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INTRODUCAO

O aumento da populagédo, espalhamento e adensamento humano ao longo dos
continentes, principalmente na regido costeira, e a baixa condicao sanitaria de coleta de
lixo e esgotamento sanitario (Suplicy, 2018) tem influenciado a liberacdo de detritos no
meio ambiente e sua entrada nos oceanos ocasionando degradacdo ambiental, perda de
biodiversidade e comprometimento da salde dos ecossistemas.

Os plasticos sdo atualmente um dos principais detritos marinhos encontrados no
mundo (Gesamp, 2015), que representam uma grande familia de diferentes materiais,
que permitem ampla versatilidade e inovacdo (Europe Plastic, 2012; Europe Plastic,
2018), possuindo extensiva aplicacdo na area comercial, industrial, medicinal (Wright et
al., 2013; Abiplast, 2017), chegando a marca total de 348 milhdes de toneladas produzidas
em 2017 (Europe Plastic, 2018).

A partir do descarte irregular no meio ambiente, e sua subsequente fragmentagéo
e degradacdo, estima-se que existam cerca de 5,25 trilhGes de particulas plasticas
flutuando pelo mundo (Eriksen et al., 2014). Os plasticos no mar sdo classificados de
acordo com 0s seus tamanhos, sendo os plasticos entre 0,1 um - 5 mm classificados como
Microplasticos (MP) (Gesamp, 2019; Zhang, 2017).

Os MP podem ser de origem primaria, fabricados propositalmente de tamanho
microscopico a exemplo dos pellets (matéria prima) e microesferas utilizadas na industria
de produtos de higiene pessoal, ou de origem secundéria, atraves da fragmentacdo
influenciados por intemperismo (Gesamp, 2019) como quebra mecanica, fotodegradacéo,
e possivelmente degradacdo microbiana (Zhang, 2017). Além disso, residuos derivados
de estradas, e pneus de automoveis a base de borracha de polibutadieno estireno (SBR)
também tem sido observados no ambiente marinho em escalas micrométricas (Brate et
al., 2018)
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Presentes de forma cada vez mais expressiva no meio ambiente, estima-se que
somente em aguas superficiais marinhas haja aproximadamente 36 mil toneladas de MP
(Eriksen et al., 2014), que ficam a deriva junto a superficie do mar (Shen et al., 2019). A
presenca dos MP ao longo do ambiente marinho vai depender de suas caracteristicas
fisicas (densidade, tamanho e forma) e condi¢6es da dindmica dos oceanos (ventos, ondas,
gradientes termohalinos e sedimentos bentdnicos) que influenciam a distribuigéo e a
velocidade de deslocamento dos MP (Zhang, 2017). Os MP podem encalhar em ambiente
costeiros e praias, ficar a deriva na superficie e na coluna de agua em diferentes
profundidades, inclusive na mistura vertical, viajando na subsuperficie por meio da
circulacdo Langmuir impulsionada pelo vento e ciclo de calor, ou ainda sofrer
bioincrustacao, sedimentacgéo e bioturbulacdo (Pabortsava & Lampitt, 2020; Wright et al.,
2013; Zhang, 2017). Além disso, os MP podem ser transportados para as zonas de
convergéncia subtropical (zonas de acumulagdo) ou se manter nas margens oceanicas em
areas de transporte (Eriksen et al., 2014).

Outro importante destino e possivel sumidouro dos MP ¢ a biota marinha (Clark
et al., 2016) que pode ingerir e permanecer por diferentes periodos de tempo com o MP
em seu sistema digestivo ou sofrer translocacdo para outros 6rgaos de acordo com o tipo
de MP e tamanho (Santana et al., 2017). Além disso, MP podem ser degradados por
espécies marinhas ao longo do sistema digestivo (Mateos-Cérdenas et al., 2020) e ser
fonte de menores MP através de pelotas fecais.

Os MP e seus congéneres, as microesferas, os microfilamentos, fibras sintéticas e
os pellets (EFSA, 2016) sdo produtos perigosos para 0 meio ambiente e ecossistema
devido a sua composicdo que contém diferentes aditivos como retardantes de chama,
corantes e plastificantes (lixiviado) que podem comprometer o desenvolvimento,
comportamento e reproducdo das espécies (da Costa Araujo et al., 2020; Gandara e Silva
etal., 2016), mas também, por que adsorvem uma ampla gama de contaminantes quimicos
(Rochman et al, 2015; Miranda & de Carvalho-Souza, 2016; Endo et al., 2005; Gorman
et al., 2019; Mato & Isobe, 2001) podendo concentrar, bioacumular e biomagnificar
varios tipos de toxinas ao longo da cadeia trofica, através da adsorcédo e vetorizagdo de
PCB (Bifenilas Policloradas) e HAS (Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) (Endo et
al., 2005; Gorman et al., 2019; Mato & Isobe, 2001; Gesamp, 2019; Wright et al., 2013).
Assim, MP tém o potencial de amplificar os efeitos adversos desses produtos, podendo
desencadear efeitos como céancer, alteracdo na atividade reprodutiva, diminuicdo da

resposta imune e malformacdo em animais e seres humanos (Auta et al., 2017). A
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exemplo de outros vetores plasticos (PE, PP e PET) capazes de produzir biofilme
microbiano (plastispthere) e possuir potencial de dispersdo de patégenos como Vibrio e
Escherichia coli (Silva et al., 2019), os MP séo capazes de fornecer substrato de fixacao
de microorganismos. Esses MP irdo influenciar a dispersdo de microorganismos a longo
prazo atraves da deriva de superficie, transportando espécies exoticas para Varias
localidades, principalmente bactérias toxicas e patogénicas. Essa dispersdo permite troca
e transferéncia génica dos microorganismos podendo causar surtos patogénicos e de
resisténcia antibidtica em larga escala no meio ambiente (Shen et al., 2019).

