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RESUMO

ARAUJO, D. G. Avaliagcdo dos efeitos de pellets e polimeros, oxi-biodegradavel e
hidrossoluvel, em ambientes marinhos utilizando sedimento marcado e mexilhdes da espécie

Mytella charruana. 2022. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear), Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN- CNEN/SP. Sao Paulo.

Os plésticos estdo entre os principais residuos sélidos encontrados no ambiente marinho e seu
uso crescente, descarte ndo adequado e sua alta persisténcia a degradacao, tém contribuido para
0 acumulo deste detrito no meio ambiente, em especial nos oceanos. Os plasticos convencionais
fabricados a base de petréleo ainda sdo os mais utilizados, apesar do grande avanco dos
biodegradaveis. Os plasticos biodegradaveis podem diminuir o tempo de vida do material, no
entanto, se descartado no ambiente natural, ainda ndo ha dados suficientes sobre a capacidade
de biodegradacdo. Os testes e métodos de biodegradabilidade no ambiente aquéatico, ndo
consideram testes de toxicidade, nem os possiveis efeitos ecoldgicos do material e suas
microparticulas produzidas pela fragmentacdo. Nos Gltimos anos, diferentes estudos vém sendo
realizados para identificar os efeitos negativos do plastico no ambiente marinho e compreender
a dindmica dos aditivos associados a esses materiais. Com base nos fatos acima o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos toxicos de pellets e polimeros, biodegradaveis e sollveis em agua
sobre 0 mexilhdo Mytella charruana. Os mexilhdes foram expostos por 168 h em sedimentos
marinhos com pellets plasticos de polipropileno (PP), polietileno (PE) e poliestireno (PS), uma
mistura dos trés pellets (PP, PE e PS) e polimeros plasticos, oxi-biodegradavel e solivel em
agua. A hemolinfa e as branquias foram extraidas e analisadas ap6s dois tempos de exposicéo,
24 horas e 168 horas, usando um conjunto de biomarcadores (GST, GPX, LPO, dano ao DNA,
ChE e estabilidade da membrana lisossomica). Os resultados demonstraram respostas
bioguimicas e fisiol6gicas em relagcdo as enzimas antioxidantes de fase Il, danos ao DNA e
estabilidade da membrana lisossdmica em mexilhdes expostos aos pellets PP, PE e PS e no
polimero hidrossoltvel em 24 horas. Analises quimicas realizadas por fluorescéncia de raios-x
por energia dispersiva (EDXRF) para identificacdo de aditivos quimicos mostraram a presenca
de metais como: Al, Si, P, S, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu e Zn nos pellets e polimeros.

Palavras—Chave: Particulas plésticas; Biomarcadores; Sedimento Marinho; Metais; Bioplasticos



ABSTRACT
ARAUJO, D. G. Evaluation of the effects of pellets and biodegradable and water-soluble

polymers in marine environments using spiked sediment and Mytella charruana mussels.
2022. 76 f. Dissertation (Master in Nuclear Technology) - Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares - IPEN- CNEN/SP. Séo Paulo.

Plastics are among the main solid waste found in the marine environment and their increasing
use, improper disposal and their high persistence to degradation, have contributed to the
accumulation of this waste in the environment, especially in the oceans. Conventional
petroleum-based plastics are still the most used, despite the great advance of biodegradable
ones. Biodegradable plastics can reduce the lifespan of the material, however, if discarded in
the natural environment, there is still not enough data on the ability to biodegrade. The
biodegradability tests and methods in the aquatic environment do not consider toxicity tests,
nor the possible ecological effects of the material and its microparticles produced by
fragmentation. In recent years, different studies have been carried out to identify the negative
effects of plastic on the marine environment and to understand the dynamics of additives
associated with these materials. Based on the facts above, the aim of this study was to evaluate
the toxic effects of biodegradable and water-soluble pellets and polymers on the mussel Mytella
charruana. The mussels were exposed for 168 h in marine sediments with plastic pellets of
polypropylene (PP), polyethylene (PE) and polystyrene (PS), a mixture of the three pellets (PP,
PE and PS) and plastic polymers, oxo-biodegradable and soluble in water. Hemolymph and
gills were extracted and analyzed after two exposure times, 24 hours and 168 hours, using a set
of biomarkers (GST, GPX, LPO, DNA damage, ChE and lysosomal membrane stability). The
results demonstrated biochemical and physiological responses in relation to phase 1l antioxidant
enzymes, DNA damage and lysosomal membrane stability in mussels exposed to PP, PE and
PS pellets and water-soluble polymers in 24 hours. Chemical analyzes performed by energy
dispersive x-ray fluorescence (EDXRF) to identify chemical additives showed the presence of
metals such as: Al, Si, P, S, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu and Zn in pellets and polymers.

Keywords: Plastic particles; Biomarkers; Marine Sediment; Metals; Bioplastics
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1 INTRODUCAO

Materiais plasticos, uma vez inseridos no meio ambiente ndo sdo biodegradaveis e ao
serem expostos ao intemperismo acabam se fragmentando. Essa persisténcia leva uma
abundancia crescente no oceano tornando os detritos plasticos mais disponiveis a vida marinha
(LI et al., 2016; GALLO et al., 2018). Os produtos plasticos sdo uma mistura de polimeros e
aditivos quimicos, e seus tamanhos variam de metros a nandmetros (LI et al., 2016).
Compreendem itens diversos como garrafas, equipamentos de pesca, canudos, embalagens de
alimentos, microesferas em cosméticos, pellets plasticos entre outros (GALLO et al., 2018).

Segundo dados de 2019 da organizacdo ndo governamental internacional WWF (do
inglés World Wide Fund for Nature), o Brasil ocupa o 4° lugar de maior produtor mundial de
residuo plastico descartado no mundo com cerca de 11 milhGes de toneladas, atrds de outros
paises como Estados Unidos, China e india. Foi estimado que em 2025 a quantidade global de
plasticos nos oceanos seréa de 250 milhdes de toneladas, o que provavelmente representard uma
carga poluente de milhdes de toneladas de aditivos quimicos (JAMBECK et al., 2015; GALLO
etal., 2018).

Grandes quantidades de pellets plasticos, matéria prima para producdo de produtos
plasticos, também estdo sendo encontradas em é&reas costeiras (NOBRE et al., 2016;
FOTOPOLOU e KARAPANAGIOTI, 2012; MATO et al., 2001; HOLMES et al., 2011), sendo
0s mais comuns derivados de polipropileno (PP), polietileno (PE) e poliestireno (PS) (EPA,
1992). Esses materiais plasticos uma vez inseridos no meio ambiente, podem adsorver
substancias como diclorodifeniltricloroetano (DDT), policlorado bifenilos (PCBs), fendis e
outras substancias ndo polares (RIOS et al., 2007; ENGLER, 2012).

Os pellets plasticos e seus produtos no meio ambiente podem liberar aditivos quimicos
que foram adicionados durante sua producdo para melhorar ou modificar suas propriedades e,
assim, tornar o plastico mais utilizavel. Esses aditivos sdo utilizados para atender os padrdes de
seguranga em materiais eletrénicos (retardantes de chamas, incluindo éter difenilico
polibromado), tornar os plasticos mais flexiveis (ftalatos), reduzir a degradacéo dos raios UV e
do calor (fendis e arilaminas), tornar o material mais resistente a degradacdo quimica ou até
adicionar uma coloracdo desejada (CALLISTER, et al. 2017).

A maioria dos aditivos quimicos geralmente ndo sdo ligados covalentemente ao

polimero pléastico e assim podem migrar para a superficie do material, sendo potencialmente



11

liberados ao meio ambiente (CAPOLUPO et al., 2020). Os aditivos podem ser utilizados em
plasticos biodegradaveis para se degradarem mais rapidamente e a assim, ndo se acumularem
no meio ambiente. A biodegradacdo dos materiais depende das propriedades quimicas dos
polimeros e grupos funcionais (-COO-, -OH e —COOH), estrutura quimica e cristalinidade dos
polimeros (NAZARETH et al., 2019).

Os plasticos oxi-biodegradaveis por exemplo, possuem um aditivo (pro-oxidante) em
sua composicdo, que tem como objetivo quebrar algumas ligagdes quimicas da cadeia
molecular do polimero. A etapa final do processo de biodegradacdo é a bioassimilacdo e
mineralizacdo por microorganismos (NAPPET e THOMPSON, 2019).

Esses plasticos biodegradaveis se tornaram uma alternativa para substituir os plasticos
convencionais, derivados do petrdleo, e assim reduzir o acimulo ambiental desses detritos
(ZHU e WANG, 2020). Os fabricantes tém tentado atrair os consumidores usando marketing
verde (KOENING-LEWIS, 2018). Ja& que o Greenwashing (estratégia de marketing, de
promover discursos, acdes e propagandas sustentaveis anunciando mais beneficios ambientais
do que realmente os produtos oferecem) empregados nesses produtos pelos fabricantes tém
atraidos consumidores pelo mundo todo, na promessa de produtos mais sustentaveis ou amigos
do meio ambiente (FUENTES, 2015; BLOME et al., 2015).

Os plésticos soluveis em agua também séo frequentemente considerados como solugdes
para 0 acumulo de residuos plasticos, mas esses plasticos sdo produtos quimicos com alto
potencial de liberacdo no meio ambiente, e sua ocorréncia e concentracbes ambientais séo
desconhecidas (HUPPERTSBERG et al., 2020).

Segundo Nappet e Thompson (2019) hd uma falta de evidéncias de que materiais
biodegradaveis, oxi-biodegradaveis e compostaveis oferecam uma vantagem ambiental em
relacdo aos plasticos convencionais, e o potencial de fragmentacdo em microplasticos causa
preocupacdo adicional. As microparticulas e nanoparticulas alem de serem encontradas em
organismos marinhos, ja foram encontradas na placenta e em tecidos pulmonares humanos, pois
0s microplasticos estdo presentes no ar e podem ser inalados por humanos (RUGASSA et al.,
2021; AMATO-LOURENCO et al., 2021).

Os riscos gerados pelos plésticos sdo uma nova area de investigacéo, e existe um grande
desafio para entender como as substancias quimicas associadas a eles interagem no meio

ambiente e suas consequéncias na vida marinha. De acordo com Bertoletti (1990), os testes
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toxicologicos possibilitam estabelecer limites permissiveis para diversas substancias quimicas
e, avaliar o impacto de misturas de poluentes presentes nos ambientes aquéaticos sobre 0s

organismos.

Os ensaios ecotoxicoldgicos séo realizados com organismos indicadores, que possuem
um limite de tolerancia a determinadas substancias quimicas e apresentam alguma alteracéo,
seja ela fisiologica, morfoldgica ou comportamental, quando expostos a determinados
poluentes e concentracdes. Essas exposicdes sdo feitas em diferentes concentracGes de
substancias (isoladas ou em combinagdo) por um determinado periodo de tempo
(MAGALHAES e FILHO, 2008).

Organismos como ourigos-do-mar, mexilhdes, microalgas, peixes e microcrustaceos sao
utilizados como organismos-teste em ensaios de ecotoxicidade em laboratérios. Atraves desses
testes é possivel observar a sobrevivéncia, o crescimento e a reproducdo de um individuo, e
também os efeitos dos contaminantes, nos processos bioquimicos, fisioldgicos, celulares e
comportamentais (VAN DER OOST et al., 2003). Estas respostas em niveis bioquimicos,
celulares e fisiologicas podem determinar o estado de salide do organismo e, assim, determinar

0s primeiros sinais de dano causada por poluentes (GUSSO-CHOUERI et al., 2015).

A branquia é um 6rgdo muito estudado em trabalhos de toxicologia aquéatica por ser o
primeiro contato do animal com contaminantes ambientais e/ou antropicos, portanto,
organismos filtradores, como os bivalves, sdo amplamente utilizados em monitoramento de
poluicdo em areas costeiras. Seus tecidos sdo capazes de acumular contaminantes organicos
hidrofébicos com baixas taxas de transformacdo metabdlica (WIDDOWS e DONKIN, 1991;
ALMEIDA et al., 2007; ORTEGA et al., 2018).

No Brasil, mexilhdes bivalves das espécies Mytella charruana e Perna perna sdo
comercializados e servem como alimento para populacdo, consequentemente sdo alvos de
muitos estudos, pois podem impactar a satde dos seres humanos (ALMEIDA et al., 2007;
ORTEGA et al., 2018; NOBRE et al., 2020).

Ap0s serem expostos aos poluentes, os organismos geralmente tentam metabolizar e
depurar essas substancias, buscando minimizar assim quaisquer danos celulares que eles
causem. Nos Ultimos anos estudos ambientais vém utilizando biomarcadores de exposicao e de
efeito para avaliar e prever os riscos ambientais de substancias quimicas. Esses biomarcadores

sdo classificados em trés classes, sendo a primeira de exposicao, a segunda de efeito e a terceira
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de suscetibilidade (WINSTON, 1990). Entre os biomarcadores de exposigéo estdo a glutationa
S-transferase (GST), a glutaiona peroxidade (GPx) e a glutationa reduzida (GSH). O sistema
biolégico produz radicais livres de oxigénio nas células para melhorar a funcdo fisiologica
(VAN DER OOST et al., 2003). Quando o organismo € exposto a algum contaminante, ele
tende a produzir espécies reativas ao oxigénio (EROS), ativando as defesas antioxidantes,
podendo ser avaliada pela enzima glutationa peroxidase (GPX), que é responsavel pela reducédo
dos radicais livres e pela prevencéo do estresse oxidativo (RUDIGER et al., 1999; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1993).

