundo, representando 99,8% do
total cultivado (FAO, 2020a). No cenério latino-americano, o Brasil ocupa a segunda posicao
em termos de produgéo de ostras (FAO, 2020b). Em 2019, a produgéo de C. gasar atingiu 96,7
toneladas em Santa Catarina (EPAGRI, 2023) e 86,6 toneladas no Para (IBGE, 2023), além de
ser cultivada em outros estados do pais.

A C. gasar apresenta caracteristicas especificas que a tornam atrativa para o cultivo,
como a resisténcia a temperaturas e salinidades variadas (HORODESKY et al., 2019) e
facilidade de implantacdo (SAMPAIO et al., 2019). No Pard, a malacocultura é composta
principalmente pela criacdo dessa espécie, com a captacdo de sementes em bancos naturais.
Essa atividade é conduzida em empreendimentos comunitarios administrados por associagdes
de agricultores familiares da regido, sendo economicamente viavel e gerando empregos
(MACEDO et al., 2020). De acordo com De Lima, (2015), a producdo das espécies nativas €
amplamente obtida através da coleta de sementes de larvas que se estabelecem em ambientes
naturais, utilizando coletores artificiais feitos de garrafas PET , ou por meio da captura de
juvenis para engorda no mar posteriormente.

Considerando que a espécie C. gasar ¢ uma das importantes para a aquicultura
comercial e que os moluscos bivalves marinhos sdo organismos filtradores suscetiveis a
ingestdo e acimulo de MPs (RIBEIRO et al, 2023; BRUZAKA et al, 2022, SALDANA-
SERRANO et al., 2022; VIEIRA et al., 2021).

1.5 Biomarcadores de avaliagcdo da contaminagédo por microplésticos em bivalves.

Ao serem liberados no ambiente, os MPs podem absorver outras substancias
potencialmente toxicas, representando uma ameacga devido a principal interagdo entre
organismos e MPs, possivelmente devido a confusédo com os alimentos (ANDRADY, 2011).
Diversos organismos, como peixes (KIM et al., 2019), bivalves (TENG et al., 2019; CHOI et

al., 2022) e crustaceos (JEMEC et al., 2016) ingerem MPs. Nos organismos aquaticos, a
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ingestdo de MPs pode limitar o crescimento e o desenvolvimento, aumentar a mortalidade,
afetar fungdes metabolicas e causar alteracdes na expressao génica (HUANG et al., 2020).

A contaminacgdo de bivalves por microplésticos vai além da mera presenca fisica de
particulas plasticas em seus sistemas digestivos. Os microplasticos podem liberar substancias
quimicas que compdem os plasticos no interior dos organismos, resultando em possiveis
impactos na saude e no ecossistema (AVIO et al., 2015).

Os micropléasticos ndo séo inertes, e componentes quimicos como bisfendis e ftalatos,
presentes em muitos plasticos, podem se dissociar dos materiais e serem liberados quando os
microplasticos sao ingeridos por bivalves. Essas substancias quimicas tém o potencial de causar
efeitos adversos nos sistemas enddcrino, reprodutivo e imunolégico dos bivalves, bem como
de serem transferidas pela cadeia alimentar, afetando organismos de niveis tréficos superiores,
incluindo seres humanos (HARTMANN et al., 2019).

Além da contaminagdo quimica, a bioincrustacdo de microplasticos representa outro
aspecto problematico para os bivalves. Os plasticos podem ser colonizados por biofilme,
incluindo microrganismos e pequenos organismos aquaticos, o que confere uma camada
bioldgica a superficie do plastico. Isso cria uma fonte de confuséo para os bivalves, pois eles
podem consumir ndo apenas 0s microplasticos, mas também os organismos bio incrustados,
levando a uma ingestdo acidental de particulas contaminadas (BROWNE et al., 2011).

A interacdo entre bivalves e micropléasticos € complexa e multidimensional. A
exposicdo a microplasticos e seus produtos quimicos pode variar dependendo de fatores como
o tamanho, tipo e concentracdo de microplasticos, além das caracteristicas especificas dos
bivalves, como a taxa de filtracdo e os padrdes de alimentacdo. A variabilidade desses fatores
torna dificil prever os efeitos precisos da contaminacdo por microplasticos em diferentes
espécies de bivalves (VAN CAUWENBERGHE et al., 2015).

A compreensao dos riscos e impactos associados a contaminacao por microplasticos em
bivalves requer pesquisas mais aprofundadas. E essencial avaliar a extenso da liberacio de
substéncias quimicas, os mecanismos de transferéncia na cadeia alimentar e os efeitos a longo
prazo sobre a saude dos organismos e ecossistemas. Além disso, abordagens de gestdo e
regulamentacfes devem ser desenvolvidas para minimizar os riscos e proteger a saude dos
ecossistemas costeiros (WU et al., 2020).

Bivalves tém sido utilizados para monitorar a qualidade da dgua em areas costeiras
devido ao seu estilo de vida séssil, capacidade de acumular uma ampla gama de poluentes
particulados e dissolvidos, e seu papel significativo nos ecossistemas costeiros (YANCHEVA
etal., 2018).
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Esses bivalves tém sido empregados em estudos realizados tanto em ambientes naturais
quanto em condi¢des controladas de laboratério, demonstrando a pertinéncia e relevancia de
sua utilizacdo como biomonitores da contaminacdo dos ecossistemas costeiros (FLORES
NUNES et al., 2014; TREVISAN et al., 2014; LUCHMANN et al., 2015). Os biomarcadores
podem ser entendidos como altera¢fes bioquimicas, moleculares ou celulares que refletem as
respostas bioldgicas resultantes da exposicao a diversos contaminantes presentes no ambiente
aquatico, indicando alteragGes no estado dos individuos (WALKER, 2016).

O sistema enzimatico de defesa antioxidante é composto por enzimas que desempenham
um papel na reducdo do potencial oxidativo. Trés enzimas importantes que participam desse
sistema sdo a Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa-S-Transferase (GST).
A CAT é uma enzima que possui um grupo heme-funcional em seu sitio ativo e é considerada
um marcador classico de peroxissomos. Ela trabalha em conjunto com a dismutase (SOD) para
decompor as espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas durante a biotransformacao,
convertendo o peroxido de hidrogénio (H202) em &gua (H20) e oxigénio molecular (O2).

Os micropléasticos tém sido associados a perturbacdes no equilibrio redox e na
homeostase antioxidante em moluscos aquaticos, resultando em potenciais danos oxidativos as
células dos organismos. Esses impactos estdo ligados a liberagcdo de substancias quimicas e a
interacdo direta entre 0os microplasticos e os sistemas bioldgicos (HU et al., 2020).

O equilibrio redox é fundamental para a regulacdo das reacBes quimicas nas células e
para manter o funcionamento normal dos organismos. A exposi¢do aos microplasticos pode
levar a uma producéo aumentada de EROs, como 0 H20> e os radicais livres, que sdo moléculas
altamente reativas capazes de causar danos as biomoléculas (LI et al., 2019).

Os moluscos aquaticos possuem um sistema antioxidante intrinseco composto por
enzimas antioxidantes, como superéxido SOD, CAT e GPx, que atuam para neutralizar os
efeitos prejudiciais das EROs. No entanto, a exposicdo cronica aos microplasticos pode
sobrecarregar esse sistema de defesa, resultando em disfuncdo das enzimas antioxidantes e
acumulo de EROs, levando a danos oxidativos nas células e tecidos dos moluscos (ZHAO et
al., 2019).

Embora haja evidéncias crescentes dos impactos dos microplasticos nos sistemas
antioxidantes e redox dos moluscos, ainda ha lacunas em nosso entendimento completo desses
efeitos. Estudos detalhados sdo necessarios para elucidar os mecanismos subjacentes e 0s
efeitos a longo e curto prazo da exposi¢do aos microplasticos nos sistemas antioxidantes dos
moluscos, visando assim uma avaliacdo mais abrangente dos riscos ambientais e de salde
associados (CHEN et al., 2020).
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A GPx, que desempenha um papel fundamental na regulacdo dos niveis de H.O> e na
prevencao de danos celulares (JIA et al., 2020). A GPX é uma enzima chave do sistema de
defesa antioxidante, convertendo o peréxido de hidrogénio em &gua e oxigénio, evitando assim
a acumulacdo de EROs que poderiam danificar lipidios, proteinas e DNA nas células dos
moluscos. A atividade da GPX é fundamental para manter a homeostase redox e minimizar os
danos oxidativos (L1 et al., 2020).