Em funcdo da alta densidade e onipresenca os MP, esses micropoluentes tem
estado biodisponiveis para interacdo e alimentacdo para diferentes espécies marinhas
como fitoplancton, zooplancton, bivalves, peixes, aves e animais de topo de cadeia, como
tubarGes e mamiferos marinhos, influenciada pela densidade do MP, éarea de
forrageamento e a localizacdo das espécies na cadeia trofica (de Sa et al., 2018; Miranda
& de Carvalho-Souza, 2016; Nelms et al., 2018).

O aumento dos microdetritos plasticos nos mares tem contribuido para a interacdo
desses detritos com a biota marinha em ambientes estuarinos, areas costeiras e em alto
mar, podendo chegar a valores de MP equivalentes a ictiofauna dependendo do local e da
estacdo do ano avaliado (Lima et al., 2014). Uma maior abundancia de MP no meio
ambiente principalmente na superficie da agua pode alterar a alimentacéo de espécies de
mega fauna como baleias e tubardes filtradores (Fossi et al., 2014), mas também
influenciar importantes caracteristicas necessarias para a producdo primaria nos oceanos,
inclusive a transmissdo de luz, influenciando a eficiéncia da fotossintese (Shen et al.,
2020). Sjollema et al. (2016) n&o observou diminuigdo da clorofila em estudo
ecotoxicolégico com MP, porém houve uma reducao de 45% na taxa de crescimento de
microalgas. Em outro estudo realizado por Prata et al., (2019), os autores observaram que
mesmo baixas concentracdes de microplastico em microalgas desencadeiam efeitos
deletérios no crescimento, reducdo de clorofila, fotossintese, induzindo o estresse
oxidativo e causando alteracbes morfoldgicas e heteroagregados. Em grande escala no
futuro, esse fendmeno poderia influenciar a bomba bioldgica e o sequestro de carbono
(Shen et al., 2020; Wieczorek et al., 2019) e o aumento do aquecimento global.

Areas costeira sio ambientes de grande produtividade bioldgica, porém também
fontes de detritos plasticos e local de potencial ocorréncia de interagdes com a vida
marinha, ao contrario do que acontece nos Giros subtropicais que possuem baixos niveis

de atividade bioldgica (Clark et al., 2016). Dessa forma, uma maior presenca de MP junto
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a comunidade plancténica e sua maior possibilidade de agregacdo entre planctons,
biofilme e MP, expGem a cadeia tréfica a ingestdo direta e indireta de MP.

Zooplancton como a Artemia franciscana demonstrou em estudo de laboratdrio,
se alimentar, e bioacumular Microparticulas Esféricas de 1 — 5 um de diametro, sendo
que a concentracdo aumentava de acordo com a exposicéo. Os autores ainda observaram
que exposicdo a MP pode afetar o sucesso reprodutivo e aptiddo de organismos
zooplanctonicos (Peixoto et al., 2019). Setdla et al. (2014) observou que mesozooplancton
e macrozooplancton se alimentam de forma direta de MP, sendo observado camardes
misideos, ciliados e larvas de poliqueta 0s taxons que mais consomem esses
microdetritos. A ingestdo de MP depende de fatores como tamanho e abundancia de
particulas e presenca de presas naturais no meio ambiente circundante. Os autores ainda
observaram haver transferéncia tréfica de MP aos Mysid sp ao se alimentar de
mesozooplancton contaminado. Apesar disso, Figueiredo & Vianna (2018) observaram
que a abundancia e tipo de MP presentes no meio ambiente, assim como tamanho
preferencial de presas, sdo varidveis importantes para a ingestdo de MP, e que na Baia
de Guanabara apesar da grande densidade de MP (>100 um) no local do estudo, esses
eram tinham densidade menor em 14.400 vezes que os copépodes locais, além de serem
muito grandes para serem ingeridos, ndo sendo boas presas para essas espécies. Vale
destacar que a quantidade de MP no meio ambiente tende a aumentar no futuro, pois além
da continua e progressiva entrada de plastico no meio ambiente, esses continuam a se
degradar e fragmentar em tamanhos cada vez menores (Mateos-Cardenas et al., 2020;
Shen et al., 2020; Wieczorek et al., 2019), e as metodologias de campo ainda néo
permitem uma avaliagdo abrangente o suficiente para entender a complexidade do
problema, principalmente limitada aos menores tamanhos em escala micro e nano .

Ambientes intertidais e costeiros tem sido local de presenca de MP, podendo ser
um possivel sumidouro (de Barros et al., 2020; Gusméao et al., 2016). Caranguejos
Ocypode quadrataé (Costa et al., 2019) e Pachygrapsus transversus (Matheus et al.,
2020), meiofauna Saccocirrus sp (Gusmao et al., 2016), e anémonas Bunodosoma
cangicum (Morais et al., 2020) tem apresentado diferentes tipos de MP em seus sistemas
digestivos. Aves marinhas encalhadas também apresentam MP em suas carcagas. A
Haematopus palliatus, conhecida como “American Oystercatcher”, demonstrou haver
consumido MP nas praias (Rossi et al., 2019), assim como aves Great shearwater que se
alimentam na superficie do mar também continham MP em seus estdmagos

provavelmente confundidos por presas ou no estomago delas (Colabuono et al., 2009). A
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incapacidade de algumas espécies como Procellariiformes regurgitarem o alimento,
aumenta sua propenséo de ingestdo de plastico (Tourinho et al., 2010), e podem impactar
de forma mais severa em seu acimulo. Além disso Colabuono et al (2010) e Gorman et
al (2019) observaram que MP presentes nas praias e no conteddo estomacal de aves no
sul do Brasil continham contaminantes organicos persistentes que podem sorver tanto na
areia da praia como nos organismos dos animais quando consumidos, aumentando seu
impacto na condicdo de saude da espécie.