A GST também é uma enzima antioxidante e ela é responsavel por catalisar a
conjugacéo de varios compostos, sendo 0s conjugados resultantes sollveis em &gua e, portanto,
sdo excretados mais facilmente (CHEUNG et al., 2001). Se as enzimas dos biomarcadores de
exposicdo forem inibidas ou induzidas, podem ocorrer toxicidades pelos oxidantes. Essa
oxidacdo que ocorre nos acidos graxos poli-insaturados do organismo é uma consequéncia do
estresse oxidativo, podendo ocasionar a destruicdo da estrutura das membranas celulares,
faléncia nos mecanismos de troca de metabolitos e, morte celular, em casos extremos. A
inibicdo dessa enzima também pode ocorrer pela ativacdo do mecanismo de detoxificacdo
(VAN DER OOST et al., 2003; LIMA e ABDALLA, 2001).

Os biomarcadores sdo considerados de efeito pois detectam alteracGes bioquimicas e
fisioldgicas nos tecidos, 6rgdos ou sistemas de um organismo. Entre esses biomarcadores estdo
a colinesterase (ChE), a estabilidade da membrana lisossdmica, danos ao DNA e peroxidacéo
lipidica (LPO) (CHEUNG et al., 2001; BONNES-TAOUREL et al., 1992).

No que diz respeito a avaliacdo dos efeitos toxicos mediados por plasticos, observa-se
que as pesquisas em grande parte foram conduzidas objetivando-se compreender a exposi¢do
direta de organismos a detritos plésticos, uma vez ingeridos (VON MOOS et al., 2012; COLE
e GALLOWAY, 2015; COLE et al., 2020).

Outra linha de investigacéo, busca elucidar a toxicidade indireta causada por lixiviados
de pléasticos, ou seja, a dessorcao de produtos quimicos no ambiente circundante na auséncia de
ingestdo de plastico. Nesse contexto, estudos ja foram realizados em diferentes organismos
marinhos, como copépodes (BEJGARN et al., 2015; IZAR et al., 2019), cracas (LI et al. 2016),
mexilhdes (SILVA, 2016; WEBB et al., 2020; CAPOLUPOQ et al., 2020), ostras (GARDON et
al., 2020; BRINGER et al., 2020), peixes (HAMLIM et al., 2015) e ourigo-do-mar (NOBRE,
2016; OLIVIERO etal., 2019; RENDELL-BHATTI et al., 2021). Contudo ainda pouco se sabe
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sobre como os aditivos quimicos se comportam no meio ambiente, uma vez inseridos através
da dessorcdo de produtos plasticos, e quais seriam seus efeitos nos organismos marinhos,
principalmente no que se diz respeito aos aditivos utilizados nos plasticos biodegradaveis e

sollveis em agua.

Devido a esta lacuna no conhecimento, devem ser realizadas avaliagdes dos efeitos
bioldgicos através da exposi¢do do organismo alvo a sedimentos e dguas contaminadas com
diferentes tipos de plasticos, principalmente os biodegradaveis, e que usem diferentes aditivos,
para de fato auxiliar na compreenséo e na dimens&o dos efeitos toxicos destas substancias. Os
testes de toxicidade aliados as caracterizagdes quimicas destes materiais também auxiliam na
producdo de resultados mais confiaveis e robustos sobre este tema tdo relevante e ainda téo

pouco compreendido.

Apesar do crescente clamor da sociedade para que os fabricantes busquem alternativas
mais sustentaveis ao uso dos plasticos, os materiais biodegradaveis utilizados atualmente ndo
sdo uma solucédo a longo prazo, pouco de fato se estudou sobre eles. Principalmente sobre a
importancia de se utilizar concentracbes ambientalmente relevantes e a branquia como 6rgéo
alvo de estudo para que se possa compreender os efeitos em niveis bioquimicos desses produtos

mais sustentaveis.

Baseado nos fatos apresentados, o presente estudo parte da hipotese que polimeros
plasticos oxi-biodegradaveis e hidrossollveis, podem conter substancias quimicas toxicas e
atuarem como vetores dessas substancias para o ambiente marinho e assim causarem efeitos

subletais em mexilhodes.

2 OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos toxicos de diferentes composi¢des
poliméricas: pellets virgens e polimeros plasticos, oxi-biodegradaveis e hidrossolveis expostos
a sedimentos marcados, utilizando mexilhdes da espécie Mytella charruana. A partir da analise
dos biomarcadores de exposicdo (GST e GPX) e de efeito (ChE, danos em DNA, LPO e
estabilidade da membrana lisossdmica) nos organismos marinhos a fim de se compreender a
toxicidade dos polimeros plasticos biodegradaveis. A caracterizacdo quimica dos pellets e
polimeros também foi alvo de estudo para que assim possa compreender mais sobre os aditivos

quimicos incorporados nesses materiais e 0s possiveis efeitos nos organismos em estudo.
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2.1 Objetivos especificos

e Composicdo quimica das diferentes amostras de pellets virgens (Polietileno (PE),
Poliestireno (PS) e Polipropileno (PP)) e dos polimeros oxi-biodegradavel e soltvel em
agua, quanto a sua caracterizacao polimérica e a presenca de substancias potencialmente
toxicas, aplicando as seguintes técnicas: Pirolise acoplada & cromatografia gasosa e &

espectrometria de massas; Fluorescéncia de raios-x por energia dispersiva.

e Auvaliagdo dos efeitos toxicos a partir dos biomarcadores de exposi¢do (GST e GPX) e
de efeito ChE, estabilidade da membrana lisossémica, peroxidagdo lipidica (LPO) e

danos em DNA) nos mexilhGes da espécie Mytella charruana.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plésticos

A exploracdo e utilizacdo dos plasticos teve inicio na segunda metade do século XIX,
quando o primeiro material produzido foi baseado na celulose, que era produzida da madeira
ou palha e, com passar dos anos, novas substancias surgiram para a producao de novos produtos
(LIMA, 2001). Devido ao seu baixo custo e suas propriedades como, alta resisténcia a corrosao,
baixo peso, resisténcia a impactos mecanicos, resisténcia a 4gua e impermeabilidade ao ar esses

materiais foram produzidos em grande escala (CALLISTER, 2009).

Os mais utilizados sdo o prolipropileno (PP) e o polietileno (PE) que juntos com o
policloreto de vinilo (PVC), poliestireno (PS) e o polietileno tereftalato (PET) correspondem
um total de 90% da demanda de plastico. Além destes também s&o utilizados a poliamida (PA),
acetato de polivinila (PVA) e acrilonitrila butadieno estireno (ABS) (ANDRADY e NEAL,
2009). Apesar do grande avango no processamento e na fabricacao, o petroleo, que é uma fonte
ndo renovavel, continua sendo a principal matéria prima (THOMPSON et al., 2004; NG e
OBBARD, 2006; RIOS et al., 2007). Os polimeros sdo formados por moléculas denominadas
monodmeros ligados entre si por ligacbes covalentes e suas longas cadeias de repeticdes.
Portanto, mondmeros sdo unidades quimicas iguais, que se repetem ao longo da cadeia
polimeérica, como exemplo, o polietileno formado pela repeticdo do monémero etileno, como
demonstrado na Figura 1 (CALLISTER, 2009).
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Figura 1 - Trecho da cadeia de polietileno. A parte em destaque é a unidade repetitiva.
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Fonte: BOSCARO, 2014.

Quase todos os aspectos da vida diaria envolvem plasticos, incluindo roupas, cal¢ados,
produtos, embalagens, pecas automobilisticas, equipamentos eletrdnicos, materiais de
construcdo, materiais hospitalares, utensilios domésticos entre outros (ANDRADY, 2003;
ANDRADY e NEAL, 2009). Esses materiais tdo comuns, no entanto, sdo capazes de causar
grandes preocupagdes ambientais devido ao enorme descarte e a grande resisténcia desses
materiais a degradacdo natural, levando ao acumulo de plasticos em solos, aterros, rios e
oceanos (LUCAS et al., 2008).

Com o objetivo de reduzir o impacto gerado por esses residuos alguns procedimentos
foram implantados, como a reciclagem e a incineragdo. Segundo dados obtidos entre 0s anos
1950 e 2014, somente 9% dos plasticos fabricados no mundo foram reciclados e cerca de 12%
foi incinerado (GEYER et al., 2017). O Brasil, segundo dados da WWF de 2019, recicla apenas
1,28% dos plasticos produzidos no pais, o que corresponde a um porcentual muito baixo em
comparacdo a media mundial. Mesmo com essas estratégias adotadas, o acumulo desses
plasticos continua a crescer, entdo nos ultimos anos, foi desenvolvido varios polimeros mais
suscetiveis a degradacdo natural: os polimeros biodegradaveis (FRANCHETTI e
MARCONATO, 2006).

3.1.1 Polimeros Biodegradaveis

A matéria-prima utilizada para a fabricacéo deste polimero plastico pode ser proveniente
de fontes fdsseis ou fontes naturais renovaveis como milho, batata, cana-de-agucar, madeira e
outras. Podem também ser sintetizados por bactérias a partir de moléculas como o acido butirico

ou serem de fonte animal, como a quitina (BRITO et al., 2011). Esses polimeros estdo ganhando



17

um grande reconhecimento mundial, principalmente os obtidos a partir de fontes renovaveis,
devido ao menor impacto ambiental, j& que podem ser provenientes de fontes que tem
capacidade de serem reabastecidas em curto espaco de tempo (SECOM, 2007; BRITO et al.,
2011).

A biodegradacéo ocorre atraves da acdo de enzimas e/ou deteriora¢do quimica associada
a organismos vivos, bactérias, fungos e algas sob condi¢cdes adequadas de temperatura,
umidade, luz, oxigénio e nutrientes (AMASS et al., 1998). Esses plasticos biodegradaveis
entdo, devem possuir uma estrutura quimica compativel com processos de decomposicao, ou
possuirem principios ativos, como degradacdo fotoquimica ou oxi-degradacdo que podem
acelerar sua degradacdo (SECOM, 2007). Apresentam 0s mesmos problemas relacionados aos
polimeros convencionais ndo-biodegradaveis, em questdo da geracdo de residuos, pois eles
terminam ndo sendo biodegradaveis quando descartados em locais ndo propicios para sua
degradacédo, como os lixdes e aterros sanitarios (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006).

Mundialmente existem normas que definem padrbes para avaliacdo de plasticos
biodegradaveis e compostaveis, pois para que um material seja caracterizado e certificado desta
maneira ele precisa passar por ensaios/testes. Esses padrdes sdo estabelecidos por diferentes
organizacbes como a International Standards Organization - I1SO 14855, European
Standardization Committee EN 13432 e American Society for Testing and Materials - ASTM
D6400 e D883. No Brasil, a norma especifica para plasticos compostaveis ou biodegradaveis,
onde estipula limites para elementos tdxicos, ¢ a ABNT NBR — 15448. Alguns desses materiais
biodegradaveis/compostaveis sdo apropriados para se degradarem em condi¢Ges que ocorrem
em composteiras industriais, nas quais as temperaturas devem atingir 70°C. Algumas normas
sdo direcionadas para testes de biodegradacdo baseados em laboratério usando medicdes de
demanda de oxigénio ou evolugdo de CO2 (BRITO et al., 2011; NAPPER e THOMPSON,
2020).

3.1.2 Polimeros oxi-biodegradaveis

S&o plasticos que, devido a sua composi¢do sofrem mais rapidamente degradacao
oxidativa que outros plasticos, pois possuem em sua composi¢do aditivos pré-oxidantes. Os
plasticos convencionais como o polipropileno (PP) e o polietileno (PE), sdo resistentes a

degradacdo microbiologica, mas tendem a sofrer degradacdo oxidativa quando expostos a certas
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condi¢Bes ambientais (WILES, 2005; AMMALA et al., 2011). Os oxi-biodegradaveis, por
outro lado, podem se tornar frageis e se desintegrar mais rapidamente, devido ao aditivo que se
destina a quebrar a cadeia molecular dentro do polimero, o que levara a sua biodegradacgéo
(NAPPET e THOMPSON, 2020).

O termo oxi-biodegradavel é caracterizado por possuir duas etapas em sua degradacao.
Na primeira etapa ocorre um processo abidtico que envolve o polimero reagindo com o oxigénio
do ar. As cadeias de carbono do polimero sdo oxidadas resultando em uma formacao de
pequenos fragmentos moleculares e em novos grupos funcionais, tais como &cidos carboxilicos
e esteres. Os hidrocarbonetos que anteriormente eram hidrofobicos passam a ser mais
hidrofilicos, permitindo assim que seus fragmentos interajam com agua e com micro-
organismos. A segunda etapa é a biodegradacdo através de micro-organismos, tais como
bactérias, fungos e algas, que consomem os fragmentos de baixa massa molar da cadeia
carbonica oxidada, produzindo CO2, H20 e biomassa (AMMALA et al., 2011).

3.1.3 Polimero soltvel em &gua

Atualmente, varios materiais sao feitos de plasticos sollveis em agua (WSPs do inglés
WATER-SOLUBLE POLYMERS) e suas aplicagdes geralmente facilitam sua liberacdo direta
ou indiretamente no ambiente. Podem ser encontrados em agentes de lavagem, produtos de
cuidados pessoais, produtos farmacéuticos e nas industrias, como por exemplo a téxtil
(KOLTZENBURG et al., 2014). Esses plasticos também estdo presentes nas formulagdes de
alguns pesticidas, fertilizantes e outros produtos que s&o utilizados durante o cultivo de
lavouras. Esses produtos sdo aplicados diretamente nos campos, portanto, 0s polimeros soltveis
em agua podem se dissolver no solo e nas planta¢es, infiltrar-se nas aguas subterraneas e serem
levados durante as chuvas para as aguas superficiais (KOLTZENBURG et al., 2014;
HUPPERTSBERG et al., 2020).