Para que a GPX exerca sua funcdo antioxidante, € crucial a presenca da glutationa
(GSH). A GSH ¢é um tripeptideo composto pelos aminoacidos cisteina, glicina e &cido
glutdmico. Ela atua como um doador de elétrons para a GPX, reduzindo o H202 em &gua e, ao
fazé-lo, a propria GSH é oxidada. A enzima glutationa redutase (GR) regenera a GSH a partir
da sua forma oxidada, garantindo que ela esteja disponivel para a funcionalidade continua da
GPX (ZHANG et al., 2017).

A exposicao a estressores ambientais, como a contaminacgdo por microplasticos, pode
comprometer a integridade do sistema antioxidante nos moluscos. A presenca de microplasticos
pode resultar em uma producdo aumentada de EROs, sobrecarregando as enzimas antioxidantes
e reduzindo os niveis de GSH. Isso pode levar a uma disfuncdo nas enzimas antioxidantes e a
um desequilibrio redox nos organismos (WU et al., 2021). A GST é uma enzima essencial que
catalisa a reacdo de conjugacdo entre GSH e substratos enddgenos e exdgenos, tornando-os
mais soluveis e facilitando sua excrecdo (SINGH et al., 2021).

A GST esta intimamente relacionada com o Sistema de Detoxificacdo Antioxidante
(SDA), que inclui enzimas antioxidantes como SOD e CAT. A GSH produzida pela GST é um
componente vital do SDA, doando elétrons para neutralizar as EROs e protegendo as células
contra danos oxidativos (AWASTHI et al., 2020).

A GST desempenha um papel crucial na Fase Il das fases de detoxificacdo de compostos
organicos. Nessa etapa, conhecida como conjugacdo, a GST catalisa a adicdo da GSH a
substancias toxicas, tornando-as mais hidrossolUveis e prontas para excrecao. Isso transforma
0S compostos organicos em formas menos toxicas, facilitando sua eliminacdo (BOARD et al.,
2003).

A interacdo da GST com o SDA e as fases de detoxificacdo demonstra o papel
fundamental dessa enzima na protec¢do celular contra substancias prejudiciais. A conjugacgéo da
GSH as moléculas tdxicas inativa-as, prevenindo potenciais danos celulares e contribuindo para
a manutencdo da homeostase (CHOUDHURY et al., 2022).

A presenga da GST é crucial para a salde e sobrevivéncia dos organismos, ja que

contribui para a remocdo eficiente de compostos toxicos. A atuagdo da GST em conjunto com
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0 SDA e as fases de detoxificacdo assegura que o organismo possa enfrentar os desafios de
exposicdo a substéncias prejudiciais (MANNERVIK, 2001). Devido a sua presenca em
diferentes tecidos e fracOes celulares, a GST é frequentemente utilizada como um biomarcador
para a contaminacdo aquatica em programas de biomonitoramento.

A ferramenta histologica permite uma andlise detalhada em nivel microscopico, oferece
uma visdo profunda das respostas bioldgicas e dos efeitos causados pelos microplasticos em
organismos marinhos (CATARINO et al., 2018). A histologia desempenha um papel crucial na
quantificacdo precisa da presenca de microplasticos nos tecidos dos moluscos. A preparacao de
cortes histologicos permite a estimativa da concentracdo dessas particulas em diferentes regides
dos tecidos (MATTSSON et al., 2015). Essa abordagem quantitativa ajuda a entender a
distribuicdo espacial e os niveis de contaminacdo nos organismos. Além de permitir uma
avaliacdo precisa das consequéncias nos niveis celular e tecidual.

Diversos estudos utilizaram técnicas histologicas para identificar a presenca de MPs em
bivalves (PITTURA et al. 2018, GONZALEZ-SOTO et al. 2019, MORESCHI et al. 2020 e
CHOI et al. 2021).no estudo de Huang et al., (2019), foi possivel analisar os 6rgdos-alvo, como
0 trato gastrointestinal e as branquias, e revelar os locais de maior interacdo e acumulo de
microplasticos nos tecidos. A histologia emerge como uma ferramenta multifacetada e essencial
no estudo dos efeitos dos microplasticos e na identificacdo de sua presenca nos moluscos
bivalves. Ao combinar observagdes morfolégicas com andlises quantitativas, ela possibilita
uma compreensdo mais abrangente dos impactos ambientais e biol6gicos dos microplasticos
nesses organismos sensiveis (BARBOZA et al., 2021).

Ainda héa lacunas de conhecimento sobre mecanismos que podem minimizar ou reduzir
os efeitos adversos do MPs, como o processo de depuracdo estudado por BIRNSTIEL,
SOARES-GOMES e da GAMA (2019). A incorporacdo da técnica de depuracdo em
experimentos envolvendo a exposicdo de ostras a microplasticos revela-se uma abordagem
crucial, respaldada por estudos anteriores que atestam sua eficacia na reducao de contaminantes
e impurezas em organismos marinhos. Pesquisas demonstraram que a depuracdo ndo apenas
elimina substancias indesejadas, mas também contribui para a minimizacao da interacao entre
microplésticos e tecidos de organismos, possibilitando uma avaliacdo mais precisa dos efeitos
diretos desses materiais (VENDEL et al., 2018; COLE et al., 2016; BIRNSTIEL, SOARES-
GOMES e da GAMA 2019).

A depuracgdo, que consiste na imersdo das ostras em agua purificada do ambiente,
destina-se a eliminar impurezas e contaminantes, possibilitando um cenario mais proximo das
condi¢bes naturais (VENDRAMINI-COSTA et al., 2020). Essa prética é respaldada por
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evidéncias cientificas que destacam a influéncia positiva da depuracdo na remocao de poluentes
organicos e inorganicos de moluscos (HERRERA et al., 2018).

Estudos anteriores tém destacado a importancia de verificar os niveis de contaminacao
por microplasticos antes e apds a depuracdo, a fim de avaliar a taxa de remocéo efetiva dessas
particulas (HUVET et al., 2021). O acompanhamento de parametros como tamanho, forma e
composicdo dos microplasticos ap0s a depuracdo é crucial para entender como esses
contaminantes interagem com as ostras e como sua presenca pode ser mitigada.

No contexto do estudo sobre os efeitos dos microplasticos em ostras, a escolha de
empregar uma combinacdo de métodos — avaliacdo de atividades enzimaticas, histologia e
depuracdo — fundamenta-se na necessidade de obter uma compreensdo completa e abrangente
dos impactos dos contaminantes microplasticos. Nesse contexto, a aplicacdo de uma Unica
abordagem de analise pode ser insuficiente para capturar a complexidade e a variedade de
respostas bioldgicas das ostras aos microplasticos (DELLA TORRE et al., 2020).

Portanto, ao empregar conjuntamente a avaliacdo de atividades enzimaticas, histologia
e depuracdo, busca-se uma abordagem mais holistica e complementar na compreensdo dos
efeitos dos microplasticos em ostras. Essa abordagem multidisciplinar permite superar as
limitacdes de cada método individual e fornece uma visao abrangente das respostas bioldgicas,
do potencial de acumulacéo e da eficacia da remoc¢do de microplasticos, contribuindo para um
entendimento mais sélido dos riscos associados a esses contaminantes emergentes (BARBOZA
etal., 2022).
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a ingestdo da Crassostrea gasar frente a exposi¢cdo a MFPET e investigar se a

C. gasar apresenta efeitos em niveis bioquimico e histolégico neste organismo filtrador.

2.2. Objetivos Especificos

e Verificar se a moagem mecénica de tecido de poliéster ¢ um método eficiente para a
obtencdo de MFPET com propriedades similares as encontradas no ambiente.

e Realizar a quantificagdo das MFPET retidas em diferentes tecidos da ostra, como
branquias, glandula digestiva das ostras C. gasar ap0s uma exposicdo aguda (2 horas,
12 horas e 24 horas) a MFPET.

e Realizar a quantificagdo das MFPET retidas em diferentes tecidos da ostra, como
branquias, glandula digestiva das ostras C. gasar ap0s 0 processo de depuracdo das
ostras C. gasar por 48h em agua limpa.

e Auvaliar se as atividades enzimaticas da CAT, GST e GPx, na glandula digestiva das
ostras C. gasar, apds uma exposicdo aguda (24 horas) a MFPET, sofrem alteracfes
significativas.

e Avaliar se as atividades enzimaticas de CAT, GST e GPx, na glandula digestiva das
ostras C. gasar e ap0s processo de depuracdo por 48h, sofrem alteracdes significativas.