A andlise de impacto de Micro e Nanoplasticos em Bento, tem ocorrido em
estudos laboratoriais principalmente em artropodes e moluscos, devido a suas fungdes-
chave nos ecossistemas aquaticos e dificuldades de avaliar o seu efeito em campo
(Haegerbaeumer et al., 2019), havendo uma importante lacuna em relagdo a organismos
de micro e meiofauna. Esses estudos permitem observar a ingestdo direta e indireta e 0
efeito do consumo de MP (Peixoto et al., 2019). Santana et al (2017) observou haver
transferéncia tréfica de MP de PVVC de mexilhdes Perna perna expostos e depurados por
12 dias a Callinectes ornatos e Spheoeroides greeleyié, havendo biotransferéncia de MP
via cadeia trofica. O tempo de persisténcia do MP e o impacto tréfico depende da
quantidade de MP na presa e a capacidade de eliminacdo pela espécie (Birnstiel et al.,
2019). Apesar de muitas espécies eliminarem os MP presentes no seu TGI, a exposi¢ado
frequente a esses contaminantes faz com que sempre haja presenca desses MP nas
espécies marinhas, e esses estejam sendo expostas frequentemente a aditivos e
contaminantes persistentes via alimentacdo (Fossi et al., 2016).

Diferentes tipos de peixes e fases ontogénicas tem consumido de forma
intencional ou acidental MP independentemente do tamanho, grupo funcional e grupo
alimentar que pertencam. O aumento do consumo de espécies bentbnicas tem sido
associadas ao aumento de ingestdo de MP (Silva et al., 2018). Peixes como a Cynoscion
acoupa adulta tem ingerido MP associada ao consumo de peixes demersais, pelagicos e
macrocrustaceos, demonstrando que o maior nivel trofico de adultos, assim como
mudanca de guilda e o aumento do forrageamento, faz com que algumas espécies passem
a ingerir mais MP (Ferreira et al., 2016) ao dependerem de maior biomassa.

Espécies da megafauna marinha também tem ingerido MP. Estudo realizado por
Tourinho et al (2010) constatou ingestdo de MP por aves, e presenca de detritos plastico
no conteudo digestivo de tartarugas C. mydas, assim como Hudak & Sette (2019) também
observaram MP nas fezes Phoca vitulina vitulina e Halichoerus grypus atlantica. No Mar

Mediterraneo espécies filtradoras como o tubardo-frade e baleia-comum tem sido
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cronicamente expostos a contaminantes persistentes, tanto pela lixiviacdo da ingestdo e
degradacédo de microplésticos, como a ingestdo indireta via cadeia alimentar (Fossi et al.,
2016).

A literatura tem demonstrado além da onipresenca de MP em diversos locais e
espécies marinhas, que esses microdetritos bioacumulam e podem biomagnificar MP e
outros contaminantes ao longo da cadeia trofica (Birnstiel et al., 2019; Santana et al.,
2017; Silva et al., 2018), chegando inclusive na alimentagdo dos seres humana atraves da
ingestdo de espécies filtradoras como ostras e mexilhdes (Brate et al., 2018a; Qu et al.,
2018; Renzi et al., 2018; Van Cauwenberghe & Janssen, 2014), mesmo apds processo de
depuracéo (Birnstiel et al., 2019).

Dentre as diferentes espécies marinhas de consumo humano com presenca de MP
(Ferreira et al., 2016; Fossi et al., 2016; Hudak & Sette, 2019; Setald et al., 2014), os
bivalves tem sido amplamente investigados ao redor mundo (Ding et al., 2018; Li et al.,
2019; Rochman et al., 2015; Van Cauwenberghe et al., 2015), com valores estimados de
0,77 a 8,22 itens ind™* em mexilhdes M. edulis e Perna Viridis na China (Qu et al., 2018),
valor médio de 0,97 + 0,74 itens ind* em 4 diferentes espécies (Manila, Ostras, Vieiras e
Mexilhdes) proximo a cidades densamente povoadas na Korea do Sul, sendo as Vieiras
com maiores quantidades de MP por individuo (1,21 + 0,71 itens ind) e os mexilhdes
com os menores valores (0,68 + 0,64 itens ind?), porém ao analisar 0 peso, as ostras
apresentando a menor quantidade de MP (0,07 + 0,06 n g ) (Cho et al., 2019). No litoral
da Italia foi verificada a presenca de MP em Mytilus galloprovincialis, (Renzi et al.,
2018) principalmente microfilamentos nos mexilhdes (tamanhos entre 750 — 6000 pum)
com itens por grama de tecido cru variando entre 6,2 — 7,2 MP. Esse mesmo estudo
quantificou os MP em bivalves cozidos e crus, observando que parte dos MP no processo
de cozimento foi transferido para a agua, e que esses MP podem ter fragmentado durante
0 aumento de temperatura, uma vez que somado a quantidade de MP no mexilhdo cozido
e a agua do cozimento, os valores totais foram superiores aos valores dos bivalves cru.
Rochman et al (2015) encontrou uma grande concentracdo de microdetritos marinhos em
peixes e bivalves destinados a consumo humano adquiridos na Indonésia e na California.
Os resultados demonstraram uma ampla quantidade de fragmentos plasticos (60%) e de
espuma (37%) na Indonésia, e de fibras (80%) nos Estados Unidos, demonstrando
variedade na quantidade e nos tipos de MP de acordo com a localiza¢&o geografica. No

Estuario de Santos, 75% da amostra do mexilhdo Perna perna coletada em ambiente
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natural apresentaram MP, demonstrando ser um ambiente altamente poluido por estes
microdetritos (Santana et al., 2016)