Sua producdo em combinagdo com suas aplicacdes, podem resultar em uma fonte
potencial dos plasticos sollveis em agua para 0 meio ambiente. Os efeitos indiretos desses
materiais podem ser causados por uma de suas principais caracteristicas: facilitar a solubilidade
e, portanto, ocasionar o aumento da biodisponibilidade de substancias quimicas nao polares. A
ocorréncia e as concentraces ambientais ainda sdo desconhecidas e, portanto, o impacto gerado
no ecossistema é incerto (REEMTSMA et al., 2016; HUPPERTSBERG et al., 2020).
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Segundo Huppertsberg (2020), dependendo do tipo de polimero e do comprimento da
cadeia, as moléculas de WSP podem ter tamanhos de dezenas a centenas de nanémetros.
Consequentemente, podem existir monémeros que sao dissolvidos em polimeros particulados

como 0s nanoplasticos.

3.2 Impactos dos plasticos no ambiente marinho

Desde que sua exploracdo e utilizacdo se tornou amplamente disponivel na década de
1950, os plasticos tiveram em constante crescimento. Nesta época a producdo mundial de
plasticos era de 1,5 milhdes de toneladas, com uma porcentagem de acréscimo de 9% ao ano, e
em 2009 esse valor passou a ser 230 milhdes de toneladas. No ano de 2018 esse valor atingiu
359 milhdes de toneladas, sendo a China a maior produtora de plasticos do mundo (ANDRADY
e NEAL, 2009; PLASTIC EUROPE, 2010; PLASTIC EUROPE 2019). Segundo dados da
organizacdo ndo governamental WWF (do inglés WORLD WILDE FUND), o volume de
plastico anual que chega nos oceanos é de aproximadamente 10 milhdes de toneladas. Se
continuar nesse ritmo, até 2030, existe uma previsdo do equivalente a 26 mil garrafas de plastico

no mar a cada km?2.

A0 mesmo tempo que esses materiais sdo conhecidos e utilizados pela sua durabilidade,
esse aumento na producdo mundial gerou um problema relacionando ao descarte do residuo, ja
gue a maioria € descartada de maneira imprépria. Parte deste plastico entdo polui o0 ambiente
marinho devido a gestdo inadequada de residuos solidos e atividades costeiras e maritimas
(FOTOPOLUI e KARAPANAGIOTI, 2012). Os pléasticos tém recebido uma aten¢do maior nas
ultimas décadas, evidenciada pelo aumento de sua presenca no ambiente marinho,
representando de 60% a 80% do lixo encontrado nesse ambiente (GONCALVES, 2016).
Encontrando-se plastico a flutuar na superficie, emaranhado em animais marinhos, em
suspensdo na coluna de dgua e depositado nos sedimentos de fundo e nos sedimentos praial em
diferentes tamanhos: macroplasticos, mesoplastico, microplastico e nanoplastico (SOBRAL et
al., 2011; GESAMP, 2015).

Os principais riscos que os plasticos e seus residuos, oferecem ao meio ambiente estéo
relacionados a sua grande capacidade de persisténcia e disperséo, principalmente no ambiente

marinho, sua afinidade por contaminantes, como 0s poluentes persistentes organicos, sua
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capacidade de lixiviar aditivos quimicos, sua ingestao pela biota e a transferéncia para a cadeia
trofica (PEREIRA et al., 2011; ANDRADY e NEAL, 2009; CAPOLUPO et al., 2020).

S4o bastante resistentes a degradacao natural quando descartados no ambiente marinho,
e a quantidade de tempo para se degradarem completamente é desconhecida. Quando expostos
as propriedades oxidativas da atmosfera, as propriedades da dgua do mar e a radiacdo UV da
luz solar esses plasticos se quebram em pedagos cada vez menores, até atingirem o tamanho
dos micros e nanoplasticos. Essa persisténcia leva a uma abundéncia crescente no oceano, o
que torna os detritos de plastico mais disponiveis ao plancton e outras formas de vida marinha
(RIOS et al., 2007; FRANCHETTI e MARCONATO, 2006; MOORE, 2008).

Também sdo encontrados no meio ambiente como na forma de pellets plasticos, que séo
liberados involuntariamente durante a fabricacdo ou transporte dos pellets virgens, podendo ser
transportado pelo escoamento superficial até a zona costeira e oceanos (OGATA et al. 2009).
Os mais encontrados séo os pellets, demonstrados na Figura 2, do tipo polipropileno (PP),
polietileno (PE) e poliestireno (PS), pois sd&o os mais utilizados no mundo. Podem ser
produzidos de varias formas (esféricas, ovoides, cilindricas), tamanhos (de 1 a 5mm) e cores
(claras, brancas ou transparentes). Sdo utilizados como matéria-prima em inddstrias de
transformacao, onde sdo derretidos, e moldados de acordo com o produto pléastico final (EPA,
1992).

Figura 2 - Pellets virgens de Polietileno (PE), Polipropileno (PP) e Poliestireno (PS).

Fonte: Autora da dissertacéo.
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Devido a sua persisténcia ambiental, os pellets s&do amplamente distribuidos no oceano
e encontrados em praias e superficies aquaticas em todo mundo (COSTA et al., 2009; TURRA,
etal., 2014; 1IZAR etal., 2019; FOTOPOLOU e KARAPANAGIOTI, 2012; MATO et al., 2001;
HOLMES et al., 2011; ANTUNES et al., 2013; MCDERMID e MCMULLEN, 2004).

Os primeiros registros de residuos plasticos no ambiente marinho foram no oceano
Atlantico, nadécada de 70 (CARPENTER et al., 1972; COLTON et al., 1974) e segundo Barnes
(2002) no Reino Unido a sua quantidade duplicou nas décadas seguintes. Desde entdo muitos
estudos observaram e relataram ao longo dos anos a existéncia desses materiais nos oceanos,
nas praias, e a ingestio por animais marinhos (LAIST, 1997; GREGORY, 2009; BRANDAO
etal., 2011; VON MOOS et al., 2012; BASTO et al., 2019).

Os plasticos e seus residuos podem absorver e concentrar contaminantes ambientais,
principalmente substancias tdxicas bioacumulativas persistentes (PBTs), poluentes organicos
persistentes (POPs) e PCBs. Dessa forma apresentam elevado potencial para atuar como
vetores e transportadores para o ambiente, podendo interagir com organismos marinhos e causar
efeitos adverso (TEUTEN et al., 2009; BOWNMER e KERSHAW, 2010; OGATA et al., 2009;
ANTUNES et al., 2013). O polietileno parece mais apto a concentrar algumas substancias como
0s PCBs que chegam nos oceanos através do descarte inapropriado de produtos elétricos
(MATO et al., 2011). Um estudo laboratorial realizado por Rochman e colaboradores (2013)
observou a ingestdo e transferéncia de contaminantes associados aos plasticos em peixes,
concluindo que a ingestdo de polietileno é um vetor para a bioacumulagédo de PBTs em peixes,
e que a toxicidade resultante da ingestdo de plastico é uma consequéncia tanto dos

contaminantes sorvidos quanto do material plastico.

Os plasticos acumulam principalmente em zonas de convergéncias e nos centros dos
giros oceénicos formados pelo movimento da Terra, correntes marinhas e ventos. No Giro do
Pacifico Norte, foi descoberta uma area de acumulacdo de residuos solidos com uma
concentracdo de plastico 6 vezes maior a de plancton, colhido na superficie, por uma rede
especifica de malha 0,333 um. (MOORE et al., 2001). Os cinco maiores e mais importantes
giros oceanicos sdo subtropicais presentes no Atlantico, Pacifico e indico (VAN FRANEKER
e LAW, 2015).

Os sedimentos marinhos séo os principais destinos das substancias que séo introduzidas
Nos oceanos e que muitas vezes acabam acumulando estes compostos em niveis mais elevados
guando comparamos com aqueles na coluna de agua adjacente. Por esse motivo eles sdo

importantes indicadores ambientais dos ecossistemas aquaticos (ABESSA, 2002).
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Para avaliar o risco desses materiais no meio ambiente, sdo necessarias informagoes
sobre os niveis de exposicdo e seus efeitos nos organismos, bem como estudar os seus efeitos
adversos, como os efeitos fisicos (tamanho da particula, forma e concentracdo) e, efeitos

quimicos (substancias quimicas perigosas associadas aos plasticos) (NOBRE, 2016).

O impacto da transferéncia de contaminantes que os plasticos podem causar é
preocupante, pois ao entrarem em contato com o meio ambiente podem liberar quimicos
provenientes dos aditivos, como os retardantes de chamas, plastificantes, ftalatos e corantes,
que sao incorporados para fornecer propriedades especificas a determinados produtos ou para
facilitar no processo de fabricacdo (HERMABESSIERE et al., 2017). Esses aditivos podem
melhorar a resisténcia a abrasdo, resisténcia mecanica, flexibilidade, ductilidade, permitir que
o plastico se deteriore mais lentamente entre outras caracteristicas (CALLISTER, 2009).
Segundo ambiente Geyer e colaboradores (2017), em média, um produto pléstico comercial €
composto por 93% de resina polimérica e 7% de aditivos.

3.3 Aditivos quimicos e metais

Alguns metais e outros elementos quimicos podem estar relacionados aos aditivos
quimicos presentes nos pellets virgens e materiais plasticos, como por exemplo o elemento
titdnio, que pode estar associado como uma carga metalica para melhorar as propriedades
mecanicas dos polimeros, oferecendo uma propriedade de alta resisténcia (RESHETOV et al.,
2017; SZAFRANSKA et al., 2019). Existem alguns aditivos que s&o mais facilmente lixiviados
dos produtos por ndo estarem quimicamente ligados na matriz polimérica como no caso dos
ftalatos (TAUTEN et al, 2009; TALNESS et al., 2009; MEEKER et al., 2009). Ap6s a migracdo
desses aditivos da matriz polimérica, eles entram em contato com o meio que estdo inseridos,
como exemplos a &gua do mar e sedimentos, e essa migragcdo pode ser maior ou menor devido
a presenca de sais ou materiais organicos que possuem diferentes afinidades. As condicdes
ambientais também influenciam na taxa de migracdo desses lixiviados, podendo ser mais
rapidas ou mais lentas (MOORE, 2008).

Muitos estudos estao investigando a liberagdo dos aditivos quimicos dos plasticos e seus
produtos de degradacéo, pois alguns desses possuem propriedades toxicas e sdo desreguladores
enddcrinos. Como € o caso do Bisfenol A (BPA), amplamente utilizado para obter plasticos

transparentes e resistentes, e dos ftalatos, utilizados como plastificantes e como solventes em
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produtos de cuidados pessoais. Esses aditivos ja foram detectados no ambiente aquatico e em
lixiviados de aterros, que sdo fontes potencialmente significativas para o ambiente, pois
quantidades consideraveis de plasticos sdo descartadas diariamente em aterros municipais
(YAMOTO et al., 2001; FROMME et al., 2002; GOLSHAN et al., 2015; SCHMIDT et al.,
2019).

Outros compostos, como éteres de difenila polibromado (PBDE do inglés
polybrominated diphenyl ethers) e seus derivados, tém sido utilizados como marcadores
ambientais de contaminacdo quimica por pléstico, devido a sua ocorréncia nos oceanos. Esse
aditivo, PBDE, é utilizado como retardante de chamas em diversos produtos, como eletrdnicos
e em espumas de poliuretano (ROCHMAN et al., 2014; NOBRE, 2016).

Anélise de metais presentes no sedimento marinho e na 4gua do mar associados aos
pellets estdo em foco nos ultimos anos. Segundo Izar e colaboradores (2019) pellets encontrados
em regides consideradas com baixos niveis de contaminacdo podem apresentar toxicidade
maior do que aqueles encontrados em regiGes mais contaminadas. Isto sugere que os pellets sao
capazes de transportar contaminacao para areas remotas e regides livres de contaminagdo. Esse
estudo corrobora com os dados de Holmes e colaboradores (2012), onde verificou que os
plasticos podem ser o principal transportador de metais no meio aquéatico. Esses mesmos
pesquisadores em outro estudo verificaram a adsorcdo de metais em pellets virgens e
encalhados em estuarios. Em todos os experimentos a adsor¢do de metais foi maior para 0s

plasticos encalhados do que para os pellets virgens (HOLMES et al. 2014).

3.4 Ecotoxicologia e meio ambiente

Somente os resultados das analises quimicas ndo retratam o impacto ambiental causado
pelos contaminantes e suas misturas complexas, pois ndo demonstram os efeitos sobre o
ambiente aquatico, ou seja, é preciso observar o0 comportamento dos poluentes
(biodisponibilidade, bioacumulacdo e biotransformacgdo), bem como os efeitos bioldgicos,
bioquimicos, celulares ou comportamentais induzidos pelos xenobidticos em organismos para
assim avaliar ou prever o impacto das substancias quimicas nos ecossistemas aquaticos (VAN
DER OOST et al., 2003). A utilizacdo de biomarcadores bioquimicos e moleculares é de grande

importancia, visto que as respostas observadas indicam as primeiras alteragcdes que ocorrem no
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organismo, servindo assim de alerta antes que essas consequéncias alcancem niveis de
organizacao biologica (MOORE, 1988).