e Verificar se ha a presenca de MFPET em diferentes tecidos das ostras C. gasar apds

uma exposicao aguda (24 horas) através de método histoldgico.
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3 HIPOTESES DO ESTUDO
e Devido ao mecanismo de alimentacdo semelhante a um filtro das ostras e ao seu estilo

de vida séssil, juntamente com as caracteristicas das microfibras, as MFPET ficam
retidas nas glandulas digestivas e branquias;

e A retengdo das MFPET nas glandulas digestivas e branquias alteram atividades
enzimaticas;

e Apds um periodo de depuracdo de 48 horas das ostras C. gasar, ha uma reducdo na
quantidade de MFPET retidas nas glandulas digestivas e branquias;

e Apo0s um periodo de depuracdo de 48 horas das ostras C. gasar, ndo ha alteracGes na

atividade das enzimas antioxidantes.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencgéo dos animais

As ostras adultas da espécie C. gasar (n=88), com conchas medindo entre 5 e 7 cm de
comprimento, foram adquiridas em uma area de cultivo de ostras localizada no Laboratério de
Moluscos Marinhos (LMM) da UFSC, em Florianépolis, Brasil. Apos a coleta, as ostras foram
transportadas para o laboratorio e passaram por um periodo de aclimatacdo de 5 dias. Dentro
do laboratério, as ostras foram mantidas em tanques com agua do mar filtrada (0,45 um) e
aerada, mantendo a temperatura da agua a 21 °C e a salinidade a 30. Um ciclo claro-escuro de
12 horas cada foi estabelecido. Durante o periodo de aclimatacéo, as ostras foram alimentadas
com uma dieta composta por uma mistura de algas, contendo uma concentragdo de 10 x 10*
células por mL, sendo 50% de Isochrysis galbana e 50% de Chaetoceros muelleri.

4.2 Obtencéo e caracterizacdo das MFPET

A fim de reproduzir MPs encontrados no ambiente marinho, as MFPET foram obtidas
seguindo o método de (JEMEC et al., 2016) com algumas modificacfes. Um tecido téxtil
virgem de poliéster 100% vermelho foi adquirido comercialmente e fragmentado em pedacos
de 2 x 2 cm. Em seguida, os pedacos de tecido foram lavados com agua ultra pura e etanol 96%
para remover possiveis contaminacdes da superficie. Apds a secagem a 60°C por 4 horas e
resfriamento até a temperatura ambiente. Em uma jarra de moagem de 500L foram colocados
pedacos de tecido foram cortados em pedacos menores (2 a 5 mm) com 200 g de NaCl,
juntamente com esferas de moagem, permitindo a obtencdo das MFpet através da moagem do
tecido, para isso, foi utilizado um moinho triturador centrifugo.

O tecido foi submetido a moagem por 6 horas, a uma velocidade de 150 rpm, alternando
entre periodos de moagem de 2 minutos ligados e 2 minutos desligados. Ap6s o processo de
moagem, as MFPETSs foram lavadas com agua ultrapura para remover o NaCl e, em seguida,
filtradas usando uma membrana de celulose com poros de 8 um. Por fim, as MFPET foram

secas e armazenadas em um recipiente hermético (Figura 3).
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Tecido virgem de poliéster 100% - 2x2cm Agua ultra pura e Secagem a 60°C por 4 horas

comercialmente etanol 96% Tecido foram cortados novamente em Tecido, esferas, 200g de NaCl
pedagos menores de 2 a 5 mm
L = — —

vy -t ol
MFPET foram lavadas com dgua MFPET observadas a
ultrapura para remover o NaCl Microscépio estereoscdpico

Figura 3: Etapas do método para obten¢do das MFPET.
Apo6s a obtencdo das MFPET, as distribuicbes de tamanhos de particulas foram

determinadas no Laboratério de Materiais Vitroceramicos (VITROCER) da UFSC. Para isso,
10 mg de MFPET foram dispersas em agua destilada e as particulas foram medidas por difracéo
a laser utilizando o difratdmetro Mastersizer (Malvern Mastersizer 3000™ - The Particle size
analyzer, Ltd., UK). Nesta anélise, utilizamos trés valores para representar os tamanhos das
particulas em uma amostra: DX (10), Dx (50) e Dx (90).

Dx (10) indica o tamanho abaixo do qual se encontram apenas 10% da amostra. 1sso
significa que a maioria das particulas é maior do que esse valor. Dx (50) representa o tamanho
abaixo do qual se encontram 50% da amostra. Metade das particulas tem um tamanho menor
ou igual a esse valor. Ja Dx (90) esta relacionado ao tamanho médio das particulas da amostra.
Ele indica o tamanho abaixo do qual se encontram 90% das particulas. Ou seja, apenas 10%
das particulas sdo maiores do que esse valor.

Para uma observacdo detalhada da forma e estrutura das MFPET, utilizou-se o
microscopio estereoscopico Olympus BX41. As imagens foram capturadas utilizando uma
camera digital DP73, permitindo uma analise minuciosa da aparéncia das MFPET. Além disso,
a fim de confirmar a composic¢éo quimica das MFPET, uma amostra foi analisada utilizando
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) no equipamento
AGILENT TECHNOLOGIES - Cary 660 FTIR ATR, utilizando um cristal de ZnSe, na faixa
de 4000-650 cm™,

4.3 Delineamento Experimental
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Com um desenho experimental baseado em estudos preliminares (REVEL et al. 2019;
MORESCHI et al., 2020, CHOI et al., 2021). O experimento foi realizado em duas fases: 2, 12
e 24 horas de exposicéo, seguidas de 48 h de depuragdo. Durante a fase de exposicao, as ostras
(n=88) foram distribuidas individualmente e aleatoriamente em béqueres de 1 L (uma ostra por
béquer). Expostas a 0,5 mg/ L de MFPET (representando aproximadamente 2394,5 microfibras
por litro de 4gua) em um sistema estatico, sem alimentacéo, com aeracéo constante para garantir
a ressuspensédo das MFPET.

A escolha dessa concentracdo de MFs, mesmo sendo superior aquelas normalmente
encontradas na 4gua do mar (REVEL et at., 2019; CHOI et al., 2022) foi embasada em razdes
analiticas e préticas, levando em consideracdo os resultados obtidos em experimentos
preliminares. Esses experimentos apresentaram informacdes sobre diferentes aspectos,
incluindo o tempo de exposicdo, a concentracdo de MFPET, a intensidade de aeracdo para
manter as particulas em suspensao, o tecido com maior acumulacdo de MFPET e o tempo ideal
para a depuracéo.

Ap0s os periodos de exposicdo de 2, 12 e 24 horas, um grupo de ostras (n= 8) de cada
intervalo foi selecionadas e processado para disseccdo das branquias e glandulas digestivas,
com o objetivo de avaliar a presenca de microfibras nesses tecidos. Também realizou a coleta
de tecidos para a andlises das atividades das enzimas oxidantes (glandula digestiva) e a
histologia (tecido transversal). Um grupo de ostras do periodo de 24 horas de exposi¢ao foram
transferidas para dgua limpa, sem a presenca de MFPET e submetidas ao processo de depuracao
de 48 horas.

Durante o periodo de depuracdo, a &gua passou por duas trocas diarias, e as ostras ndo
receberam alimentacdo. Apos a conclusdo do processo de depuracdo de 48 horas, um grupo de
ostras foram submetidas a disseccdo das branquias e glandulas digestivas, com o objetivo de
avaliar a presenca de microfibras nesses tecidos. Outro grupo de ostras foi processado para a

avaliacdo das atividades das enzimas (glandula digestiva) (Figura 4).
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Figura 4: Delineamento experimental, ilustracdo dos principais processos a serem realizados na pesquisa
(quantificar a presenca de microfibras de PET nos tecidos alvos com relagdo ao tempo e depuracdo; e a anélise
bioquimica da atividade enzimética apenas na glandula digestiva e analises histol6gica nos tecidos da ostra (n=
8).

Com a finalidade de evitar qualquer contaminagéo externa por MPs foram empregadas
no experimento um rigoroso controle de qualidade, utilizamos exclusivamente materiais de
vidro ou ago inoxidavel, os recipientes e utensilios foram devidamente esterilizados com agua
ultra pura antes de serem utilizados, além disso, luvas de nitrilo foram utilizadas durante o

experimento.

4.4 Extracdo e quantificacdo de MFPET dos tecidos da ostra
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A andlise da presenca de MFPET nas branquias e glandula digestiva de cada ostra apds
a exposicao (2, 12 e 24 h) e a depuracéo (48h) seguiu um procedimento adaptado do protocolo
publicado por (SALDANA-SERRANO et al., 2022). Inicialmente, os tecidos foram colocados
em recipientes de vidro limpos, nos quais foram adicionados uma solucdo pré filtrada de
hidroxido de potassio a 10% até que a solucdo cobrisse completamente a amostra, seguindo a

proporcao 1:5 (peso e volume) (Figura 5).