Em ostras (Crassostrea Gigas) e mexilhdes (Mytileus edulis) comprados em
supermercado, ambos os bivalves tinham presenca de microplasticos (Van Cauwenberghe
et al., 2015). Ding et al (2018) identificou MP no sistema digestivo dos bivalves Clamys
farreri e Mytilus gallopovincialis, observando que as amostras comerciais cultivadas
apresentaram uma maior quantidade de MP do que as selvagens, e que esses MP eram
predominantemente fibras (84,11%). De forma complementar, Li et al., (2015) observou
que os MP presentes em bivalves comerciais na China eram o Polietileno (PE),
Tereftalato de Polietileno (PET) e Poliamida (PA), representados mais frequente por
fibras, como observado em outros estudos (Ding et al., 2018; Renzi et al., 2018; Rochman
et al., 2015). Corami et al., (2020) observou que as guelras e hepatopancreas de
Crassostrea gigas coletadas na Italia continham em média de 4.8 pg gt and 1.8 ug g de
Microplasticos Pequenos (MPP) (<100um) respectivamente, formados por fragmentos
em forma de elipse e fibras com tamanho médio <50pum e largura média <25um, além
disso 86% dos MPP das guelras eram Poliamida (PA) enquanto 72% dos MPP do
hepatopancreas. A PA é muito utilizada na confeccdo de roupas, tapetes, redes de pesca,
sendo amplamente encontrada no artigo associada pelos autores a metodologia de
digestdo utilizada que nédo ultrapassou 45°C.

Diante desses fatos, a presenca de MPs em diferentes espécies filtradoras,
sobretudo as fibras sintéticas, que podem ficar presas nas guelras e hepatopancreas (Renzi
et al, 208), podem estar relacionados a forma de alimentagéo dos bivalves que consomem
seston composto por organismos e matérias ndo vivas (Christo et al., 2016; Corami et al.,
2020), e a uma ampla disponibilidade do micropoluente no ambiente. A proximidade de
possiveis fontes de MP como despejo de Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETES) e
descargas de efluentes (Belzagui et al., 2019; Cesa et al., 2017), além de atividades
nautica, pesca, aquicultura (Castro et al., 2016; de Barros et al., 2020) e uso da costa
podem aumentar a concentragdo de MP no meio ambiente e a ingestdo por bivalves. As
ostras por exemplo, podem ser influenciadas no processo de filtragio comparando
amostras selvagens (fixadas em substratos de mangue, costdo ou lodo), e amostras de
cultivos (em mesas ou lanternas), pois a densidade populacional, a espacialidade vertical
e o tempo de exposicdo, influenciam a ingestdo dos alimentos por filtracdo (Lima, 2015),
além disso, Christo et al., (2016) observou no Estuario de Paranagud que

microalgas ingeridas por Crassostrea sp. variam de tamanho entre 5 a 260 pm,
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preferencialmente de 10 a 98 um, e com menor predominio de colénias de microalgas em
relacdo a células isoladas, tamanho médio observado por Pabortsava & Lampitt, (2020)
em MP no Oceano Atlantico.

Birnstiel et al., (2019) observou que 100% da amostra de mexilhGes coletados no
litoral do Rio de Janeiro, em ambiente de cultivo e selvagem continham MP, sendo média
de 31,2 + 17,8 MP ind™ para os selvagens e 16,6 + 6,6 MP ind™ para os de cultivo, apesar
de ndo apresentar diferenca significativa, e apds periodo de 93 h de depuragdo, 0s
mexilhdes selvagens diminuiram 46,79% a quantidade de MP enquanto os de cultivo
apenas 28,95%. Fang et al., (2019) observou a presenca de MP em peixes selvagens e
bivalves comerciais em 2 cidades densamente povoadas na China, em que os bivalves
apesar de serem espécies filtradoras tinham menos MP do que peixes, 0 que poderia estar
associado ao processo de depuracdo dos bivalves antes de serem comercializados.

Ao serem cultivados comercialmente mexilhdes e ostras permanecem mais tempo
expostos a uma ampla quantidade de plasticos na coluna d’agua uma vez que a producao
dessas espécies é realizada em longlines de nylon ou em cestos plasticos (lanternas),
amarrados a boias flutuadoras (Suplicy, 2018). Esses materiais ao serem submetidos a
exposicdo continua de radiacdo solar e salinidade, tornam-se quebradicas, sofrendo
fragmentacdo ao longo do tempo. Além disso, no processo de cultivo a densidade
populacional, dispersdo e profundidade, aumentam a biodisponibilidade e frequéncia de
alimentos. Por outro lado, bivalves selvagens expostos na linha entre marés, além de
ficarem expostos a coluna d’agua, também sdo expostos a MP nas dguas superficiais e
subsuperficiais (Cho et al., 2019). Ding et al (2018) observou que o trato gastrointestinal
das amostras selvagens eram menores do que as cultivadas, o que pode ter contribuido
para maior presenca de MP, apesar de Renzi et al, (2018) néo ter observado diferencas
entre os mexilhdes de cultivo e selvagens. Periodos pré-reproducdo, assim como
mudangas de salinidade e temperatura, sdo fatores que influenciam o processo de
alimentacdo (Lima, 2015) e biomassa, e podem contribuir a0 maior ou menor consumo
de MP.