As respostas desses biomarcadores podem ser utilizadas como um indicativo de efeitos
toxicos, visto que os danos causados inicialmente por xenobidticos nos organismos envolvem
perturbacdes nos processos bioguimicos e moleculares no interior das células, e que
posteriormente podem dar origem aos efeitos em niveis maiores. Entre os biomarcadores
utilizados, o ensaio de retencdo do corante vermelho neutro em hemdcitos de bivalves tem sido
utilizado a fim de detectar alteragdes na permeabilidade das membranas lisossdmicas, que
podem ocorrer quando 0 organismo é exposto a contaminantes ambientais. Os lisossomos
podem acumular uma variedade de substancias, sendo assim essa organela tém sido objeto de
estudo para observar os efeitos de estresse quimico causados por diversos contaminantes
(DAILIANIS et al., 2003; MAMACA et al., 2015).

Os xenobioticos passam por biotransformacdes de fase | e fase Il e as enzimas
envolvidas nesses processos também vém sendo amplamente estudadas como biomarcadores
em estudos ambientais, visto que desempenham um papel na manutencdo da homeostase celular
(WINSTON, 1990).

Algumas moléculas polares sdo eliminadas a partir da fase | de biotransformacéo, e em
seguida sdo conjugadas pela familia de enzimas Glutationa-S-Transferase (GST). A GST faz
parte da segunda fase de reacGes do metabolismo de detoxificacdo e esta associada ao processo
de conjugacdo da glutationa para converter xenobidticos em compostos mais sollveis, e,

portanto, mais facilmente excretados pelo organismo (VAN DER OOST et al., 2003).

As alteracdes no sistema de defesa antioxidante dos organismos aquéaticos podem ser
consequéncia de um aumento na sintese de espécies reativas ao oxigénio (ERO) induzido pela
exposicao do organismo a contaminantes ambientais, associado ao estresse oxidativo, quando
0s mecanismos de defesa sdo sobrecarregados por agentes pro-oxidantes. Essa atividade pode
ser avaliada pela enzima glutationa peroxidase (GPX), responsavel por reduzir os radicais livres
e, assim, prevenir o estresse oxidativo (CHEUNG et al., 2001). Quando o sistema antioxidante
estd sobrecarregado podem ocorrer efeitos como a peroxidacdo lipidica (LPO) devido a
oxidagdo de &cidos graxos e radicais livres, degradacdo de proteinas, danos no DNA entre
outros. A colinesterase (ChE) é importante pois tem uma fungdo no sistema nervoso e pode ser
inibido por compostos neurotoxicos. Essa inibicdo pode ocasionar o acimulo de acetilcolina na

sinapse, causando uma interrupcao na fungéo nervosa (BONNES-TAOUREL et al., 1992).
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Uma vez observado a presenca de lixiviados de aditivos quimicos no meio ambiente,
estudos ecotoxicologicos vém sendo empregados para verificar os possiveis efeitos desses
poluentes nos ecossistemas. Testes com biomarcadores vém sendo utilizados para observar os
efeitos da toxicidade dos aditivos quimicos e da ingestdo dos plasticos em organismos
marinhos. Juhel e colaboradores (2016) observaram que exposi¢do ao BPA em concentragdes
ambientalmente relevantes resultou em efeitos imunomoduladores, genotoxicos e
desreguladores endocrinos em mexilhdes da espécie Perna viridis. Esses dados corroboram
com o estudo realizados por Canesi e colaboradores (2007) onde diferentes concentracdes de
BPA (3-60 ng/g) foram injetados no molusco bivalve Mytilus galloprovincialis. O BPA induziu
alteracdes na atividade da catalase, GSH transferase (GST) e GSSG redutase (GSR), e no
conteudo total de glutationa. Uma diminuicdo na estabilidade da membrana lisossomal também
foi observada. Outros estudos demonstraram que a exposicao e a ingestdo de microplasticos
virgens e associados a contaminantes ambientais, como PAH e triclosan, ocasionam efeitos nos
tecidos e em nivel celular em mexilhdes (VON MOOS et al., 2012; AVIO et al., 2015; ASCER,
2015; RIST et al., 2016; WEBB et al., 2020).

Bejgarn e colaboradores (2015) em um estudo laboratorial observaram que 38% dos
plasticos e seus lixiviados estudados causaram toxicidade aguda na espécie de copépode
Nitokra spinipes. Foi demonstrado também através do estudo realizado por Hamlin e
colaboradores (2015) em peixes de recifes, que dois lixiviados de produtos plasticos diferentes,
mas com a mesma composic¢ao polimérica, polietileno (PE), mostraram toxicidade, sendo um
com uma taxa de mortalidade maior, demonstrando que os aditivos plasticos incorporados em
cada plastico possuem toxicidades diferentes e na maioria das vezes suas composi¢oes exatas

permanecem desconhecidas.

Estudos em laboratorios com pellets virgens e coletados em praias do litoral brasileiro
apresentaram toxicidade em testes de desenvolvimento embriolarval de ourico-do-mar e de
mexilhdes, onde Nobre e colaboradores (2016) observaram que pellets coletados na praia
apresentaram uma toxicidade menor do que os virgens. Ja o estudo realizado por Silva (2016)
demonstrou que a toxicidade dos pellets nos embries de mexilhdo é mais toxica nos pellets
encontrados nas praias, podendo ter absorvido e concentrado outros contaminantes ambientais.
Ambos os estudos foram realizados no litoral sul do estado de Séo Paulo, na baia de Santos,
sendo que os pellets utilizados por Silva foram coletados de uma area de protecdo marinha
costeira. Rendell-Bhatti e colaboradores (2021) também demonstraram que pellets virgens

(PVC), encalhados nas praias e flutuantes, provocam anormalidades de desenvolvimento
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severas, consistentes e especificas ao tratamento em Paracentrotus lividus nos estagios

embrionérios e larvais.

Embora muitos compostos quimicos possam ser lixiviados dos plasticos, eles podem
estar em concentragOes inferiores aos limites de detec¢do analitica ou ndo estar incluidos em
protocolos de andlise desses materiais. Isso reduz a capacidade para identificar e quantificar a
composicao quimica dos lixiviados e, consequentemente estabelecer possiveis ligacdes entre a
toxicidade observada (CAPOLUPO et al., 2020).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental

A fim de avaliar os efeitos do sedimento marcado com plasticos, solivel em agua e oxi-
biodegradavel, pellets: polipropileno (PP), polietileno (PE), poliestireno (PS) e da mistura dos
trés pellets (PP, PE e PS) por meio de biomarcadores em mexilhGes foram determinados e

avaliados dois fatores:

1. Composicdo polimérica (polimeros plasticos, oxi-biodegradavel e solivel em agua,
pellets: PP, PE e PS);

2. Tempo de exposicdo (24 horas e 168 horas).

As concentraces de pellets no sedimento marcado se basearam nos trabalhos
desenvolvidos por Turra et al. (2014) e por lzar et al. (2019), onde para a avaliacdo no
sedimento, considerou-se uma concentracdo de 10 pellets para 100 g de sedimento, pois é uma
concentracdo ambientalmente relevante e para os demais plasticos as concentracGes foram
definidas por peso, equivalente dos 10 pellets. Durante todo o tempo de exposi¢cdo o
experimento foi monitorado diariamente e foi mantido em condigfes controladas: temperatura
da agua do mar a 20 + 2, salinidade 30, oxigénio dissolvido: 7,5 mg L™ e pH 7,7. Ao final de
cada exposicdo foi realizado o ensaio do tempo de retencdo do corante vermelho neutro nas
hemolinfas dos mexilhGes, e em seguida os mesmos foram dissecados e suas branquias foram
armazenadas e congeladas —80 °C em tubos de Eppendorfs em um ultra freezer para posterior
analises dos demais biomarcadores (GST, GPX, ChE, danos em DNA e LPO).



Figura 3 — Fluxograma da exposicdo dos organismos aos pellets virgens e polimeros plasticos em

respostas das atividades enzimaticas.
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Fonte: Autora da dissertacéo.

4.2 Coleta e manutencédo dos organismos-teste

Para realizacdo deste trabalho, mexilhGes da espécie Mytella charruana foram utilizados
para avaliacdo de biomarcadores de exposicdo e efeitos oxidativos e fisioldgico (estabilidade
da membrana lisossémica por meio do ensaio vermelho neutro). Os mexilhGes foram coletados

de um cultivo em Bertioga, pois sdo considerados referéncia de qualidade. Colocar referencias

Os organismos foram transportados vivos em uma caixa térmica até o Laboratorio de
Ecotoxicolgia da Universidade Santa Cecilia, em Santos, onde foram mantidos em tanques para
aclimatacdo com agua do mar e aeracdo constante até o momento dos ensaios. Os mexilhdes
permaneceram durante 4 dias para aclimatacdo. A agua utilizada é proveniente do aquario do
Guaruja, onde € coletado em mar aberto e os niveis de oxigénio, pH, salinidade e temperatura
foram monitorados diariamente. Durante todo o periodo de aclimatacdo e experimentos 0s
mexilh6es ndo receberam alimentacdo suplementar, tendo disponivel apenas o material
particulado presente na agua do mar. Todos os mexilhdes foram limpos superficialmente antes

de serem colocados no tanque.
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4.3 Avaliacdo dos sedimentos

4.3.1 Coleta de sedimentos

As amostras de sedimento foram coletadas na praia do Itaguaré, localizada no municipio
de Bertioga, litoral norte de Sdo Paulo. Em 2018, o monitoramento realizado pela CETESB, no
qual se refere a qualidade das aguas costeiras no estado de S&o Paulo, indicou que o sedimento
da praia do Itaguaré possui “classificagio Otima”, através dos resultados de ensaios

ecotoxicoldgicos (CETESB, 2019).

As amostras foram coletadas utilizando uma pa de metal, armazenadas em sacos
plasticos apropriados e mantidas em caixas térmicas durante o transporte até o Laboratério de
Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia, em Santos. No laboratério, as amostras foram

mantidas em torno de uma temperatura de 4 °C e ao abrigo da luz.

4.2.3 Mistura do sedimento com os plasticos

A marcacao do sedimento ocorreu através de uma técnica adaptada por Nobre (2016),
onde ele misturou pellets com sedimento seco, antes usados para substancias quimicas. Essa
adaptacdo seguiu a metodologia spiked da USEPA (2001). Para os pellets o procedimento de
marcagao se baseou nos trabalhos desenvolvidos por Turra et al. (2014) e por lzar et al. (2019),
onde para a avaliacdo dos biomarcadores, considerou-se uma concentracao de 10 pellets para
100 g de sedimento, pois € uma concentracdo ambientalmente relevante e para os demais

polimeros as concentragdes foram definidas por peso, equivalente dos 10 pellets.

O sedimento foi seco em estufa com temperatura em torno de 60 °C e a umidade foi
posteriormente recomposta. As concentracGes finais de dgua foras as mesmas para todos os

tratamentos. O sedimento marcado foi agitado por 15 minutos.

Ap0s a marcagdo, frascos com os sedimentos marcados foram mantidos por sete dias a
uma temperatura de 4 °C e com auséncia de luz, para fim de ocorrer o equilibrio quimico entre
o0s polimeros, pellets e 0 sedimento. Apds esse processo, o0 sedimento marcado, foi utilizado na
exposicdo denominada de sedimento integral (SI), onde os organismos-teste foram expostos

diretamente ao sedimento marcado com os polimeros e pellets. Além de estarem presentes no
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sedimento os pellets e polimeros ficam suspensos na dgua. A Figura 3 ilustra a exposicao de
sedimento integral (SI) com o0s organismos-teste expostos ao sedimento contaminado com
mistura de pellets (PP, PE e PS).

Figura 4. Individuos expostos ao sedimento integral contaminado com mistura de pellets (PP, PE e PS).

| AT =

Fonte: autora da dissertacéo.

4.3 Exposicao dos organismos

Para realizacdo desse experimento, organismos adultos da espécie Mytella charruana
(n=24) foram expostos ao sedimento integral com diferentes composi¢oes poliméricas: solvel
em agua e oxi-biodegradavel, pellets: PP, PS, PE e uma mistura dos trés pellets (PP, PE e PS),
por dois periodos, um de 24 horas e outro de 168 horas, onde 12 individuos foram retirados em
cada periodo. Durante o experimento os aquarios foram monitorados diariamente, onde a
salinidade 30°, pH 7,7 e temperatura 20°C + 2 °C foram controladas. Foram utilizadas 4 réplicas
para os polimeros e pellets, incluindo o controle, com 2 kg de sedimento marcado e 8 litros de

agua do mar, na proporc¢éo 1:4 (sedimento-agua).

A fim de avaliar os efeitos dos diferentes tratamentos sobre os organismos ao final da
exposicdo foram realizadas analises denominadas biomarcadores a fim de compreender 0s
efeitos dos pellets e polimeros na bioquimica e na fisiologia do organismo. O biomarcador
fisiologico teste de retencdo do vermelho neutro foi realizado ap6s as 24 horas e 168 horas de
exposicdo. Para os demais biomarcadores (GST, GPx, ChE, LPO e danos no DNA), tecidos das

branquias precisaram ser removidos, apos o teste do vermelho neutro, armazenados em tubos
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de Eppendorfs e congelados —80 °C em um ultra freezer para posterior analise. Como este
organismo ¢ pequeno, foi necessario utilizar um “pool” de organismos para cada réplica (n= 3),

totalizando 12 organismos (n= 12), pois foram 4 réplicas no total, para cada periodo.