Coleta: Brinquias e glandula  Dissecacfio coleta de tecidos
digestiva da ostra KOH a 10%, em agitador (50°C, 160 rpm) durante 48h

-

Filtracao: unidade de Filtros foram dispostos em placas de Petri de Amostra da gandula digestiva observadas a
filtracdo a vdcuo, utilizando vidro, para posterior andlise de Microscopio estereoscépico
micro filtros com tamanho caracterizagio.
de retencdo de particulas de
1.4 pm.

Figura 5: Etapas do processo de extracdo das MFPET.
Os recipientes de vidro foram submetidos a agitacdo constante por 24 horas, a uma

temperatura de 55°C e velocidade de 160 rotagdes por minuto (rpm). Apos a completa digestéo
dos tecidos, a filtracdo foi realizada por meio de uma unidade de filtracdo a vacuo, utilizando
micro filtros com tamanho de retengdo de particulas de 1.4 um. Os filtros foram dispostos em
placas de Petri de vidro com tampa, para posterior analise de caracterizacdo, a filtragdo foi
realizada dentro de uma estufa e com ar condicionado desligado para evitar contaminagédo

externa.

4.5 Anélise de enzimas antioxidantes e identificacdo de MFPET a nivel histoldgico.
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Para realizar as analises de biomarcadores, as glandulas digestivas de cada ostra
previamente armazenadas em um freezer de temperatura ultrabaixa a -80 °C foram utilizadas.
Essas glandulas foram preparadas através da homogeneizacdo em um tampdo de
homogeneizacao contendo 0,1 M de TRIS-HCI (pH 7,4), com adicdo de 0,5 M de sacarose,
0,15 M de KCI, 1 mM de DTT e 0,1 mM de PMSF (foi utilizado protocolos do Laboratorio de
Biomarcadores de Contaminacdo Aquéatica e Imunoquimica). Apds a homogeneizacdo, 0s
tecidos foram submetidos a uma centrifugacéo por 30 minutos a 9000 g e 4 °C.

Em seguida, os sobrenadantes resultantes da centrifugacdo foram coletados para a
realizacdo dos ensaios das atividades das enzimas CAT, GST e GPx de acordo com métodos
espectrofotométricos.

A atividade da CAT foi quantificada seguindo o método de (AEBI, 1984), no qual a
velocidade de decomposi¢cdo do H.O» foi medida em 240 nm. A atividade da GST foi
quantificada seguindo o método descrito por (CARLBERG; MANNERVIK, 1985). Nesse
método, a atividade da GST é medida através da formacdo do conjugado 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB)-GSH, sendo a absorbancia medida a 340 nm. A GPx foi avaliada
atraves da medicdo da taxa de oxidacdo do NADPH a 340 nm, As leituras foram feitas em
duplicatas. As atividades enzimaticas foram normalizadas utilizando a concentracdo de
proteinas totais, que foi determinada seguindo a metodologia descrita por (BRADFORD, 1976).

Os procedimentos histoldgicos foram conduzidos de acordo com a metodologia descrita
por (DOS REIS et al., 2020). As ostras dissecadas foram selecionadas aleatoriamente e cortadas
em sec¢des transversais com aproximadamente 5 um para a analise. O objetivo foi determinar,
de forma qualitativa, a presenca e distribuicdo de MFPET nos tecidos. Para isso, os tecidos
foram fixados em formalina tamponada a 4% (0,1 M, pH 7,3) por 48 horas e incluidos em
parafina liquida a 60°C. Apds a desidratacdo em alcool e diafanizacdo em xilol, foram

realizados cortes com Sum de espessura utilizando um micrétomo (Figura 6).
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Figura 6: Etapas sequenciais dos procedimentos histolégicos para andlise de tecidos e identificacdo de
MFPET.

Os cortes foram montados em laminas de vidro. Os tecidos foram corados com
hematoxilina (10 minutos) e eosina (6 minutos), e em seguida, foram observados em um
microscopio optico (Nikon ECLIPSE Ti-U, Melville, NY, EUA).

4.6 Analises dos dados

Os dados comparativos foram submetidos a testes estatisticos para verificar a
distribuicdo normal de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancia teste de Bartlett. Se o0s
conjuntos de dados dos parametros medidos atenderam aos requisitos de distribuicdo normal e
homogeneidade, foram avaliados utilizando a ANOVA de uma via, para comparagdo entre
tratamentos e seus respectivos controles. Para os dados ndo-paramétricos, foi realizado o teste
de Kruskal-Wallis e o teste de Wilcoxon. Os resultados sdo apresentados como média + desvio

padrdo (SD) e exibidos em gréaficos gerados no GraphPad Prism® v 9.3 (StatSoft Inc.).
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5 CONCLUSOES GERAIS

O estudo revelou a presenca de MFpet nas branquias e glandulas digestivas de ostras
expostas a diferentes tratamentos experimentais. Além disso, a concentracdo de microplasticos
MFpet foi maior nas glandulas digestivas do que nas branquias. Notavelmente, um periodo de
depuracéo de 48 horas mostrou-se eficaz na remocao de MFPET das ostras C. gasar.

Os resultados indicam que uma concentracao especifica de 0,05 mg/l de microfibras
durante 24 horas pode ndo ter efeitos prejudiciais nas atividades enzimaticas nas glandulas de
C. gasar, mas ainda ha muitas incertezas sobre os efeitos dos microplasticos em diferentes
concentracgdes e espécies de moluscos. No entanto, é possivel que a ativacao de enzimas estejam
ocorrendo em outros tecidos diferentes da glandula digestiva. Assim, a utilizacdo de branquias
de bivalves em estudos bioquimicos e de biomonitoramento pode ser uma abordagem vantajosa
para futuras investigacoes.

A partir dos resultados histoldgicos obtidos, foram observados a presenca de células
marrons préximas ao estdmago, deste modo, € necessario continuar a investigar os efeitos dos
micropléasticos em organismos aquaticos e tomar medidas para minimizar seus efeitos
negativos.

Conclui-se gque os resultados obtidos neste estudo reforcam a necessidade de medidas
de monitoramento e controle da exposicdo a esses poluentes. Além disso, ressalta-se a
importancia de politicas de gestdo ambiental para minimizar a contaminacéo por poluentes em
ecossistemas aquaticos.

E fundamental ressaltar que este estudo contribui para o entendimento dos efeitos das
microfibras plasticas em organismos aquéticos, porém, ainda ha muitos aspectos a serem
investigados para uma compreensdo mais completa dos impactos desses poluentes no meio

ambiente.
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ANALISE DA INGESTAO, DEPURACAO E EFEITOS PRIMARIOS DA MICROFIBRAS
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Resumo

O objetivo desta pesquisa consistiu em investigar os potenciais efeitos do Polietileno Tereftalato
(MFPET) na espécie nativa de ostra, Crassostrea gasar, bem como avaliar a possibilidade de
contaminacdo por microplasticos de MFPET. para esse proposito, investigou-se a presenca de
MFPET em forma de microfibras, avaliando experimentalmente os possiveis efeitos biologicos
dessas microfibras na salde desses animais, apds exposi¢do a uma concentracdo de 0,5 mg/L de
MFper por 24 horas, seguido de um periodo de depuragdo de 48 horas em &gua limpa. Foram
analisados, apds exposicao e ap0s depuracdo, a ocorréncia de MFPET nas branquias e glandulas
digestivas e as atividades de enzimas, da glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase
(GST) e catalase (CAT). Cortes histoldgicos transversais foram realizados para verificar a presenca
de MFeeT nos tecidos da ostra. verificou-se a presenca de MFpeT nas branquias e glandulas digestivas
das ostras. Notavelmente, constatou-se maior ingestdo nas glandulas digestivas em comparacéo as
branquias. Além disso, a técnica de depuracdo empregada demonstrou eficacia na eliminacao das
MFper das ostras. As atividades das enzimas ndo demonstraram diferencas significativas nas
glandulas digestivas. Atraves das analises histoldgicas, foi constatada a presenca de MFpet NO
epitélio do estbmago das ostras.

Palavras-chave: Microplasticos; Ostra nativa; Atividades Enzimaticas; Exposicao.