A presenca de MP e congéneres em animais marinhos de consumo humano ja é
conhecida e tende aumentar principalmente nas regides costeiras, sendo uma importante
varidvel ambiental e de saide puablica (Barboza et al., 2018; Miranda & de Carvalho-
Souza, 2016) que pode ser utilizada como alerta antecipado de problemas sanitarios e

ambientais.
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A concentracdo de MP em mexilhGes tem apresentado correlacdo positiva as
aguas circundantes (Qu et al, 2018), além disso, estudos de exposicdo laboratorial
demonstraram que os mexilhdes podem ser bons organismos modelo/sentinela quando se
investiga a captacdo, acimulo e toxicidade dos microplasticos (Gesamp, 2019; Li et al,
2019; Gandara e Silva et al., 2016; Nobre et al., 2015). Capazes de indicar a qualidade
ambiental, os bivalves, como por exemplo os mexilhdes da familia Mytilidae, tem sido
utilizados como bioindicadores de MP em varios locais do mundo (Brate et al., 2018;
Ding et al., 2018; Li et al., 2015; Rochman et al., 2015; Gesamp, 2019). Por serem
especies filtradoras, que se alimentam direto da coluna de 4gua, com ampla distribuicéo
no globo, ndo se locomoverem e responderem de forma homogénea aos poluentes (Li et
al., 2020), a andlise desses bivalves podera a partir de um protocolo de andlise
padronizado, ser utilizada para comparacdo a outros dados mundialmente (Gesamp, 2019)
uma vez que ao longo dos anos ja tem sido utilizados para outros contaminantes
ambientais (Viarengo e Canesi, 1991; Kolm & Absher, 2008; J. Li et al., 2019; Meyer et
al., 1998; Resgalla et al., 2007). Ostras e 0s mexilhdes sdo organismos sésseis,
intermediarios e eurialinos, presentes em costas e estuarios em diferentes latitudes
(Bayne, 1976), o que Ihes permite representar as condi¢cdes ambientais em escala global,
local e de condigdes circundantes.

No Estado do Parand, ainda s&o incipientes os estudos sobre MP no meio ambiente
marinho, apesar da relevancia da tematica e das caracteristicas sui generis do local. O
litoral do Parana possui 105 Km de extenséo linear no sentido norte-sul (Noernberg et al.,
2008) em que a regido sul é formada por cidades de segunda residéncia e veraneio, e na
porcdo norte pelo Complexo Estuarino de Paranagua (CEP) formado de 4 Baias
(Antonina, Paranagud, Pinheiros e Laranjeiras). Na Baia de Paranagua se encontra a maior
cidade da regido com populacdo estimada em 156.174 habitantes (Ipardes, 2020), além
de compor um complexo portuario formado pelos Portos de Paranagua e Antonina,
localizado a montante no CEP (Noernberg et al., 2008). Ao norte no CEP estdo as Baias
de Laranjeiras e Pinheiros que abrigam um dos maiores remanescentes de Mata Atlantica
do Brasil, e fazem parte da Lista de Patrimdnio Mundial (UNESCO, 1999).

Se por um lado Paranagua represente a principal cidade do litoral do Parana,
Guaraquecaba na Baia de Laranjeiras e Pinheiros é composta por ampla area de
Preservacdo Ambiental, que mantém em sua cultura atividades extrativistas de ostras,

marisco e caranguejos, além da pesca e do turismo (Lana et al, 2001).
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A coleta extrativista na regido realizada nos ultimos anos tem diminuido os
estoques nativos, sendo a maricultura uma opgdo a substituicdo dessa prética (IGIA,
2010). A producdo manejada de recursos pesqueiros pode oferecer indices de produgéo
mais robustos, melhoria da gestdo de recursos naturais e financeiros (de Oliveira, 2015)
e exercer menor pressdo sobre bancos naturais de ostras e mexilhdes. Além disso, a
maricultura pode associar gestdo de comércio de ostras e mariscos, aumento na qualidade
do produto através de técnicas de depuracdo e melhora na qualidade dos bivalves. A
producdo de mexilhdo e ostras no Brasil tem sido ampliada em regiGes como o Estado de
Santa Catarina, e passado por estudos de viabilidade de ampliacdo de producdo nos
Estuarios do Litoral do Parand (IGIA, 2010). A maricultura além de ser uma opc¢édo de
renda para comunidades de pesca artesanal local, pode auxiliar na diminuicéo da pressao
extrativista sobre bancos naturais de ostras e mexilhdes na regiéo.

Se por um lado o cultivo de ostras e mexilhdes oferece importantes vantagens de
manejo e de preservacdo de bancos naturais, por outro lado, a sua implantacdo e
manutencdo podem impactar o meio ambiente (Castro et al, 2016). A investigacdo de MP
em bivalves além de ser uma importante variavel de seguranca alimentar, uma vez que 0s
bivalves sdo consumidos inteiros e fonte plastica para a alimentacdo humana (Cho et al,
2019), também pode ser utilizado como bioindicadora (Li et al., 2019) de qualidade
ambiental de MP de aguas circundantes .

Muitas pesquisas tem sido realizadas sobre a ingestdo de MP em espécies de
interesse comercial no mundo (Fang et al, 2020), porém no Brasil os estudos tem se
concentrado principalmente em espécies de peixes em estuarios, agua doce e costa, com
predominio dos estudos na regido norte e nordeste do pais (Dantas et al., 2020; Ferreira
et al., 2016, 2018; Miranda & de Carvalho-Souza, 2016; Possatto et al., 2015; Vendel et
al., 2017), sendo os estudos de bivalves de interesse comercial uma importante lacuna a
ser desbravada no Sul do Brasil com o intuito de ampliar o conhecimento sobre MP na

biota marinha

Objetivo geral

Avaliar a presenga de microplasticos em bivalves comerciais de cultivo e
selvagens no Complexo Estuarino de Paranagua (CEP), verificando a influéncia
antropica e de caracteristicas ambientais na presenca e desses micropoluentes no

ambiente.
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Obijetivos especificos

e Avaliar a presenca e tipo de MP em bivalves Ostreidae e Mytillidae no CEP,
comparando os resultados entre as espécies.

e Auvaliar a presenga e tipo de MP adquirido no mercado municipal de peixe, e
comparar com bivalves adquiridos nas comunidades de pesca artesanal em regido
préxima a areas de protecdo ambiental.

e Verificar as diferencas de MP (composi¢do quimica, cor e tamanho) entre
bivalves de cultivo e selvagens coletados de bancos naturais.

e Realizar analise espaco-temporal sobre a presenca de contaminacdo por MP em

bivalves no CEP.