4.4 Biomarcadores bioquimicos

Essa etapa foi realizada no laboratério da Universidade Federal do Estado de So Paulo
— UNIFESP no campus da Baixada Santista, em Santos e no laboratorio da Universidade
Estatual do Estado de Sdo Paulo — UNESP no campus de Sdo Vicente. Os biomarcadores
analisados nesta etapa foram a glutationa-S-transferase (GST), glutationa peroxidade (GPx),
colinesterase (ChE), danos em DNA e peroxidacdo lipidica (LPO). Para as analises das
atividades enziméticas de M. Charruana, foi utilizado o tecido da branquia dos organismos.

4.4.1 Solugdo Tampé&o de Homogeneizacdo

A branquia foi homogeneizada para cada “pool” de organismo (n= 3). Para 500 mL de
agua mili-Q, foram pesadas 3,0284 g de trizma base 50 mM, 0,1862 g de &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 1 mM, 0,0772 de ditiotreitol (DDT) 1 mM, 85,575 de sacarose 0,5 M e
5,5812 de cloreto de potassio (KCL) 0,15 M. Essa solucdo foi misturada através de um agitador
magnético. Essa solucdo pode ser preparada um dia antes do uso e precisa ser acondicionada
em geladeira. Uma solucdo estoque de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) também foi
preparada e para isso, 0,00523 g de (PMFS) 30 mM foram pesadas e adicionadas em 1 mL de
Etanol P.A. Através de uma inversdo, a solucdo foi misturada e adicionada por ultimo na
solucgéo estoque de homogeneizagéo. Essa solucdo de PMFS precisou ser preparada no dia do

uso.

O pH foi ajustado para 7,6, utilizando NaOH ou HCI e a solugdo de homogeneizagédo

precisou ser acondicionada sobre o gelo.

Ap0s a homogeneizagdo, foram separadas amostras das branquias para analise de danos
ao DNA e peroxidacéo lipidica (LPO). Apds essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 1200
giros por dois minutos e o sobrenadante foi separado para anélise de atividades de glutationa-

S-transferase (GST), glutationa peroxidade (GPX) e colinesterase (ChE). Todas as analises de
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biomarcadores foram realizadas em um leitor de microplacas (Biotek-Synergy) (GUSSO-
CHOUERI et al., 2015).

4.4.2 Glutationa S-transferase (GST)

O procedimento de determinacdo da atividade da GST foi quantificado através da
metodologia descrita por Keen e colaboradores (1976). A atividade foi analisada utilizando 42
nM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e 2 nM de GSH em um meio contendo tampao
fosfato de potassio. Um produto da acdo enzimatica € formado, S-2,4-dinitrofenilglutationa, e
quantificado pelo aumento de absorbancia a 340 nm a 25 °C, durante 120 segundos, utilizando-
se 9,6 mM. Os resultados sdo expressos em nmol min~'m#"1 de proteina total.

4.4.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade de GPx foi quantificada pelo uso do método descrito por Sies et al. (1979).
O método é baseado na diminuicdo da absorbancia a 340 nm, promovido durante a reducdo da
GSSG, catalisada pela GR, em presenca de NADPH. Para isto foi preparado e utilizado o meio
da reacdo composto por tampéo fosfato de sodio (0,1 mM), azida de sédio (NaN3 0,2 mM),
NADPH (0,2 mM), GR (1 U/mL) e GSH (2 mM). Apos dois minutos de rea¢do foi acrescentado
uma solucéo de H202, contendo 1,5 mM de H202 + 0,1 M de tampéo fosfato de sodio. Os

resultados s&o expressos em nmol min~'mg™" de proteina total.

4.4.4 Danos no DNA (strand breaks)

Os danos no DNA (strand breaks), foram medidas usando o ensaio de precipitagdo
alcalina (OLIVE, 1988; GAGNE e BLASE, 1995). Esse ensaio é baseado na precipitacéo de
dodecilsulfato de potassio de DNA genémico ligado a proteinas, que deixa as quebras de fita
de DNA livre de proteina no sobrenadante. Essas fitas de DNA s&o quantificadas usando
fluorescéncia (Aex 360 nm e Aem 450 nm) apos coloragdo com corante Hoechst 33342. Padroes

de DNA de esperma de salméo foram utilizados para calibragéo. As concentracfes de proteinas
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foram determinadas espectrofotometricamente a 595 nm, com BSA como padrdo. Os resultados

sdo expressos em g DNA mg ! de proteina total.

4.4.5 Colinesterase (ChE)

A atividade da ChE foi determinada utilizando o método colorimétrico descrito por
Ellman et al. (1961), utilizando a acetiltiocolina (ACTI) como substrato. Nesta metodologia, a
tiocolina que foi produzida por hidrdlise enzimatica de ATC reage com 5,5’-ditiobis (&cido 2-
nitrobenzdico) (DTNB) para produzir o ion 2-nitro-5-tiobenzoato que absorve 415 nm do
comprimento de onda, onde a taxa de aumento na absorcdo é monitorada. As enzimas de Che
foram degradadas no meio acido de DTN. Os resultados sdo expressos em nmol min~! mg™ de

proteina total.

4.4.6 Peroxidacdo Lipidica (LPO)

O método utilizado para analisar os niveis de peroxidacdo lipidica (LPO) foi descrito
por Wills (1987). Os produtos foram determinados através da quantificacdo da concentracdo de
substratos reativos ao acido 1-tiobarbitarico (TBARS) por meio de fluorescéncia (Aex 532 nm
e Aem 556 nm). Os brancos e os padrdes de tetrametoxipropano foram preparados em solugao

de homogeneizagéo. Os resultados sdo expressos em UM TBARs mg™' de proteina total.

4.5 Ensaio de estabilidade da membrana lisossdmica

O método utilizado para avaliar a citotoxicidade da membrana lissosomal dos hemécitos
dos bivalves foi 0 ensaio do Tempo de Retencao do Corante Vermelho Neutro (NRRT, do inglés
neutral red retention time), que seguiu a metodologia descrita por Lowe et al. (1995). Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia
— UNISANTA em Santos, SP.

Este ensaio baseia-se na capacidade dos lisossomos de células saudaveis de reter o

corante Vermelho Neutro (VN) ao longo de um certo periodo e, quando comprometida devido
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a danos a membrana lisossomal, esses contetdos lisossomais acabam vazando para o citosol

mais rapidamente.

4.5.1 Preparo das solugdes

4.5.2 Solucéo fisiologica

No dia anterior do primeiro encerramento, 24 horas, uma solucdo fisiologica foi
preparada. Foram pesadas 0,477 g de HEPES (agente tamponante de acido sulfénico), 2,548 g
de cloreto de sddio, 1,306 g de sulfato de magnésio, 0,075 g de cloreto de potassio e 0,147 g de
cloreto de célcio, e adicionados em 100 ml de agua destilada, em um baldo de vidro volumétrico.
Os compostos quimicos foram dissolvidos na agua destilada com auxilio de um agitador
magnético. Essa solucdo foi utilizada para manter as células do mexilhdo em um meio

semelhante ao encontrado no organismo, para que nao haja estresse dos hemacitos.

Antes de comecar cada encerramento, o pH da solucéo salina foi ajustado para 7,36
utilizando NaOH ou HCI.

4.5.3 Solucéo de vermelho neutro

A solucdo do corante Vermelho Neutro (VN) foi preparada no dia de cada encerramento.

A solucdo-estoque do NR foi preparado no solvente dimetilsulféxido (DMSO).

Para esta solucéo, foi pesado 0,0288 g de VN, colocado em um becker fechado com
papel aluminio e, posteriormente 0,1 mL de DMSO foi adicionado. O VN foi dissolvido no
DMSO com uma leve agitacdo. Essa solucdo estoque foi armazenada em um refrigerador dentro

de um recipiente a prova de luz porque o VN é fotossensivel.

4.5.4 Solucéo de trabalho

A solucéo de trabalho foi preparada a partir da solugdo-estoque, por diluicdo em solugéo
fisioldgica. Para a preparagéo da solucgéo de trabalho, a solugao-estoque foi retirada da geladeira
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e deixado em temperatura ambiente. Foi colocado 0,5 mL de solucéo fisioldgica em um frasco

escuro e 1 uL de solucdo-estoque. Esse volume foi adicionado na solucéo fisioldgica.

4.5.5 Extracdo e manuseio da hemolinfa

Ap0s cada periodo de exposicdo aos polimeros, hidrossolUvel e oxi-biodegradavel,
pellets, mistura dos pellets e controle, foram selecionados 12 individuos, e amostras de

hemolinfas foram extraidas de cada mexilhao.

Para a extracdo da hemolinfa, com auxilio de uma perfuracdo na concha com uma
seringa hipodérmica de 2 mL contendo 0,5 mL de solucéo fisioldgica, foi extraido 0,5 mL de
hemolinfa do masculo adutor posterior. A agulha foi inserida na superficie do musculo para

essa extragao.

O conteudo da seringa foi transferido para tubos de Eppendorfs com volume de 2 mL
onde foram mantidos por 20 minutos. Apé6s esse tempo, os tubos de Eppendorfs foram

homogeneizados. Foi pipetado 40 uL desta solucéo sobre a superficie de uma lamina.

As laminas entdo foram colocadas em uma camara umida a prova de luz e incubadas
por 15 minutos para adesdo dos hemacitos. Apos a incubacéo, 40 pul de solucéo de trabalho do
corante Vermelho Neutro foram adicionados sobre os hemdcitos de cada lamina, dentro da
camara escura e imida. Apo6s 15 minutos na camara foram colocadas as laminulas nas laminas
para posterior leitura. As laminas com as células da hemolinfa tratadas com o vermelho neutro

foram examinadas a cada 15 minutos em microscépio.

O tempo de retencdo do corante pelos lisossomos foi obtido pela estimativa da
propor¢ao de células exibindo “vazamento” dos lisossomos para o citosol e/ou exibindo
anormalidades das membranas ou alteracbes em sua morfologia. A Figura 4 ilustra os hemaocitos

tratados com corante vermelho neutro observados sob microscépio optico.
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Figura 5 - Hemocitos tratados com corante vermelho neutro observados sob microscopio éptico (400x). As setas
pretas indicam exemplos de alguns dos critérios analisados.
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Fonte: Autora da dissertacéo.

O encerramento do teste foi colocado quando 50% ou mais das células exibiram
anormalidades estruturais ou perda do corante para o citosol (TE50 — tempo necessario para
que se observe efeito adverso em 50% das células-teste). Os resultados sdo expressos em
minutos ao ultimo periodo anotado para cada organismo. A Tabela 1 apresenta o0s critérios

analisados na observacdo das laminas com hemacitos tratados com vermelho neutro.

Tabela 1 - Critérios analisados na observagdo das ldminas com hemocitos tratados com vermelho neutro para
diferenciar células saudaveis das estressadas.

Critério Células saudaveis Células estressadas
Formato das células Irregular Arredondado
Tamanho das células Aumentado Diminuido
Numero de lisossomos Aumentado Diminuido
Tamanho dos lisossomos Menores Alargados
Cor dos lisossomos Rosado Vermelho ou rosa escuro
Pseuddpodes Ausente Presente
Corante extravasado no Ausente Presente
citosol

Fonte: Adaptacdo de PUSCEDDU, 2016.
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4.6 Andlise quimica dos pellets e polimeros

4.6.1 Pirdlise acoplada a cromatografia a gas e a espectrometria de massas

O método da pirolise € utilizado na degradacao quimica de determinados materiais, por
energia térmica. O pirolisador quando combinado com a cromatografia a gas e a espectrometria
de massas € utilizado para obter informacdes estruturais sobre macromoléculas através da
andlise de seus produtos de degradacdo térmica. Esses processos tém como resultado um
conjunto de moléculas menores, que estdo relacionadas a composicdo original da amostra. E
necessario o uso associado de outras técnicas com o pirolisador, como a cromatografia a gas e
a espectrometria de massas para verificar a separacao e a identificacdo qualitativa das espécies
por comparagio com pirogramas de polimeros-padrdo (SILVERIO e BARBOSA et al., 2008;
FRIES et al., 2013).

A metodologia utilizada no presente estudo teve como base os trabalhos desenvolvidos
por Fries et al. (2013) e Gimiliani (2021), o qual analisou amostras de polimero (polietileno,
polipropileno e poliestireno) por Pi-CG/EM. Esta etapa ocorreu em um dos laboratorios do
Centro de Quimica e Meio Ambiente (CEQMA) do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN) em S&o Paulo.

As amostras de pellets utilizadas nessas analises foram obtidas por raspagem com
auxilio de lamina, de modo que obtivesse massa < 0,5 mg. J& a amostra do polimero oxi-
biodegradavel foi obtida através de um corte com auxilio de uma tesoura e de uma lamina.
Todas as amostras foram pirolisadas a 700 °C por 60 segundos. O pirolisador utilizado (Frontier
Labs, modelo PY-3030D) € do tipo single-shot (pir6lise da amostra em uma unica vez) com
microforno e conectado ao sistema CG/EM, Shimadzu modelo QP5000. Os gases resultantes

da queima foram separados e quantificados pelo sistema CG/EM.

Para cada tipo de polimero foram aplicados diferentes métodos na programacgdo do

cromatografo. Na Tabela 2 € apresentada a programacao do cromatografo utilizado nas analises.
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Tabela 2 - Diferentes métodos na programagéo do cromatégrafo.