Abstract

The aim of this research was to investigate the potential effects of Polyethylene Terephthalate
Microfibers (MFPET) on the native oyster species, Crassostrea gasar, as well as to assess the
possibility of contamination by microplastics from MFPET. For this purpose, the presence of
MFPET in the form of microfibers was experimentally examined, evaluating the potential biological
effects of these microfibers on the health of these animals after exposure to a concentration of 0.5
mg/L of MFPET for 24 hours, followed by 48 hours depuration period in clean water. The
occurrence of MFPET in the gills and digestive glands, as well as the activities of enzymes,
glutathione peroxidase (GPx), glutathione-S-transferase (GST), and catalase (CAT), were analyzed
after both exposure and depuration. Transverse histological sections were conducted to verify the
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presence of MFPET in the oyster tissues. The presence of MFPET was confirmed in the gills and
digestive glands of the oysters. Remarkably, a higher accumulation was observed in the digestive
glands compared to the gills. Furthermore, the employed depuration technique demonstrated
effectiveness in eliminating MFPET from the oysters. Enzyme activities showed no significant
differences in the digestive glands. Histological analyses revealed the presence of MFPET in the
stomach epithelium of the oysters.

Keywords: Microplastics; Native oyster; Enzyme Activities; Exposure.
1 INTRODUCAO

Ao longo do século 20, os polimeros sintéticos, popularmente conhecidos como "plasticos”,
emergiram como uma inovacéo revoluciondria e se tornaram indispenséveis para o nosso estilo de
vida. Tornou-se evidente que a producdo global de plastico gerou uma demanda crescente, visto
que aumentou significativamente, passando de 1,5 milhGes de toneladas métricas em 1950 para
impressionantes 390,7 milhdes de toneladas métricas em 2021 (PLASTICS EUROPE, 2022). O
rapido crescimento na producdo de plasticos é surpreendente, superando a maioria dos outros
materiais fabricados pelo homem. Atualmente, quase tudo 0 que consumimos € composto por esse
material versatil (D’ AMBRIERES, 2019).

O polimero polietileno tereftalato (PET), responsavel por aproximadamente 6,2% da
producdo global de plasticos, é amplamente utilizado na industria téxtil para fabricar fibras
sintéticas, conhecidas como poliéster. Essas fibras sdo utilizadas em uma variedade de pecas de
vestuario (PLASTICS EUROPE, 2022). De acordo com THOMPSON et al., (2009), a producéo de
plastico na primeira década do século atual foi equivalente a quantidade produzida ao longo de todo
o século anterior. Enquanto progndsticos nas décadas de 1940 previam um mundo mais limpo, livre
de deterioracdo e enriquecido por materiais sintéticos coloridos e praticos (THOMPSON et al.,
2009).

De acordo com estimativas, aproximadamente 79% dos residuos plasticos no mundo sdo
descartados em aterros sanitarios ou acabam afetando ecossistemas terrestres, de agua doce e
marinhos de forma combinada (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017). Caso as tendéncias atuais de
producdo e gestdo de residuos persistam, é previsto que até 2050 havera cerca de 12 bilhdes de
toneladas de residuos plasticos depositados em aterros sanitarios ou impactando os ecossistemas
naturais (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017).

Embora os plasticos tenham sido motivo de preocupacdo ambiental por um tempo
consideravel, é crucial destacar que as informag¢Ges mencionadas anteriormente ndo englobam os
microplasticos (MPs) e nanoplasticos (NPs). Estes consistem em fragmentos de dimensdes
excepcionalmente reduzidas, com tamanhos inferiores a 5 mm (ANDRADY, 2011), sendo que 0s
nanoplasticos possuem dimensdes na faixa de 1 a 1000 nandmetros. Estes microplasticos podem
ser gerados tanto por meio de liberacdo direta no meio ambiente, conhecidos como microplésticos

primarios, quanto pela degradacao ao longo do tempo de pegas plasticas maiores, seja por processos
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mecanicos, fotoquimicos ou outros, tornando-se microplasticos secundarios (FRIAS; NASH,
2019).

Nos ultimos anos, tem havido um aumento significativo da preocupacédo global em relagao
a poluicdo causada por MPs. Consequentemente, a poluicdo por microfibras (MFs) tem
gradualmente direcionado a atencdo das pessoas. As MF sdo a forma predominante de MPs
encontradas na dgua e no sedimento, podendo representar até 80% dos MPs (ACHARYA et al.,
2021). Além das MF sintéticas, no ambiente também sdo encontradas MFs provenientes de fontes
naturais, como &, algodao, entre outras, bem como MFs semissintéticas, como o acetato de celulose.
As MFs sdo amplamente encontradas em estudos de monitoramento de MPs em areas de cultivo de
moluscos bivalves e frequentemente sdo a forma mais abundante em termos de quantidade
(SALDANA-SERRANO et al., 2022; VIEIRA et al., 2021). Elas se acumulam em moluscos
bivalves, como ostras e mexilhdes, que sdo particularmente vulneraveis a essa forma de poluicéo,
devido ao seu comportamento alimentar de filtragem (WARD et al., 2019)

No entanto, embora as MFs constituam a maioria dos MPs encontrados, a maioria dos
estudos tem examinado os efeitos da exposicéo e ingestdo de fragmentos e esferas de MPs por
moluscos, constatando danos fisiologicos e fisicos, bem como reducdo na capacidade de reproducao
(CHOI et al., 2022; CHRISTOFOROU et al., 2020). A escassez de estudos sobre a exposi¢do as
MFs é principalmente devido a indisponibilidade desses materiais para compra comercial e a
dificuldade em preparé-los em laboratério. Como resultado, o conhecimento dos efeitos das MFs
em moluscos bivalves apds a exposicdo ainda € limitado, o que tem gerado preocupacdo tanto na
comunidade cientifica quanto nas agéncias de prote¢do ambiental em todo o mundo. Isso se deve
ao fato de que o aumento do consumo de bivalves cultivados em varias regides pode representar
um risco para a saude humana (VAN CAUWENBERGHE; JANSSEN, 2014).

Neste estudo, o objetivo foi realizar um experimento de exposi¢cdo aguda com ostras da
espécie C. gasar, visando investigar os efeitos das microfibras de polietileno tereftalato (MFPET)
sobre enzimas antioxidantes. Os MFPET podem desencadear uma série de reacGes que levam a
formacdo excessiva de especies reativas de oxigénio (EROs) no organismo das ostras, levando a
alteragfes enzimaticas. As enzimas GST, GPx e CAT, atuam como mecanismos de defesa das
células contra os efeitos prejudiciais das EROs, ajudando a neutralizar os radicais livres e reduzir
os danos celulares. Portanto, monitorar as mudancas nas atividades dessas enzimas nas ostras apds
exposi¢cdo aos MFPET pode fornecer informacdes valiosas sobre a resposta adaptativa das ostras ao
estresse oxidativo induzido por essas particulas. Nossas hipdteses de pesquisa foram as seguintes:
(1) Devido ao mecanismo de alimentacdo semelhante a um filtro das ostras e ao seu estilo de vida
séssil, jJuntamente com as caracteristicas das microfibras, as MFPET ficam retidas nas glandulas
digestivas e branquias (2) a retencdo das MFPET nas glandulas digestivas e branquias alteram

atividades enzimaticas (3) Ap6s um periodo de depuracao de 48 horas das ostras C. gasar, ha uma
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reducdo na quantidade de MFPET retidas nas glandulas digestivas e branquias. (4) Apds um periodo
de depuracdo de 48 horas das ostras C. gasar, ndo h& alteracBes na atividade das enzimas
antioxidantes.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos animais

As ostras adultas da espécie C. gasar (n=88), com conchas medindo entre 5 ¢ 7 cm de
comprimento, foram adquiridas em uma érea de cultivo de ostras localizada no Laboratério de
Moluscos Marinhos (LMM) da UFSC, em Florianopolis, Brasil. Apds a coleta, as ostras foram
transportadas para o laboratorio e passaram por um periodo de aclimatacédo de 5 dias. Dentro do
laboratério, as ostras foram mantidas em tanques com agua do mar filtrada (0,45 pm) e aerada,
mantendo a temperatura da dgua a 21 °C e a salinidade a 30 ppm. Um ciclo claro-escuro de 12 horas
cada foi estabelecido. Durante o periodo de aclimatacéo, as ostras foram alimentadas com uma dieta
composta por uma mistura de algas, contendo uma concentragdo de 10 x 10* células / mL, sendo
50% de Isochrysis galbana e 50% de Chaetoceros muelleri.