Hipoteses

H1. Espécies de Ostras de bancos naturais apresentaram menos MP do que
bivalves sob as mesmas condicdes, devido a diferencas morfoldgicas e fisiologicas entre
as espécies;

H2. Espécies adquiridas no Mercado do Peixe apresentardo maior quantidade
de MP do que as coletadas em areas pristinas;

H3. Ostras Selvagens coletados em Bancos naturais apresentardo menor
guantidade de MP comparadas as de cultivo, devido ao intenso uso de polimeros no
processo de cultivo de ostras em cativeiro

H4. Local pristino e controle apresentardo ao longo do ano, menores
guantidades de MP em ostras Crassostrea sp. comparados aos locais previamente

denominados poluidos.

Caracterizagao do local

O Complexo Estuarino de Paranagua (CEP) localiza-se no litoral norte de Parana,
e faz parte de um grande sistema estuarino subtropical (Lana et al, 2001). O CEP 25°00.S
e 25°35.5, e 48°15.W e 48°50.W) compreende dois eixos principais, denominados de baia

de Paranagua com 40 km de extensdo (eixo leste-oeste), e baia das Laranjeiras com 30
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km de extensdo (eixo norte-sul), e area total de 551,8 kmz?, dividido em trés niveis —
hierarquicos (Noernberg et al., 2006), sendo CEP no primeiro nivel, o segundo formado

pelos setores Antonina, Paranagua, Mistura, Laranjeiras e Pinheiros e o terceiro, seriam

sete subestuarios: Cotinga, Nhundiaquara, Cachoeira, Medeiros, Itaqui, Benito e

Guaraquecaba (Noernberg et al., 2008). O CEP circundado por Unidades de Conservacao,

centros urbanos e industria e portos. Em geral, apresenta profundidades inferiores a 10 m,

ocorrendo extensos baixios e uma orla quase continua de manguezais (PDS, 2018).

No litoral do Parand existem 2 espécies de Ostras nativas a Crassostrea
rhizophorae — Ghildin 828, e Crassostrea gasar - Adansan 1757) (Horodeski, 2017;
Absher et al., 2015) também conhecida como C. brasiliana (Lamarck, 1819), que podem
ser extraidas de bancos naturais ou de cultivo, e sdo uma importante fonte de renda para
muitas comunidades do CEP. Além das ostras, os mexilhGes também sdo espécies
encontradas, consumidas e comercializadas na regido, com destaque ao mexilhdes Perna
perna, encontrados principalmente em costdes rochosos, Mytillus guyanensis (Lamarck,
1819) nos mangues e nas marismas, e Mytillus charruana (d"Orbigny, 1842) vivendo em
agregados submersos, em forma de “cachos” e bancos na regidao entre-marés (Absher et
al., 2015). Tais caracteristicas conferem aos Mytillus sp. e as Crassostrea sp. diferentes

biodisponibilidade e consumo de MP ao longo do CEP.

Coleta de dados e analises

Coleta de dados abidticas

Serdo avaliadas varidveis abidticas para caracterizar 0os pontos amostrais e as

condig¢Bes ambientais no momento da retirada dos bivalves do local (IGIA, 2020).

Tabela 1. Variaveis abioticas avaliadas nos pontos de aquisi¢éo de bivalves.

Variavel analisada Unidade Equipamento
Concentracdo de oxigénio mg/L Oximetro
dissolvido
pH - Medidor de pH portatil
Salinidade - Salindbmetro/Refratdmetro
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Saturacdo de oxigénio % Oximetro

dissolvido
Temperatura °C Oximetro
Transparéncia cm Disco de Secchi

Coleta de dados biéticos

A coleta de dados sera realizada de acordo com 0s objetivos a serem observados
na pesquisa, sendo dividida em 4 grupos: G1. Coleta de dados de ostras de cultivo e de
bancos naturais; G2. Coleta de dados de ostras e mexilhdes; G3. Coleta de dados de ostras
em diferentes pontos de contaminacdo; G4. Aquisicdo no mercado municipal de peixes.

Na figura 1 estdo representados o0s 4 grupos de coleta.

Figura 1. Organizacéo dos grupos de coletas de dados
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O G1 serd composto por aquisi¢do de ostras em locais que possuam amostras de
cultivo e de bancos naturais para comparacao de MP entre ambos. A aquisi¢do acontecera
semestralmente no periodo de 1 ano, sendo duas coletas (duplicata) acontecendo na
mesma estacdo do ano, duas no inverno (junho e julho) e duas na primavera (dezembro e
janeiro).

Cada ponto amostrado (em vermelho ou amarelo na figura 2) devera ter coletas
em triplicatas, sendo 3 sublocais de amostragem de forma aleatoria para garantir maior

distribuicdo e homogeneidade da amostra.
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Figura 2. Imagem dos pontos de coleta de ostras ao longo do CEP de fonte
extrativista (bancos naturais) e de producéo comercial (ostreicultura).
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Fonte: Setorizacdo do Complexo Estuarino de Paranagua — CEP (Noernberg e Angelotti, 2009). @ Ostra Crassostrea
sp. de banco natural e © Ostra Crassostrea sp. de cultivo (Ostreicultura).