Temp. da coluna Taxa de Temp. da coluna Taxa de
inicial aquecimento inicial final aquecimento
final
Oxi-biodegradavel 40°C por 2 min 15°C min* 320°C por 26 min 15°C min*t
Pellet PE 40°C a 180°C 15°C min* 300°C por 12 min 5°C min
Pellet PP 40°C por 2 min 15°C min? 320°C por 26 min 15°C min
Pellet PS 50°C por 2 min 30°C min™! 300°C por 26 min 30°C min!

Fonte: Autora da dissertacao.

A temperatura de inje¢do do CG e, a de interface CG/EM foi de 300 °C. A faixa de
leitura no sistema EM para os pellets PE e PS variou de 50 a 400 m/z (massa/carga), do pellet
PP e do Oxi-biodegradavel variou de 60 a 650 m/z (massa/carga). O split aplicado para PE foi
de 31, para o PP e Oxi-biodegradavel foi 44 e para o PS foi 34.

Na Tabela 3 é apresentada a faixa de leitura no sistema EM para as amostras dos pellets

e oxi-biodegradavel.

Tabela 3 - Faixa de leitura no sistema EM para amostras poliméricas.

Faixa de leitura Split
Pellet PE 50 a 400 m/z 31
Pellet PS 50 a 400 m/z 34
Pellet PP 60 a 650 m/z 44
Oxi-biodegradavel 60 a 650 m/z 44

Fonte: Autora da dissertacao.

Os gases resultantes da queima das amostras foram transferidos pelo gas de arraste hélio
pela coluna Ultra ALLOY-5 (apolar), cujas dimensdes sdo: 30 m de comprimento, 0,25 um de
espessura e 0,25 mm de diametro. O fluxo da coluna variou para cada tipo polimérico: 1,2 mL

min para PE, 0,9 mL min't para PP e 1,1 mL min para PS.

Antes da injecdo das amostras, realizou-se uma analise do branco nas mesmas condi¢oes
cromatogréaficas de anélises para avaliar possiveis interferentes nos tempos de retencdo das

amostras.
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4.6.2 Fluorescéncia de raios-x por energia dispersiva

A fluorescéncia de raios-x por energia dispersiva é bastante utilizada para a
caraterizacdo de plasticos pois seu método permite identificar a ampla gama de aditivos
presentes nesses materiais. Entre todos os elementos, aqueles que sdo de particular interesse séo
Cl, Br, Sb e Ti, pois sdo encontrados em pigmentos e retardadores de chamas. Outros elementos
como por exemplo, Pb, Cd, Zn, Si, P, S, Ca e Fe também sdo analisados qualitativa ou semi-
quantitativamente, pois estdo presentes em muitos produtos plasticos (RIISE et al., 2000). A
metodologia utilizada neste estudo teve como base o trabalho desenvolvido por Boscaro (2014),
o qual identificou metais presentes em amostras de pellets virgens e sacolas oxi-biodegradaveis.

Essa metodologia consiste no bombardeamento da amostra com raios-x que possuem
uma energia tdo alta que sdo capazes de extrair um elétron K ou L de muitos atomos. Os elétrons
de uma camada superior preenchem a vaga desse elétron que foi extraido. Se um elétron L ir
para a orbita K, a radiacdo Ka ¢ emitida e a radiagdo K quando um elétron M ir para a orbita
K (RIISE et al., 2000). Essas energias (keV) emitidas sdo particularmente caracteristicas do
elemento independentemente da matriz, ou seja, é possivel identificar quais elementos estdo

presentes na amostra com base nas energias do pico observados.

As amostras de polimeros, oxi-biodegradavel e hidrossoltvel, e de pellets (PP, PE e PS)
foram analisadas por fluorescéncia de raios-x por energia dispersiva. As amostras dos polimeros
foram cortadas e os pellets foram derretidos e transformados em filmes plasticos para posterior
andlise. Todas as amostras foram fixadas em uma cubeta de raios X. As amostras e 0 padrao
foram analisados em triplicata num espectrémetro Shimadzu, modelo EDX-720, localizado no
Laboratorio de Fluorescéncia de raios-x no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN).

A excitacdo de amostras e padrdo foram realizadas por um tubo de raios X com &anodo
de rédio (Rh), utilizando um filtro de Ag, operado na tenséo de 50 keV e corrente de 1000 pA.
A deteccdo foi feita com um detector de raios X de Si (Li). O tempo de analise variou de 60 a
500 segundos. Para a determinacdo da sensibilidade, foram utilizados padrdes de filme fino

produzidos pela MasterFlex - 3520 Polypropylene SPEX SamplePrep.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados por meio de analise de variancia permutacional
(PERMANOVA) para todos os biomarcadores considerando os fatores: tempo (24 horas e 168
horas) e contaminacao por pellets (PP, PE e PS) e polimeros plasticos (oxi-biodegradavel e
hidrossoluvel). A homogeneidade das variancias foi analisada por meio do PERMDISP no
software PRIMER, versdo 6.0. Os testes de PERMANOVA foram conduzidos em matrizes de
distancia Euclidiana. Os dados sobre biomarcadores foram integrados usando o sistema de
resposta de biomarcador integrado aprimorado (EIBR) proposto por Liu e colaboradores
(2013).

Foi realizado o SIMPER na intencdo de aprofundar e entender se algumas variaveis
poderiam diferenciar das demais nos tempos de exposic¢do. Na tabela 4 os resultados mostram
que no tempo 24 horas as variaveis que mais contribuiram foram o vermelho neutro (VN), em

seguida o  biomarcador GPX e por Gltimo os danos em  DNA.

Tabela 4 - SIMPER realizado com resultados de biomarcadores bioquimicos (GST, GPX, LPO, ChE e Danos em

DNA) e fisiolégico (vermelho neutro) em 24 horas de exposi¢do na branquia de Mytella charruana.

Variavel Av. value Av. Sq. Dist Sq. Dist/SD Contrib% | Cum.%
LPO -5,08E-2 8, 42E-2 0,39 2,93 2,93
ChE -0,247 0,112 0,40 3,89 6,81
GST -0,273 0,246 0,47 8,56 15,37
DNA -3,26E-2 0,406 0,32 14,10 29,48
GPX -0,29 0,893 0,48 31,02 60,50
VN 0,286 1,14 0,44 39,50 100,00

Fonte: Autora da dissertacao.

Na tabela 5, estdo os resultados do SIMPER no tempo de exposi¢do 168 horas. As
variaveis que mais contribuiram foram os biomarcadores LPO, ChE e GST.
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Tabela 5 - SIMPER realizado com resultados de biomarcadores bioquimicos (GST, GPX, LPO, ChE e Danos em
DNA) e fisioldgico (vermelho neutro) em 168 horas de exposi¢do na branquia de Mytella charruana.

Variavel Av. value Av. Sqg. Dist Sq. Dist/SD Contrib% Cum.%
VN -0,286 0,731 0,47 8,39 8,39
GPX 0,29 0,97 0,48 11,13 19,51
DNA 3,26E-2 1,63 0,23 18,70 38,21
GST 0,273 1,64 0,36 18,79 57,00
ChE 0,247 1,8 0,23 20,65 77,65
LPO 5, 08E-2 1,95 0,20 22,35 100,00

Fonte: Autora da dissertacao.

6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo dos pellets e polimeros por pirélise acoplada a cromatografia a gas e a

espectrometria de massas

A Figura 6 apresenta o resultado de um cromatograma da amostra de pellets virgens de

PE, em que foram observados tripletos (picos triplos) representando um dieno, alqueno e

alcano, que sdo muito caracteristicos das poliolefinas (SILVERIO et al., 2008). A Figura 7

ilustra os tripletos representando um dieno, alqueno e alcano. Este cromatograma representa

um dos trés tipos de reac6es de fragmentacdo que ocorrem em polimeros através da degradacao

térmica: as cisOes aleatorias de cadeia, onde as ligagdes da “espinha dorsal” do polimero sdo

quebradas, produzindo pequenos fragmentos de hidrocarbonetos. Os outros tipos de

fragmentac&o sdo: cisdo de cadeia lateral e despolimerizagdo ou unzipping (SILVERIO et al.,

2008).
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Figura 6 - Cromatograma da amostra de pellet PE.
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Fonte: Autora da dissertacdo.

Figura 7 - Tripletos representando um dieno, alqueno e alcano.
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Fonte: Adaptacéo de (SILVERIO et al., 2008).

A figura 8 refere-se aos resultados de um cromatograma da amostra de pellets virgens
de PP. A amostra de PP apresentou formacao de fragmentos tipicos para esse tipo polimerico.
Os principais grupos de monémeros observados foram: trimeros (pico simples), tetrdmeros

(pico duplo) e pentameros (pico triplo).
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Figura 8 - Cromatograma da amostra de pellet PP.
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Fonte: Autora da dissertagéo.

A Figura 9 apresenta o cromatograma da amostra de pellets virgens de PS. O estireno é
o principal produto da pir6lise do PS, com cerca de 80 % de todos os picos, enquanto dimeros
e trimeros representam 6 e 5 %, respectivamente e os tetrdmetos apenas 0,05 % (SILVERIO et

al., 2008). A Figura 10 ilustra um pirograma de poliestireno (PS).

Os compostos formados sdo provenientes da despolimerizacdo, processo de degradagao
pelo qual o PS se transforma quase integralmente em mondmeros (SILVERIO et al., 2008).

Figura 9 - Cromatograma da amostra de pellet PS.
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Fonte: Autora da dissertag&o.
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Figura 10 - Pirograma de poliestireno (PS).
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Fonte: SILVERIO et al., 2008.

A Figura 11 refere-se aos resultados de dois cromatogramas das amostras de canudo
oxi-biodegradavel e de pellet PP, considerado padrdo, onde a amostra do oxi-biodegradavel

demonstrou através dos padrdes dos picos ser composto do polimero polipropileno (PP).

Figura 11 - Cromatograma das amostras de pellet PP e canudo Oxi-biodegradavel.
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Fonte: Autora da dissertag&o.
6.2 Analises por fluorescéncia de raios-x por energia dispersiva

As amostras de pellets (PP, PE e PS) e de polimeros, oxi-biodegradavel e hidrossoltvel,
foram analisadas por fluorescéncia de raios-x por energia dispersiva. O célculo para avaliar a

aceitabilidade das caracteristicas de precisdo do método foi a partir da equacdo de HORWITZ.
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A forma mais adequada para isto é o uso dos valores da HORRAT (INMETRO, 2016). O seu

valor é dado pela equacéo:

DPR,g, derivado do estudo colaborativo
DPRg, previsto da equagao de Horwitz

Fonte: INMETRO, 2016.

O valor HORRAT para repetibilidade, é o valor do desvio padrdo relativo da
repetibilidade dividido pelo valor do desvio padrdo relativo da repetibilidade calculado a partir
da equacao de Horwitz, na concentragéo utilizada. Se os valores de HORRAT forem menores

ou iguais a 2, os valores do método podem ser considerados satisfatorios.

O valor de Horwitz é derivado da equacdo de Horwitz e este valor independe da

matriz/analito. Tendo os principais valores de Horwitz expressos a seguir na Tabela 6:

Tabela 6 - Valores de Horwitz.

Razdo de Concentragéo PDPRRr
1 (100%) 2
101 2,8
102 (1%) 4
10 5,6
10+ 8
10° 11
10 (ppm) 16
107 23
108 32
10 (ppb) 45

Fonte: INMETRO, 2016.

Pode-se observar na Tabela 7, que os valores obtidos s&o menores que 2, sendo assim
os resultados sdo considerados satisfatorios. O material analisado é o material de referéncia

certificado 3520 Polypropylene SPEX SamplePrep.

Tabela 7 - Concentragdes (mg kg™) dos elementos quimicos no material de referéncia obtidos por
EDXRF.

Elemento Numero Atémico Taxa de contagem Concentracao HORRAT
2 (cps)
Na 11 0,0126 2390,9 0,3101
Al 13 0,0050 54,5 0,5478
S 16 1,7762 649,0 0,3773
K 19 0,0514 46,0 0,5620
Ca 20 0,0311 18,4 0,6451
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Fe | 26 0,2666 7,4 0,7399
Cu | 29 0,6691 9,5 0,7126

Fonte: Autora da dissertacao.

A Tabela 8 apresenta as concentra¢des de sddio (Na), aluminio (Al), silicio (Si), fosforo
(P), enxofre (S), potassio (K), célcio (Ca), titanio (Ti), cromo (Cr), manganés (Mn), ferro (Fe),
niquel (Ni), cobre (Cu) e zinco (Zn) obtidos por EDXRF em trés amostras de pellets PP, PE e
PS e duas amostras de polimeros, oxi-biodegradavel e hidrossoltvel. Essas amostras incluem
os pellets virgens ndo processados, 0 canudo oxi-biodegradavel de coloracdo branca,
comercialmente disponivel e o polimero hidrossolivel, em forma de filme, comercialmente
disponivel. As concentracbes diferem de amostra para amostra e de elemento para elemento,
sendo que para alguns elementos as concentracdes foram abaixo do limite de quantificacdo do

método e por isso ndo foram detectados.

O resultado demonstrou que os pellets virgens sdo materiais puros, ainda assim ha
concentracdes de alguns elementos quimicos que podem ser derivados de cargas ou aditivos

manuseados durante 0 processo.

Tabela 8 - ConcentracGes (mg kg™) dos elementos quimicos em pellets e polimeros obtidos por EDXRF.