2.2 Obtencéo e caracterizacdo das MFPET

A fim de reproduzir MPs encontrados no ambiente marinho, as MFPET foram obtidas
seguindo o método de (JEMEC et al., 2016) com algumas modificacGes. Um tecido téxtil virgem
de poliéster 100% vermelho foi adquirido comercialmente e fragmentado em pedagos de 2 x 2 cm.
Em seguida, os pedacos de tecido foram lavados com agua ultra pura e etanol 96% para remover
possiveis contaminacBes da superficie. Apds a secagem a 60°C por 4 horas e resfriamento até a
temperatura ambiente. Em uma jarra de moagem de 500L foram colocados pedacos de tecido foram
cortados em pedacos menores (2 a5 mm) com 200 g de NaCl, juntamente com esferas de moagem,
permitindo a obtencdo das MFPET através da moagem do tecido, para isso, foi utilizado um moinho
triturador centrifugo.

Apbs a obtencdo das MFPET, as distribuicdes de tamanhos de particulas foram
determinadas no Laboratério de Materiais Vitroceramicos (VITROCER) da UFSC. Para isso, 10
mg de MFPET foram dispersas em agua destilada e as particulas foram medidas por difracdo a laser
utilizando o difratdmetro Mastersizer (Malvern Mastersizer 3000™ - The Particle size analyzer,
Ltd., UK). Nesta andlise, utilizamos trés valores para representar os tamanhos das particulas em
uma amostra: DX (10), Dx (50) e Dx (90).

Para uma observacao detalhada da forma e estrutura das MFPET, utilizou-se 0 microscopio
estereoscopico Olympus BX41. As imagens foram capturadas utilizando uma cadmera digital DP73,
permitindo uma analise minuciosa da aparéncia das MFPET.

Além disso, a fim de confirmar a composi¢cdo quimica das MFPET, uma amostra foi
analisada utilizando Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) no
equipamento AGILENT TECHNOLOGIES - Cary 660 FTIR ATR, utilizando um cristal de ZnSe,
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na faixa de 4000-650 cm-1, este & um dos métodos utilizados para confirmar a composi¢do quimica
de micro e Nano pléstico de formais gerais.

2.3 Delineamento
Com um desenho experimental baseado em estudos preliminares (REVEL et al. 2019;

MORESCHI et al., 2020, CHOI et al., 2021). O experimento foi realizado em duas fases: 2, 12 e 24
horas de exposic¢éo, seguidas de 48 h de depuracdo. Durante a fase de exposigéo, as ostras (n=88)
foram distribuidas individualmente e aleatoriamente em béqueres de 1 L (uma ostra por béquer).
Expostas a 0,5 mg/ L de MFPET (representando aproximadamente 2394,5 microfibras por litro de
agua) em um sistema estético, sem alimentacdo, com aeracéo constante para garantir a ressuspensdo
das MFPET.

A escolha dessa concentracdo de MFs, mesmo sendo superior aquelas normalmente
encontradas na agua do mar (REVEL et at., 2019; CHOI et al., 2022) foi embasada em razbes
analiticas e praticas, levando em consideracéo os resultados obtidos em experimentos preliminares.
Esses experimentos apresentaram informacg0es sobre diferentes aspectos, incluindo o tempo de
exposicdo, a concentracdo de MFPET, a intensidade de aeracdo para manter as particulas em
suspensdo, o tecido com maior acumulacao de MFPET e o tempo ideal para a depuracdo.

Ap0s os periodos de exposicdo de 2, 12 e 24 horas, um grupo de ostras (n=8) de cada
intervalo foi selecionadas e processado para dissec¢do das branquias e glandulas digestivas, com o
objetivo de avaliar a presenca de microfibras nesses tecidos. Também realizou a coleta de tecidos
para a analises das atividades das enzimas oxidantes (glandula digestiva) e a histologia (tecido
transversal). Um grupo de ostras do periodo de 24 horas de exposi¢do foram transferidas para agua
limpa, sem a presenca de MFPET e submetidas ao processo de depuracgdo de 48 horas.

Durante o periodo de depuracdo, a 4gua passou por duas trocas diarias, e as ostras nao
receberam alimentacdo. Apds a conclusdo do processo de depuracdo de 48 horas, um grupo de
ostras foram submetidas a dissec¢do das branquias e glandulas digestivas, com o objetivo de avaliar
a presenca de microfibras nesses tecidos. Outro grupo de ostras foi processado para a avaliacdo das
atividades das enzimas ( glandula digestiva).

2.4 Extracao e quantificagdo de MFPET

A anélise da presenca de MFPET nas branquias e glandula digestiva de cada ostra ap6s a
exposicdo (2, 12 e 24 horas) e a depuracdo (48 horas) seguiu um procedimento adaptado do
protocolo publicado por (SALDANA-SERRANO et al., 2022). Inicialmente, os tecidos foram
colocados em recipientes de vidro limpos, nos quais foram adicionados uma solucéo pré filtrada de
hidroxido de potéssio a 10% até que a solucdo cobrisse completamente a amostra, seguindo a
proporcao 1:5 (peso e volume).

Os recipientes de vidro foram submetidos a agitacdo constante por 24 horas, a uma

temperatura de 55°C e velocidade de 160 rotaces por minuto (rpm). Apds a completa digestdo dos
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tecidos, a filtracdo foi realizada por meio de uma unidade de filtracdo a vacuo, utilizando micro
filtros com tamanho de retencdo de particulas de 1.4 um. Os filtros foram dispostos em placas de
Petri de vidro com tampa, para posterior anélise de caracterizacéo.

2.5 Analise de enzimas antioxidantes e identificacdo de MFPETS a nivel histologico.

Para realizar as analises de biomarcadores, as glandulas digestivas de cada ostra previamente
armazenadas em um freezer de temperatura ultrabaixa a -80 °C foram utilizadas. Essas glandulas
foram preparadas através da homogeneizagdo em um tampédo de homogeneizagdo contendo 0,1 M
de TRIS-HCI (pH 7,4), com adicdo de 0,5 M de sacarose, 0,15 M de KCI, 1 MM de DTT e 0,1 mM
de PMSF (foi utilizado protocolos do Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Aquatica e
Imunoquimica - LABCAI). Ap6s a homogeneizacdo, os tecidos foram submetidos a uma
centrifugagdo por 30 minutos a 9000 g e 4 °C. Em seguida, os sobrenadantes resultantes da
centrifugacdo foram coletados para a realizagcdo dos ensaios das atividades das enzimas CAT, GST
e GPx de acordo com métodos espectrofotométricos.

Os procedimentos histoldgicos foram conduzidos de acordo com a metodologia descrita por
(DOS REIS et al., 2020). As ostras dissecadas foram selecionadas aleatoriamente e cortadas em
secOes transversais com aproximadamente 5 um para a analise. O objetivo foi determinar, de forma
qualitativa, a presenca e distribuicdo de MFPET nos tecidos. Para isso, os tecidos foram fixados em
formalina tamponada a 4% (0,1 M, pH 7,3) por 48 horas e incluidos em parafina liquida a 60°C.
Apoés a desidratacdo em alcool e diafanizacdo em xilol, foram realizados cortes com 5um de
espessura utilizando um micrétomo. Os cortes foram montados em laminas de vidro. Os tecidos
foram corados com hematoxilina (10 minutos) e eosina (6 minutos), e em seguida, foram
observados em um microscépio 6ptico (Nikon ECLIPSE Ti-U, Melville, NY, EUA).

2.6 Anélises Dos Dados

Os dados comparativos foram submetidos a testes estatisticos para verificar a distribuicéo
normal de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancia teste de Bartlett. Se os conjuntos de dados
dos pardmetros medidos atenderam aos requisitos de distribuicdo normal e homogeneidade, foram
avaliados utilizando a ANOVA de uma via, para comparagéo entre tratamentos e seus respectivos
controles. Para os dados ndo-parametricos, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis e o teste de
Wilcoxon. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (SD) e exibidos em gréaficos
gerados no GraphPad Prism® v 9.3 (StatSoft Inc.).

3 RESULTADOS
3.1 Obtencéo e caracterizacdo das MFPET

A técnica de moagem do tecido revelou-se altamente eficaz na producdo de MFPET,
gerando particulas predominantemente compostas por fibras assimétricas de tamanhos variados. Ao
analisar as MFPET obtidas por meio da moagem em estereomicroscépio e MEV, e compara-las

com aquelas obtidas sem esse processo, fica claramente evidente a diferenca (Figura 7). Destaca-se
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que as fibras resultantes da moagem possuem semelhancas em termos de forma e aparéncia com as
fibras encontradas no ambiente natural, sendo achatadas, de comprimento longo e com degradacao

na superficie.