Tabela 2. Pontos de coleta da comparagdo de presenca de MP entre Ostras
comercializadas de fonte extrativista (Banco Natural) e de producéo (Ostreicultura)

Banco Natural Ostreicultura

Ponto 1. Secdo Medeiros Medeiros* Medeiros

Ponto 2. Secdo na Zona de Mistura Ilha das Pecas* Ilha das Pecas

Ponto 3. Segéo na Zona de Mistura Ilha da Ponta Oeste
Cotinga/Maciel*

*Aquisicdo de pescador artesanal

O G2 em que serd comparado a ingestdo de MP por ostras (Crassostrea sp.) e
mexilhdes (Mytillus sp.), as amostras serdo adquiridas de 4 locais entre a Ponta Oeste da
Secdo de Paranagua e a Zona de Mistura, na Foz da Baia (Figura 3). A aquisicdo/coleta
acontecera semestralmente no periodo de 1 ano, sendo duas coletas (duplicata)
acontecendo no periodo de primavera (novembro e dezembro) e duas coletas no outono
(maio e junho). Cada ponto amostrado, em vermelho para as ostras ou amarelo para os
mexilhdes (figura 3) devera ter coletas em triplicatas, sendo 3 sublocais de amostragem

de forma aleatoria para garantir maior distribuicdo e homogeneidade da amostra.
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Figura 3. Pontos de coleta ostras de ostra Crassostrea sp. e mexilhdes Mytillus sp.

25015

Fonte: Setoriza¢do do Complexo Estuarino de Paranagud — CEP (Noernberg e Angelotti, 2009). O didmetro
vermelho do circulo vazado tem aproximadamente 4 km. © MOexilhdo Myttilus sp. e @ Ostra Crassostrea

sp.

Tabela 3. Pontos de coleta de comparacgéo de presenca de MP entre Crassostrea sp.

e Mytillus sp.
Ostra de Banco Mexilhdo de banco
Natural natural
Ponto 1. Paranagua Teixeira* Teixeira*
Ponto 2. Paranagua Eufrasina* Europinha*
Ponto 3. Mistura Amparo* Ilha das Cobras
Ponto 4. Foz do estuario Ilha da Costéo da Ilha do
Cotinga/Maciel* Mel

*Aquisicdo de pescador artesanal;

O G3 sera composto por coletas de dados em local pristino (Secdo Medeiros), 2
pontos supostamente poluidos (Rio Itibiré e Piacaguera) e um ponto controle (Cotinga)
(Figura 4). As coletas acontecerdo mensalmente no periodo de 1 ano nos pontos do Rio
Itibiré e Ilha da Cotinga, e semestralmente em Medeiros e Piagcaguera com o intuito

verificar a influéncia da urbanizagéo e pressédo antropica na ingestdo de MP por ostras.
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Figura 4. Imagem dos Pontos de Coleta para avaliacdo temporal de contaminacgado
de MP em ambiente poluido, controle e pristino

|
L

Fonte: Setorizagdo do Complexo Estuarino de Paranagua — CEP (Noernberg e Angelotti, 2009). ® Ostra Crassostrea
sp.

Tabela 4. Pontos de Coleta para avaliacdo temporal de contaminagéo de MP em
ambiente poluido, controle e pristino.

Ostra de Banco Ambiente
Natural
Ponto 1. Cotinga Ilha da Cotinga Controle
(Comunidade do
Maciel)*
Ponto 2. Cotinga Rio Itiberé* Poluido
Ponto 3. Medeiros Medeiros Pristino
(Comunidade de
Medeiros
Ponto 4. Mistura Piacaguera”® Poluido

* Pontos controle (Sardi et al., 2016); 2 local supostamente contaminado por MP, que sera confirmado ou substituido
a partir dos dados do artigo 2. Medeiros e Piagaguera serdo realizadas aquisi¢des semestrais.

O G4 sera composto por aquisicdo de ostras e mexilhdes no mercado municipal
de Paranagua. Serdo adquiridas as ostras e mexilhdes em 2 bancas distintas de venda dos
produtos, em datas que coincidam com as aquisi¢fes/coletas em campo.

Coleta de dados e procedimentos analiticos

A anélise espacgo-temporal de contaminacdo de MP em bivalves sera realizada a

partir da analise dos estudos G1, G2, G3 e G4. Esses locais serdo acompanhados
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semestralmente (G1, G2 e G4) ou bimestralmente (G3) com o intuito de identificar a
presenca e tipo de MP, diferencas entre a origem de producgédo/extrativismo dos
espécimes, analise entre as familias de bivalves, e avaliagdo da influéncia da localidade e
pressdo antropica sobre a ingestdo de MP por bivalves.

As amostragens serdo realizadas a partir da compra de ostras e mexilhdes de
pescadores artesanais retirados de bancos naturais e ostreicultura para ostras, e coletas em
costdes rochosos para mexilhdes. Cada local de coleta (pontos vermelhos e amarelos)
serdo amostrados em 3 sublocais diferentes, com no minimo 15 exemplares de ostras e
meio litro de mexilhdes para cada um. As amostras vao ser identificadas e congeladas no
laboratdrio a uma temperatura de -20°C para posterior anélise (Ding et al., 2018).

Para garantir uma maior homogeneidade das amostras, cada local de coleta (banco
natural/ostreicultura) formara um pool de ostras dos 3 sublocais amostrados, do qual sera
retirado aleatoriamente 15 exemplares, que serdo divididos em trés analises (triplicatas)

de 5 exemplares cada (figura 5).

Figura 5. Esquema de analise das amostras a partir das coletas de ostras
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Nota: Palocal de coleta de ostras; Pa1, Paz2 e Passublocais de coletas; Pool sera formado pela somatoria das amostras
dos 3 sublocais; analise em triplicata de n=5 ostras.

No caso dos mexilhdes, um local de coleta sera subdivido em 3 sublocais que terdo
aproximadamente 500 ml de bivalves. As coletas serdo somadas para formar um pool de
1,5 L de mexilhdes para garantir homogeneidade do ponto de coleta. De forma aleatéria
serdo retiradas n=45 unidades com as mesmas propor¢des de tamanho que serdo divididas

em 5 pools de 3 mexilhdes que serdo analisados em triplicata (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de analise das amostras a partir das coletas de mexilhdes
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Nota: Ps local de coleta de mexilhGes; Ps1, Pe2€ Psssublocais de coletas; Pool sera formado pela somatéria das amostras
dos 3 sublocais; analises em triplicata de 5 pool de 3 mexilhdes

Apos o descongelamento e definicdo das amostras a serem utilizadas, os bivalves
serdo limpos para retirada de impurezas agregadas na concha e epibiontes, e na sequencia
medidos em mm através do uso de um paquimetro e pesados.