Elemento Pellet PP Pellet PE  Pellet PS Oxi-Bio Hidrossoltvel

Na ND ND ND 1550,0 21918
Al ND ND ND 0,0142 44,5
Si ND ND ND ND 1825,0
P ND ND ND 33,5 537,9
S 86,93 1159 99,56 476,5 ND
K ND ND ND 33,0 40,5
Ca 23,4 ND ND 43,7 91,2
Ti ND ND 11,66 ND ND
Cr ND ND ND 2,6673 ND
Mn ND ND ND 8,0 ND
Fe 6,37 51 2,36 2221 43,2
Ni ND ND ND 7,4 ND
Cu 2,13 2,4 2,13 7,1 91
Zn ND ND 2,76 ND ND

*ND = Nao detectado

Fonte: Autora da dissertag&o.
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6.3 Respostas bioldgicas

A Tabela 9 apresenta os dados obtidos analisados por meio de andlise de variancia
permutacional (PERMANOVA) para todos os biomarcadores. A homogeneidade das variancias
foi analisada usando PERMDISP no software PRIMER, versao 6.0. A partir dessa analise ndo
houve diferenca estatisticamente significativa para os fatores Tempo x Tratamento, mas ocorreu

uma diferenca entre os dois tempos de exposi¢éo e entre os tratamentos.

Tabela 9 - Analise da Permanova para polimeros, hidrossoltvel e oxi-biodegradavel, e para pellets (PP, PE e PS)

para fatores “tempo” e tipo polimérico. Os valores em negrito sdo para indicar p<0,05.

df SS MS Pseudo-F P(perm)
Tempo 1 17,083 17,083 3,3104 0,003
Tratamentos 6 59,077 9,8462 1,908 0,002
Tempo x Tratamento 6 37,102 6,1836 1,1983 0,179
Residual 42 216,74 5,1604

Fonte: Autora da dissertacao.

A permanova também apresentou através do P de Monte Carlo (0,014) que este
experimento quando se diz a respeito dos tempos, 24 horas e 168 horas, demonstrou diferenca
estatisticamente significativa. Esse resultado indica que existe influéncia dos tempos nas

respostas dos biomarcadores.

A partir das analises de permanova foi possivel observar as diferencas estaticamente
significativas para cada biomarcador. Para GPx houve um aumento nos tratamentos oxi-
biodegradavel, e nos pellets PS e PE em 24 horas e 168 horas de exposi¢do. Ja o tratamento
mistura de pellets (PP, PE e PS) para 24 horas houve também um aumento e em 168 horas uma

diminuicdo (Figura 12).
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Figura 12 — Biomarcador GPx apds 24 horas e 168 horas de exposicdo. * Relacdo de diferenca significativa para
o controle (p<0,05). ** Diferenca significativa relativa para outro tratamento (p<0,05). *** Relag8o de diferenca

significativa ao controle e outro tratamento (p<0,05).
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Fonte: Autora da dissertacao.
Naenzima GST a diferenca estatisticamente demonstrou um aumento na producao desta

enzima nos tratamentos de pellets PS e PE nos dois tempos de exposi¢do (Figura 13).

Figura 13 — Biomarcador GST ap6s 24 horas e 168 horas de exposicao. * Relacdo de diferenga significativa para
o controle (p<0,05). ** Diferenga significativa relativa para outro tratamento (p<0,05). *** Relacéo de diferenca
significativa ao controle e outro tratamento (p<0,05).
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Fonte: Autora da dissertaco.
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Para os biomarcadores ChE (Figura 14) e LPO (Figura 15) ndo houveram diferencas
estatisticamente significativas, entretanto no biomarcador Danos no DNA houve diferenca nos
tratamentos mistura de pellets (PP, PE e PS), oxi-biodegradavel, pellets PS e PE (Figura 16).

Figura 14 — Biomarcador ChE ap6s 24 horas e 168 horas de exposicdo. * Relacdo de diferenca significativa para
o controle (p<0,05). ** Diferenca significativa relativa para outro tratamento (p<0,05). *** Relacdo de diferenca
significativa ao controle e outro tratamento (p<0,05).
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Fonte: Autora da dissertag&o.

Figura 15 — Biomarcador LPO ap6s 24 horas e 168 horas de exposi¢do. * Relacdo de diferenca significativa para
o controle (p<0,05). ** Diferenga significativa relativa para outro tratamento (p<0,05). *** Relag8o de diferenca

significativa ao controle e outro tratamento (p<0,05).
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Fonte: Autora da dissertacao.

Figura 16 — Biomarcador Danos no DNA ap6s 24 horas e 168 horas de exposicdo. * Relacdo de diferenca
significativa para o controle (p<0,05). ** Diferenca significativa relativa para outro tratamento (p<0,05). ***

Relacdo de diferenca significativa ao controle e outro tratamento (p<0,05).
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Fonte: Autora da dissertacéo.
Para vermelho neutro (VN) houve diferenca significativa nos tratamentos mistura de
pellets (PP, PE e PS), oxi-biodegradavel e pellets PS e PE em 24 horas e em 168 horas houve

diferenga em todos os tratamentos (Figura 17).

Figura 17 — Biomarcador VN apds 24 horas e 168 horas de exposi¢do. * Relacdo de diferenca significativa para o
controle (p<0,05). ** Diferenca significativa relativa para outro tratamento (p<0,05). *** Relacdo de diferenca
significativa ao controle e outro tratamento (p<0,05).
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Fonte: Autora da dissertacao.

Na Figura 18 podemos observar o indice Integrado de Respostas de Biomarcadores no
tempo de exposicdo 24 horas. Este indice demonstra quais biomarcadores influenciaram mais
nas respostas biologicas do organismo em estudo. Nos tratamentos poliestireno (PS), polietileno
(PE) e polipropileno (PP), este Gltimo em menor escala, apesar de ndo demonstrarem dano
oxidativo, em membrana, estédo tendo uma resposta antioxidante (GPX) e um maior dano em
DNA. O vermelho neutro nesses tratamentos também € pronunciado. No tratamento

hidrossolUvel o dano em membrana esta aumentando com a GPX.

Figura 18 - Respostas combinadas de biomarcadores nas amostras de branquia. A imagem mostra o
comportamento dos biomarcadores nos tratamentos no tempo 24 horas.
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Fonte: Autora da dissertacdo.

Na Figura 19 podemos observar o indice Integrado de Respostas de Biomarcadores no
tempo de exposicdo 168 horas. Através deste indice e possivel verificar que para todos 0s
tratamentos o biomarcador vermelho neutro teve um comportamento bioldgico maior em todos
o0s tratamentos em relacdo ao tempo 24 horas. Neste tempo de exposi¢cdo novamente ndo se

observa dano oxidativo nos tratamentos. Nos tratamentos PP e PS observa-se a GST ativada.

Figura 19 - Respostas combinadas de biomarcadores nas amostras de branquia. A imagem mostra o

comportamento dos biomarcadores nos tratamentos no tempo 168 horas.
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Fonte: Autora da dissertacéo.

Através deste indice € possivel verificar que o biomarcador vermelho neutro ap6s 168
horas teve um comportamento biol6gico maior em todos os tratamentos em relagdo ao periodo
24 horas. O biomarcador GPX nos tratamentos oxi-biodegradavel, pellet PS e PP também teve
maiores respostas em 168 horas de exposicao. Nos tratamentos pellet PP e pellet PS em 168
horas verificou-se um aumento nas respostas do biomarcador GST em comparacgdo ao periodo
24 horas.

7 DISCUSSAO

7.1 Andlises de metais presentes nos pellets e polimeros por fluorescéncia de raios-x por

energia dispersiva

O sddio, o enxofre e o silicio sdo os elementos quimicos com as concentracdes mais
elevadas para determinadas amostras. As amostras ndo processadas (pellets virgens)
evidenciaram a auséncia do sodio e silicio, ou estdo presentes em concentra¢fes abaixo do
limite de deteccdo do método. Ja os polimeros, oxi-biodegradavel e hidrossoluvel, apresentaram

altas concentracGes de sodio, proveniente de aditivos.

As altas concentracdes de sodio encontradas nos polimeros, oxi-biodegradavel (1550,0
mg kg?) e hidrossoltvel (2191,8 mg kgt), podem estar relacionadas com os alginatos isolados

das paredes celulares de algas marrons, e que sdo sintetizados por microorganismos. Esse
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aditivo tem como caracteristica melhorar as propriedades mecanicas, de barreira e de
revestimentos do polimero. O alginato de sddio € um hidrocoldide néo toxico, biodegradavel,
biocompativel e mais acessivel economicamente (GHEORGHITA et al., 2020; MAJDINASAB
et al., 2018). Agentes antiestaticos também podem ter sido encontrados na composi¢do do
polimero oxi-biodegradavel, devido a presenca desse elemento usado na forma de
dodecibenzeno sulfonato de sodio (C18H29Na03S) (SMITH, 1998).

O enxofre existente nas amostras de pellets PP (86,93 mg kg?), PE (115,9 mg kg*), PS
(99,56 mg kgt) e no polimero oxi-biodegradavel (476,5 mg kg?) pode estar presente em alguns
aditivos como os compostos a base de silicatos, assim como o aluminio presente nos polimeros
oxi-biodegradavel (0,0142 mg kg™) e hidrossoltvel (44,5 mg kg™) (silica 34-43%, aluminio 20-
28%, enxofre 10-16% e oxido de enxofre 12-20%) (VEDOLIN, 2014).

O célcio, presente no pellet PP (23,4 mg kg™) e nos polimeros, oxi-biodegradavel (43,7
mg kg?) e hidrossoltvel (91,2 mg kg?), € um elemento quimico associado as cargas minerais,
como o carbonato de célcio e aos estearatos de calcio (BOSCARO, 2014). O elemento zinco
presente apenas no pellet PS (2,76 mg kg™) esta associado ao aditivo estearato de zinco, pois
ele é utilizado essencialmente em poliestireno como lubrificante para prevenir o polimero de

aderir as superficies de metal durante o processo de producdo (SMITH, 1998).

A concentracdo de potéssio determinada nas amostras de polimeros, oxi-biodegradavel
(33,0 mg kg?) e hidrossoltvel (40,5 mg kg™?) podem indicar a presenca de agentes redutores
utilizados nos processos de iniciacdo quimica dos polimeros, para minimizar a ocorréncia de
reacOes secundarias. Compostos com base de sais ferrosos e tiossulfato de potassio (K25203)
séo os mais utilizados como agentes redutores nas reagdes de oxirredu¢do (MANO e MENDES,
2004).

O ferro esta presente em todas as amostras, sendo mais elevada na amostra oxi-
biodegradavel, essa alta concentracéo pode estar associada ao aditivo pro-degradante utilizado
nestes plasticos. No estudo realizado por Boscaro (2014), o ferro foi determinado em sacolas
plasticas oxi-biodegradaveis comercializadas no Brasil e apresentaram concentragdes entre
12,0 mg kg a 77,7 mg kg, essas concentragdes sdo menores do que os valores encontrados
no presente estudo para o canudo oxi-biodegradavel (222,1 mg kg?). Este mesmo estudo

determinou as concentracdes de elementos quimicos em uma amostra de aditivo pro-
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degradante, sendo o célcio, depois do ferro, o elemento com maior concentracdo. No atual
estudo foi encontrado célcio no pellet PP (23,4 mg kgt), e em concentragdes um pouco maiores

nas amostras oxi-biodegradavel (43,7 mg kg™), e hidrossoltvel (91,2 mg kg™).

O cromo foi determinado nas amostras do polimero oxi-biodegradavel (2,6673 mg kg
1y, em uma concentracio baixa. Este elemento é usado em aditivos pro-degradantes e pigmentos
a base de cromo ou catalisadores utilizados nos processos de fabricacdo (ROCHA-SANTOS e
DUARTE, 2017; HAHLADAKIS et al., 2018).

O titénio encontrado na amostra de pellet de PS pode estar associado como uma carga
metalica para melhorar as propriedades mecanicas deste polimero, oferecendo uma propriedade
de alta resisténcia (RESHETOV et al., 2019; SZAFRANSKA et al., 2019).

A andlise revela também a presenca do niquel apenas no polimero oxi-biodegradavel
(7,4 mg kg?). Esse metal pesado pode estar associado aos antioxidantes ‘’Irgafos 168" e
“Hostanox 24FF’’ encontrados em produtos plasticos e em aditivos anti-UV (LAHIMER et al.,
2013).

Por fim, a alta concentrag&o de silicio (1825,0 mg kg) encontrado somente no polimero
hidrossoltvel pode ter sido incorporado na matriz do polimero, como um nanocomposito, para
tornar o material solivel em agua e flexivel, pois o silicone, proveniente de silicio e oxigénio,
tém alta permeabilidade em alguns gases, principalmente oxigénio e vapor d’agua
(CALLISTER etal, 2017).

7.2 Biomarcadores

O presente estudo forneceu novas informacgdes sobre os efeitos causados em uma
especie de mexilhdo (M. charruana), de interesse comercial, sob aditivos quimicos que foram
lixiviados de pellets e polimeros no ambiente marinho. Considerando que grande parte dos
residuos sélidos produzidos no mundo acabam nos oceanos, podemos considerar que 0S
polimeros hidrossolUveis e oxi-biodegradaveis entram nos oceanos e podem atuar da mesma
forma que os outros detritos plasticos. Uma vez no ambiente marinho, os polimeros
biodegradaveis ja ndo possuem as condi¢Oes ideias para a biodegradacdo. Estudos anteriores ja

confirmaram que os plasticos ndo biodegradaveis e pellets alteram as respostas dos
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biomarcadores, o desenvolvimento do embri&o, as taxas de alimentagéo, entre outros efeitos em

bivalves.