10KV X1,000 ! 10KV X3,000

Figura 7: Figura mostra imagens de MFPET utilizando estereomicroscépio e MEV. Em A e B mostram particulas
ap6s a moagem, ¢é possivel observar a forma e a textura das microfibras na imagemse melhantes a microfibras

encontradas ambientalmente. C e D imagens de fibras que ndo passaram por processo de moagem apenas cortadas.

Ap0s o0 processo de obtencdo das MFPET, que envolve etapas como moagem, filtracdo e
secagem, foi realizada uma analise para determinar a distribuicdo dos tamanhos das MFPET. Os
resultados revelaram que as MFper apresentaram uma faixa de tamanho micrométrico (um),
variando entre 44,70 um e 911,00 um (Dx90). Mais especificamente, constatou-se que 10% das
MFPET possuem tamanho abaixo de 52,20 + 3,14 um (Dx10), o que indica que a maioria das
MFPET tem um tamanho superior a esse valor.

Além disso, 50% das MFPET encontram-se com tamanho abaixo de 573,30 + 21,39 um
(Dx50), ou seja, metade das MFPET tém tamanho menor ou igual a esse valor. Por fim, foi
observado que 90% das MFPET estdo abaixo de 870,80 + 16,06 um, o que significa que apenas
10% das MFPET possuem tamanho maior do que esse valor.

A analise das MFPET (n=100) no estereomicroscépio apresentou resultados semelhantes.
As medicGes de contagem de particulas e analise estatistica da dispersao de tamanho revelaram uma
média de 589,20 + 248,50 um para as MFpeT, na forma de fibras (Tabela 1).

Apos analisar a estrutura quimica do PET, foi verificado um desvio na banda caracteristica

do anel aromatico, proximo a 1400 cm™. Além disso, notou-se uma alteraco na posicao da ligagéo
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C-0, com um deslocamento de 1200 cm™ para 1150 cm™. Também foram identificados grupos de
ésteres polares e benzeno, os quais estavam presentes em 700 cm™ (Fig. S1).
3.2 Extracéo e quantificacdo de MFeeT dos tecidos da ostra

Os resultados da andlise da ingestdo e retencdo em tecidos-alvo (branquias e glandula
digestiva), apds exposicdo a MFPET em diferentes intervalos de tempo (2, 12 e 24 horas), bem
como apo6s um periodo de depuracdo de 48 horas para as ostras expostas por 24 horas, estdo
apresentados na Tabela 1. Durante todos os intervalos de tempo avaliados, foi constatada a presenca
de MFpet tanto nas branquias quanto nas glandulas, com uma predominéncia nas glandulas em
relacdo as branquias.

No entanto, nas ostras submetidas ao processo de depuracéo, observou-se uma diminuicao
na quantidade de MFPET encontrados, indicando que houve eliminacdo de MFPET, no entanto foi
detectados em apenas um Unico individuo MFPET nas branquias (Tabela 1). Os tamanhos das
microfibras presentes nas branquias e glandulas das ostras mostraram-se em concordancia com o

tamanho médio identificado durante a caracterizagdo das microfibras (Tabela 1).

Tabela 1: Quantidade de MFpet por ostra, por tecido e a média geral em diferentes periodos de
exposicdo e depuracéo.

Amostra Ostrascom MFpet MFpeT MFpet

Tratamentos ) MPFoer total branquias glandulas MFpet/ostra  Tamanho (um)
| 2 horas | 8 | 2 | 13 | 2 | 11 | 1,62 +2,82 | 558,50 * 266,00
12 horas 8 1 5 0 5 0,62 +0,74  1540,00 + 487,40
24 horas 8 5 47 4 43 587+1091 620,50 + 314,50
Controle 1 0 0 0 0 0 00 00
Depuragéo 8 1 1 1 0 0,12 +0,35 680,00 = 0,00
Controle 2 0 0 0 0 0 00 00

3.3 Respostas da analise de enzimas antioxidantes e identificacdo de MFPET a nivel
histoldgico.

Apos a analise quantitativa indicar uma maior retengdo de MFPET nas glandulas digestivas
das ostras expostas por 24 horas, decidimos concentrar nossa avaliacdo apenas nesse tecido para
investigar algumas enzimas. No entanto, os resultados obtidos revelaram que as atividades dessas
enzimas na glandula digestiva das ostras expostas por 24 horas ndo apresentaram diferenca
significativa em comparacgao ao grupo de controle. Esses dados sugerem que a exposi¢do temporaria

ndo teve impacto nas atividades dessas enzimas nesta regido especifica das ostras (Figura 8).
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Figura 8: A avaliacéo da atividade enzimética das enzimas CAT (A), GST (B) e GPx (C) foi realizada nas glandulas
digestivas das ostras C. gasar apds 24 horas de exposi¢do ao MFPE e ap6s 48 horas de periodo de depuragdo. Foram
obtidos cortes histoldgicos da ostra C. gasar na regido do estdmago (St) durante o uso do MFPET. No painel da
esquerda, as imagens mostram a presen¢a de MFPET (setas em preto - D e F) e a formac&o de células marrons em todas
as amostras (setas em branco - F) sob iluminagdo de campo claro. No painel da direita, as imagens apresentam contraste
de fase destacando as MFPET, com escala em 50 um. As diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos e 0s
respectivos controles sdo identificadas por letras na imagem.

Ao examinar os cortes transversais das ostras através da microscopia de luz, constatou-se a
presenca de MFPET no estdbmago e nos intestinos das ostras expostos por 24 horas (n=2).
Adicionalmente, a analise histolégica revelou a ocorréncia de células marrons em todas as amostras
de as ostras expostas (n=8), denominadas brown cells, nas proximidades da regido estomacal, em

todas as amostras.

4 DISCUSSAO

Apesar de haver varios estudos na literatura sobre a ingestao e acumulagao de microplasticos
(MP) em organismos aquéaticos (WARD; ROSA; SHUMWAY, 2019), em contrapartida, outros
trabalhos de exposigdo de MPs, (Pittura et al. 2018; Moreschi et al., 2020;) usaram MPs menores
do que as relatadas em campo e de forma e tamanho regulares (principalmente microesferas) que
sdo menos representativas de particulas plasticas fragmentadas identificadas no ambiente marinho.
Muitas microesferas de plastico com um didmetro menor ou igual a 100 um, devido a sua
disponibilidade comercial para estudos de exposicéo e facilidade de caracterizagédo, negligenciando,
assim, a ampla disseminacéo de fibras sintéticas e fragmentos, limitando as comparacgdes entre 0s
estudos (KNAUSS; DUNGAN; LEHMANN, 2022; KWAK et al., 2022; REVEL et al., 2020a).
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Recentes estudos laboratoriais tém se concentrado na absor¢do MFs por moluscos bivalves,
ressaltando a necessidade de avaliar a presenca de MFs, uma vez que elas sdo particulas mais
comumente encontradas em estudos de monitoramento (QU et al., 2018; WARD et al., 2019).

Durante este estudo, procurou-se utilizar as condi¢des mais realistas possiveis, do ponto de
vista ambiental, em termos de tipo de plastico, polietileno tereftalato (PET) e origem das particulas
obtidas a partir da moagem de um tecido de poliéster. Além disso, utilizamos a ostra C. gasar como
organismo teste para avaliar os efeitos potenciais das MFPET provenientes da moagem do tecido
de poliéster, levando em conta a importancia ambiental e econdmica desta espécie (DE SOUZA
SAMPAIO et al., 2019).

Nossos resultados indicaram que o processo de moagem de um tecido de poliéster resultou
em microfibras com variagdo de tamanho que se enquadram na definicdo de MPs (MATTSSON et
al., 2018). Esses resultados estdo em concordancia com estudos anteriores que examinaram a
liberacdo e o tamanho de MFs priméarios durante a lavagem de tecidos sintéticos, bem como nas
Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE) (DE FALCO et al., 2019; MAGNI et al., 2019).

Além disso, as caracteristicas das MFs, como a fragmentacdo da superficie e a espessura,
assemelham-se as MFs encontradas em estudos de monitoramento (SALDANA-SERRANO et al.,
2022; VIEIRA et al., 2021). Vale destacar que as microfibras foram identificadas como a forma
mais comum de MFs em ambientes marinhos, representando mais de 80% do total (AVIO et al.,
2020). Em relacdo a degradacdo, enquanto as particulas fragmentadas encontradas no ambiente
sofrem degradacédo quimica parcial, aparentando uma fragilidade fisica e fragmentacéo superficial,
nossas fibras sofreram apenas degradacao fisica.