Neste estudo, as alteragdes bioquimicas nas enzimas antioxidantes foram observadas na
branquia do organismo ao longo do periodo de exposicao. Os resultados dos efeitos observados
tenderam a mudar dependendo dos polimeros e pellets, aparentemente refletindo as diferentes

composicdes e concentracdes dos aditivos lixiviados.

As enzimas antioxidantes, GST e GPx, exibiram mudancas significativas em suas
atividades; A GST, uma enzima de biotransformacéo da fase 11, aumentou nas branquias dos
organismos expostos aos pellets PS em relacdo ao controle e aos pellets PE em relacdo ao
polimero oxi-biodegradavel, demonstrando assim a ativacao de mecanismos de desintoxicacao
para superar o estresse causado pelos aditivos. Esse aumento esta relacionado a uma melhor
detoxificacdo dos xenobidticos através da formacdo de um complexo com a glutationa
(KAAYA et al., 1999) e na protecdo dos tecidos branquiais contra substancias toxicas pro-
oxidantes (VIDAL-LINAN et al., 2010).

A GST esta envolvida na eliminagéo de H20> necessario, que pode ser convertido em
radicais hidroxila, lidando principalmente com o peroxido produzido metabolicamente
(REGOLI e GIULIANI, 2014), portanto, a hidroxila pode gerar espécies reativas de oxigénio
(ERO), podendo contribuir para um aumento do estresse oxidativo (PUSCEDDU, 2016).

Esses resultados diferem daqueles relatados por Avio e colaboradores (2015) em seu
estudo com o mexilhdo Mytilus galloprovincialis em que ndo observaram mudancas na enzima
GST exposto a particulas de PE virgem e enriquecidas com pireno em 1,5 gL' (<100 pm). Um
outro estudo realizado por NOBRE e colaboradores (2020), ostras da espécie Crassos trea
brasiliana foram expostas & microesferas de PE virgem e enriquecidas com a substancia
triclosan, exibiram uma diminuicdo na enzima GST apds 7 dias de exposi¢do. O tratamento
pellet PE apresentou uma diferenca significativa para enzima GST em relacdo ao canudo oxi-
biodegradavel e essa diferenca pode estar relacionada aos metais incorporados ao pellet, que
apresentou concentraces de Cu e Zn no presente estudo. Esses metais séo conhecidos por
induzir reacdes medidas pela ativacdo de GST na espécie Mytilus spp. (VIDAL-LINAN et al.,
2010; CANESI et al., 1999).

Os tratamentos mistura, oxi-biodegradavel, PS e PE apresentaram neste estudo um

aumento da enzima GPx. Santos e colaboradores (2020) observaram um aumento da atividade
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enzimética GPx em um estudo com microplasticos enriquecidos com 125 pg/L de Cu em larvas
de peixe Danio rerio. Sendo assim, foi observado que somente microplésticos ndo produziram
efeitos significativos nas larvas. Alem disso, estudos anteriores sobre respostas a poluentes
ambientais indicaram inibicdo da atividade da GPx como uma resposta a exposi¢do aos metais,
como o Fe, Cu e Cr em bivalves (REGOLI et al., 1998; DE ALMEIDA et al., 2004).

O aumento observado no presente estudo pode estar relacionado a outros metais que
estdo presentes no polimero e/ou nos pellets ou que apresentaram concentragdes maiores nesses
tratamentos como o S para os pellets (PS e PE) e para o oxi-biodegradavel, Ti e Zn para o pellet
PS e Cr para o oxi-biodegradavel. Um estudo realizado por Trevisan e colaboradores (2014),
demonstrou que o aumento da GPx também pode estar associado ao Zn no mexilhdo P. perna
apo6s 7 e 21 dias de exposigado ao cloreto de zinco em concentracdes de 2,6 uM/L. Esse aumento
pode oferecer a célula uma protecdo maior contra 0 estresse oxidativo, pois essa enzima
desintoxica o peréxido de hidrogénio (H20.) e hidroperoxidos em moléculas de hidroxido,
sendo a GSH o cofator (LUSHCHAK, 2016).

Para todos os tratamentos expostos, os niveis de LPO ndo sofreram alteracGes
significativas, indicando que ndo ocorreu dano oxidativo lipidico e que a resposta do sistema
de defesa antioxidante superou o estresse dos pellets e polimeros. 1sso pode estar relacionado
com o aumento da atividade de GPx e GST, que sdo enzimas protetoras eficazes contra a
peroxidacao lipidica (LUSHCHAK, 2016; SANTOS et al., 2020).

As respostas do tempo de retencdo do corante vermelho neutro demonstraram uma
diminuicdo do tempo de retencdo do corante na membrana lissosémica nos tratamentos de
pellets PP, PE e PS, nos polimeros hidrossoltvel e oxi-biodegradavel e na mistura dos trés
pellets. Segundo Ortega (2018), os mexilhdes sdo considerados saudaveis quando o tempo de
retencao do corante for > 60 minutos, estressados, porém compensando quando for <60 e > 30
minutos e severamente estressados quando for <30 minutos. Neste trabalho para todos os
tratamentos que houveram reducao no tempo do corante vermelho neutro nos lisossomos foram
considerados severamente estressados (<30 minutos). Os lisossomos possuem uma membrana
semipermedvel e estruturas envolvidas na desintoxicacao de poluentes ou objetos estranhos. As
macroestruturas sdo engolidas e decompostas em um processo de autofagia (KHALID et al,
2021).

Alguns estudos reportaram a diminuigéo do tempo de retencdo do corante vermelho

neutro em polimeros PS, PP (CAPOLUPO et al., 2021) e em microplasticos de PE virgens e
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contaminados (AVIO et al., 2015; NOBRE et al., 2020) em mexilhdes e ostras. Von Moos e
colaboradores (2012) relataram menor retencéo de corante em lisossomos de M. edulis ap6s 96
horas de exposi¢do aguda de microplasticos PE (> 0-80 um) com uma concentracao de 2,5 g/L.
Essa reducdo compromete a integridade e a funcionalidade do compartimento lisossomal e
representa um indicador preditivo para lesdes celulares e teciduais (MOORE et al., 2006). Um
estudo realizado por Khalid e colaboradores (2021) reportou que ndo obteve resultados
significantes no tempo da retencdo do corante vermelho neutro em bivalve, esse estudo avaliou
efeitos ecotoxicoldégicos me microparticulas de um plastico &cido polilatico (PLA),

biodegradavel, em duas concentragdes 10 e 100 ug/L, durante 8 dias.

Os xenobioticos sdo incorporados aos lisossomos para evitar lesdes e uma possivel
sobrecarga nos lisossomos pode causar sua desestabilizacdo e assim aumentar a autofagia e
liberacdo da hidrolase no tecido circundante que vai resultar em um processo necrético (VON
MOOQOS et al., 2012). O estresse celular provocado por xenobidticos também pode causar efeitos
na viabilidade de gametas de bivalves marinhos, e consequentemente, afetar o sucesso
reprodutivo dessas populacbes a longo prazo, especialmente por estes compostos serem

introduzidos de maneira continua no meio ambiente (PUSCEDDU, 2016).

O desenvolvimento embriolarval de alguns invertebrados marinhos, como exemplo 0s
mexilhdes, é dependente de vitelo, que libera energia para a larva pelos lisossomos que, se
estiverem comprometidos por conta do estresse celular, pode retardar ou inviabilizar o
desenvolvimento das larvas (PUSCEDDU, 2016).

A acetilcolinesterase (AchE) é o biomarcador de neurotoxicidade mais utilizado em
organismos aquaticos, pois € uma enzima chave do sistema nervoso, tendo um papel essencial
na neurotransmissdo. Essa enzima catalisa a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (Ach)
responsavel por transmitir impulsos nervosos entre o0s neurbnios (STENESH, 1998). A
atividade da AchE ndo mudou nos tratamentos do atual estudo. Esse resultado foi condizente
com o estudo realizado por Khalid e colaboradores (2021), onde o mexilhdo azul, Mytulus
edulis, foi exposto por um periodo de 8 dias a microparticulas de um plastico biodegradavel,
acido polilatico (PLA), em duas concentragdes, 10 e 100 pg/L e os resultados obtidos ndo
apresentaram nenhuma alteragdo de neurotoxicidade. Esses resultados diferem do estudo
realizado por SANTOS e colaboradores (2020), onde relatou a inibicdo da AchE em peixes

(Danio rerio) quando expostos a microplasticos associados com Cu.
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Um outro estudo demonstrou também uma inibicdo em mexilhdes, Mytilus
galloprovicialis, expostos a lixiviados de PVC (CAPOLUPO et al., 2021). Os aditivos quimicos
associados aos plasticos podem provocar entéo a inibicdo da enzima AchE, fazendo com que
ocorra uma continua producdo de AchE, ocasionando estimulos nervosos nas juncdes
neuromusculares (INOUYE e OLIVEIRA, 2004).

A oxidacdo do DNA por espeécies reativas ao oxigénio (EROS) pode produzir quebras
nas fitas e uma serie de diferentes bases de DNA modificadas. Essas quebras representam uma
classe importante de dano oxidativo ao DNA sob estresse oxidativo (CADET et al., 1997).
Esses danos ao DNA em mexilhdes envolvendo microplasticos podem estar relacionados a
transferéncia das microparticulas para a hemolinfa e hemadcitos de bivalves alimentadores de
filtro como relatado em alguns estudos (AVIO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017). Como
também podem estar associados a toxicidade indireta dos aditivos quimicos aos plasticos, como
relatado no presente estudo, onde foi observado uma diminuigéo nos tratamentos, mistura de
pellets, oxi-biodegradavel, pellet PS e PE em 24 horas de exposi¢do. Ja em 168 horas de
exposicdo ndo foram observados danos ao DNA, apenas recuperacdo de danos ao longo do

tempo de exposicao.

Esses danos também foram relatados no estudo realizado por Alnajar e colaboradores
(2021) onde observaram um aumento no dano ao DNA em mexilhdes que foram expostos a
fibras plasticas e associaram além dos efeitos diretos das fibras uma fonte adicional de
toxicidade dos produtos quimicos associados as microfibras que podem ser encontradas na dgua
do mar e no trato digestivo do bivalve estudado M. galloprovinciallis. Os produtos quimicos
associados as microfibras sintéticas e processadas sdo os mondmeros, aditivos, corantes e

residuos cataliticos.

Esses desenhos experimentais e o presente estudo, demonstraram que tanto pellets
virgens e contaminados, como polimeros biodegradaveis, apresentam toxicidade e que,
portanto, os plasticos biodegradaveis ndo sdo mais seguros que os a base de petroleo. Essas
respostas ecotoxicoldgicas evidenciam como a toxicidade ndo se deve exclusivamente a
concentracdo de plastico ou seu tamanho, tornando assim as caracteristicas quimicas dos

polimeros importantes.

Essas respostas dos biomarcadores neste estudo é mais uma evidéncia da complexidade
da avaliacdo ecotoxicologica dos impactos causados por esses contaminantes fisicos e

guimicos, quando em contato com o0 organismo, sendo por ingestdo ou contato com seus
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contaminantes lixiviados, e que consequentemente sdo dependentes do tamanho, forma, cor e
composic¢do polimérica, comprovando assim que a quantificacdo dos plasticos e a comparacao
entre locais de amostragem nédo sao suficientes para fazer um retrato do perigo causado por

estes poluentes.

Os resultados obtidos apresentaram valores ambientalmente relevantes (100 g de
sedimento para 10 pellets) e os efeitos devem ser considerados, visto que materiais plasticos,
tanto os pellets, como os polimeros convencionais e biodegradaveis, sdo liberados anualmente

em grandes quantidades no meio ambiente, disponibilizando também seus aditivos quimicos.

8 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou respostas subletais referente as enzimas GST e GPX,
danos no DNA e na membrana lisossomal do organismo em estudo. A partir dos resultados foi
possivel compreender que plasticos biodegradaveis podem alterar as funcfes celulares e
enzimaticas dos organismos aquaticos marinhos, uma vez inseridos no meio ambiente em sua
forma bruta, sem enriquecimento de alguma substancia. Isso sugere que os polimeros deste
estudo assim como os pellets virgens, liberaram seus lixiviados quimicos e esses lixiviados
causaram a toxicidade, pois nenhum material foi ingerido aparentemente. As respostas obtidas
na matriz sedimento demonstraram a importancia de se estudar diferentes vias de exposicao,

pois na literatura a maioria dos estudos contaminaram a agua.

Observou-se maior toxicidade em 24 horas de exposicdo os tratamentos pellets virgens
de polietileno (PE), poliestireno (PS) e polipropileno (PP) e o polimero hidrossolavel. As
amostras apresentaram alguns metais: Al, Si, P, S, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu e Zn. As
amostras de polimeros oxi-biodegradaveis e hidrossollveis apresentaram concentragdes
maiores desses metais em comparacdo aos pellets virgens. Essas maiores concentragdes séo dos
aditivos quimicos adicionados intencionalmente para que 0s produtos tivessem suas
caracteristicas especificas, como ser soltvel em agua e oxi-biodegradavel. A caracterizacdo

quimica dos materiais em estudo foi importante para a compreensao das respostas bioldgicas.

Sobre os polimeros hidrossoltveis ainda ndo ha dados suficientes para saber os danos

destes uma vez dissolvidos na agua ou sedimento. Futuros ensaios Serdo necessarios para
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compreender mais sobre as possiveis microparticulas pléasticas assim como as substancias

associadas a estes produtos sobre organismos aquaticos e terrestres.
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