Embora tenhamos observado, neste estudo, que as ostras acumulam MFPET com tamanho
superior a 500 um, isso ndo € comum. As ostras possuem um sistema de selecdo de particulas
altamente complexo, que envolve sua estrutura branquial e os palpos labiais, permitindo um
transporte bidirecional de particulas. Normalmente, as ostras conseguem eficientemente ingerir
particulas dentro da faixa de tamanho preferencial de 2 a 200 um (POUVREAU; JONQUIERES;
BUESTEL, 1999), e rejeitam particulas maiores, como as microfibras observadas neste estudo.

No entanto, apesar de ndo representarem o tamanho ideal das particulas ingeridas, as MFs
possuem caracteristicas distintas. Elas exibem uma ampla variagdo de espessura e geralmente sdo
flexiveis, além de possuirem formas assimétricas Unicas (JEMEC et al., 2016). Por esse motivo, €
possivel que as MFs mais longas sejam ingeridas e encontradas em diversos tecidos, como nas
branquias e glandulas digestivas das ostras (DETREE et al., 2023; WARD et al., 2019).

No estudo administrado por Moreschi et al., (2020) com o bivalve Anodontites trapesialis,
constatou-se que, apds uma exposic¢do de 24 horas a microparticulas de polietileno com tamanhos
variando entre 55 e 110 pum, as particulas foram identificadas nos tecidos branquiais, trato

gastrointestinal e parte delas foi encontrado nas fezes e pseudofezes do organismo.Em contraste,
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foi observado que particulas de PE ¢ PP com tamanho inferior a 400 pum foram detectadas somente
na glandula digestiva de organismos expostos a 100 pg/L em baixa quantidade no tecido de Mytilus
spp (REVEL et al. 2019).

No entanto, € a primeira vez que um estudo experimental de exposic¢éo a microfibras MFPET
em C. gasar revelou que essas particulas estdo presentes nos tecidos das branquias e da glandula
digestiva, quando expostas. Além disso, o estudo constatou que a glandula digestiva é o tecido que
mais acumula essas microfibras plasticas.

A analise histoldgica também corroborou os resultados obtidos na extracdo dos MFPET das
glandulas digestivas, o que sugere que as diferentes formas das fibras fisicamente fragmentadas
podem aumentar sua biodisponibilidade e permitir uma rapida ingestdo dessas particulas alongadas
pelos bivalves, independentemente do tamanho.

Embora ndo tenham sido observadas mudancgas estruturais e morfoldgicas decorrentes da
exposicdo aos MFpet, como relatado em estudos posteriores (ALNAJAR; JHA; TURNER, 2021;
BRATE et al., 2018), foram identificadas células marrons em todas as réplicas que foram expostas
a MFPET, conhecidas como brown cells, proximas a regido do estbmago nas ostras analisadas.

Essas células desempenham um papel importante nos mecanismos de defesa contra
patogenos, respostas inflamatorias, controle dos batimentos cardiacos e detoxificacdo celular
(ZAROOGIAN; YEVICH, 1994). Estudos realizados em moluscos revelaram a presenga dessas
células intestinais marrons, indicando a exposicdo a poluentes no ecossistema (BOSCOLO PAPO
etal., 2014; COSTA et al., 2013).

Deste modo, a distribuicdo de brown cell nos tecidos das ostras pode estar relacionada a
resposta contra agentes exdgenos. Os locais de maior prevaléncia de brown cells sdo considerados
pontos de excrecdo de substancias indesejaveis para o bivalve, o que sugere uma possivel relacdo
com a presenca de MFpeT.

Em um estudo realizado por Moreschi et al., (2020), constatou-se a presenca de
microplasticos em filamentos branquiais e septos intestinais. No intestino, as particulas de
microplasticos foram absorvidas pelo tecido conjuntivo e em algumas partes da alca intestinal. O
tamanho médio das particulas de microplasticos foi de 39,59 + 16,20 um, com variagao entre 17 e
88 um (MORESCHI et al., 2020). Nas analises histologicas de Pittura et al (2018), microplasticos
foram localizados em hemolinfa, branquias, mais principalmente em tecidos digestivos.

As concentragdes utilizadas neste estudo foram menores (0,0005 g/L) em comparacao ao
experimento conduzido por Moreschi et al., (2020) e Choi et al., (2021), ambos os quais
encontraram microplasticos assimilados nos tecidos dos bivalves ap6s curtos periodos de exposicao.
Isso pode indicar que a assimilacdo de microplasticos por bivalves é indeterminada e depende das

concentragdes utilizadas nos experimentos, conforme sugerido por Moreschi et al. (2020). Em outro
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estudo de Choi et al (2022) a exposicdo por longo periodo a MFPET em causaram a degeneracao
em tecidos gonadais e atrofia dos tubos digestivos de mexilhdes.

Apos a confirmacdo da ingestdo de microplasticos na glandula digestiva, que desempenha
um papel crucial na biotransformacao de xenobioticos (LIVINGSTONE et al., 1992), varios estudos
indicaram que esses microplasticos podem induzir a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e desencadear um processo de estresse oxidativo (PAROLINI et al., 2020).

Em um estudo realizado por Choi et al., (2022) a exposicao cronica (periodo longo de 32
dias) a MFper aumentou as atividades de enzimas relacionadas a antioxidantes (catalase e
superdxido dismutase) e neurotoxicidade (acetilcolina esterase) nos tecidos da glandula digestiva e
branquial em mexilhdes, em concentracdes baixas. No estudo de Revel e colaboradores (2019),
observaram uma diminuicdo na atividade de GST nas branquias e glandula digestiva de mexilhdes
Mytilus spp, apds exposicao a polietileno e polipropileno por um periodo de 10 dias.

Os resultados do nosso estudo revelaram que, ap6s 24 horas de exposicdo, ndo houve
desregulacdo na atividade das enzimas antioxidantes testadas. No entanto, no nosso estudo, €
importante considerar que o tempo de exposi¢do foi curto e a quantidade de microplasticos
encontrada foi baixa, uma vez que outros estudos com Crassostrea gigas e Mytilus galloprovincialis
com maior tempo de exposicdo mostraram que a presenca de microplasticos na glandula digestiva
e alteracdes nas atividades de algumas enzimas antioxidantes (CHOI et al., 2021; REVEL et al.,
2020b).

Além disso, € importante realizar mais estudos para avaliar se outras concentraces de
microfibras ou diferentes espécies de moluscos podem ser afetados de forma diferente. e destacar
também que, embora a atividade enzimatica seja uma importante medida de saude fisioldgica,
outros efeitos e danos celulares podem ocorrer devido a exposicao a microfibras e que ndo foram
abordadas nesta pesquisa.

E crucial ressaltar a importancia desses animais, amplamente apreciados em todo o mundo,
e seu papel fundamental na cadeia alimentar humana (LIU et al., 2023). E importante considerar
que existe a possibilidade de as ostras serem portadoras de MPs, 0 que pode representar um risco
para 0os consumidores. No experimento a etapa de depuracdo, demonstrou que um periodo de 48
horas foi suficiente para uma eliminacdo ideal dos MFPET ingeridos pelas ostras ap6s uma

exposicédo de 24 horas e ndo houve alteracéo nas atividades das enzimas antioxidantes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados da pesquisa confirmam a hipdtese de que ocorre ingestdo de MFPET pelas
branquias e glandulas digestivas das ostras quando submetidas a diferentes tratamentos
experimentais. Foi constatado que as glandulas digestivas apresentam uma concentracdo mais
elevada de MFPET em comparacdo com as branquias. No entanto, ainda existem incertezas em
relacdo aos efeitos dos microplasticos em diferentes concentracoes e espécies de moluscos. Além
disso, é possivel que ocorra desregulacdo da atividade enzimatica em tecidos diferentes da glandula
digestiva. Portanto, a inclusdo de outros tecidos, como manto, branquias, musculo adutor e génada,
em estudos bioguimicos e de biomonitoramento pode representar uma abordagem promissora para
futuras investigagdes.

E fundamental destacar que a hipotese de reducdo na quantidade ingerida de MFPET foi
confirmada apds um periodo de depuracédo de 48 horas, demonstrando de maneira sélida a eficacia
na remocdo das MFPET nas ostras.

Portanto, compreender os processos de ingestdo e remo¢do de MFPET nas ostras contribui
para implementar medidas adequadas de controle e monitoramento, garantindo a seguranca dos
alimentos marinhos oferecidos aos consumidores. Além disso, destaca-se a importancia de politicas

de gestdo ambiental para minimizar a contaminacgéo por poluentes em ecossistemas aquaticos.
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Figura 1s: Propriedade das microfibras pelo espectro FTIR-ATR do Polietileno Tereftalato. Nos circulos em

vermelho indicam alguns grupos identificados.
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