A abertura das conchas se dara de forma manual, colocando todo o contetdo de
tecido tmido em uma embalagem de aluminio, previamente calcinado a uma temperatura
de 400°C por 4 h para eliminar possivel contaminacdo de MP aéreo no laboratorio. A
embalagem com o tecido Umido sera pesada (g), e apOs processo de liofilizacdo

novamente avaliada o seu peso seco (g).

O indice de Condigdo K dos bivalves Crassostrea sp. sera avaliado e comparado
as amostras com presenca/auséncia de MP e entre os locais de amostragem, baseado na

seguinte férmula (Meyer et al., 1998):

Fator de condi¢do = DM / (Li x Wi/2) x 10.000

DM (peso seco do tecido mole); Li (comprimento da camada nacarada branca); Wi (largura

da camada nacarada branca)

Para os mexilhdes sera utilizado o indice de Condico de mexilhdes a partir do
peso seco dos bivalves dividido pelo volume intervalar (Baird, 1966 citado por Marenzi
& Branco, 2005).

A metodologia de analise de MP em ostras sera adaptada de Ding et al (2018),
representado na figura 7. A partir do descongelamento das amostras e mensuragdes
descritas acima, as ostras serdo liofilizacdo através de digestdo quimica.

Composta por 3 amostras em triplicata para cada ponto de coleta no CEP as ostras

individualmente apds liofilizacdo serdo colocadas em erlenmeyers, acrescido de 250 ml
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de KOH (Hidroxido de Potassio) a 10% (10 vezes v/v) (Sigma-Aldrich). Em seguida
receberdo um banho ultrassonico de 5 minutos para homogeneizacdo das amostras e
serdo submetidos a um periodo de 24 h a 60°C em uma incubadora de oscilagdo a 90
rpm (Shaker).

Ap0s a digestdo quimica, esse material devera ser filtrado através de uma bomba
a vacuo, utilizando um filtro de vidro (GF/F de 0,7 um de tamanho de poro, 47 mm de
diametro - Whatman). Os filtros serdo colocados em placas de Petri cobertas para

secagem em estufa a 50°C, e reservados para analise microscoépica.

Figura 7. Metodologia de analise adaptado de Ding et al (2018)

‘ Descongelamento das amostras

‘ Limpeza e mensuragdes }7 Tamanho e peso (mido

‘ Liofilizagdo

Peso seco

250 ml de 10% KOH

‘ Banho ultrassénico

‘ Digest3o 24h 60°C 90 rpm

Filtro GF/F 0,7um, @ 47mm

‘ Bomba de filtro da vacuo

Caracterizag3o fisica Caracterizagdo quimica
Microscopia .- Espectroscopia

‘ Quantificagio e classificagio ‘ ‘ Tipo de polimero ‘

Para a identificacdo de MP serdo utilizados a caracterizacdo fisica e a
caracterizacdo quimica (Gesamp, 2019).

A caracterizacéo fisica sera através de microscopia (ZEISS, modelo AXIO scapo
Al acoplada a maquina digital com alta resolucéo) que captar e avaliar imagem e video
ampliados para quantificar, classificar os MP quanto ao tamanho, formato, e cor. Além
disso, podera ser utilizado de forma complementar, uma anélise de reacdo fisica
mediante a exposic¢éo de calor, através do uso agulha quente (Shim et al., 2017).

Para caracteriza¢do quimica, uma amostra parcial dos MP observados nos filtros
ap6s secagem serdo analisadas por Micro Espectroscopia de Absor¢do de

Infravermelho por Transformada de Fourier - u-FTIR ou pRaman (Képpler et al., 2016;
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Pegado et al., 2018). Os espectros serdo comparados a partir de biblioteca de data base

prépria, e utilizados para determinar o tipo de polimero presente nos bivalves.

Controle de qualidade das analises

Para a prevencdo de contaminacdo de MP no ambiente e nos matérias de analises,
assim como nas amostras de pesquisa, boas praticas laboratoriais serdo utilizadas como
preconiza Gesamp (2019). A circulacdo de pessoas no laboratério serd controlada
(Morais et al., 2020) para evitar a contaminagdo de MP aéreo, e 0 manuseio das amostras
sera realizado em cabine de fluxo laminar (Covernton et al., 2019), ou uso da capela
previamente limpa (Santana et al., 2016).

Serdo utilizados roupas e jalecos 100% algoddo na cor branca, além do uso de
luvas nitrilicas cor rosa, uma vez que essas cores normalmente ndo estdo presentes nas
matrizes avaliadas. Sera utilizado sempre que possivel vidraria, evitando ao maximo o
uso e o manuseio de plastico. Toda a bancada e o material utilizado sera limpo com alcool
a70% ou puro, agua destilada ou 4gua Milli-Q (Andrade et al., 2019; Brate et al., 2018b;
Morais et al., 2020).

Uma analise de extracdo em branco, sem tecido serd realizada simultaneamente
para corrigir potencial contaminacdo processual de digestdo dos bivalves.

Todos os recipientes e béqueres serdo lavados 3 vezes com agua ultra pura antes
do uso, e as amostras sempre que possivel estardo cobertas com papel aluminio para
evitar contaminagdo do meio (EFSA, 2016). Durante todo o processo da analise das
amostras, roupas de fibras sintéticas e equipamentos plasticos serdo evitados e um filtro
GF/F ficara exposto simultaneamente para verificar contaminacao pelo ar (Brate et al.,
2018)

Analise estatistica

Para a avaliacdo da incidéncia e comparacdo de MP intra e entre espécies, serdo
utilizadas estatisticas descritivas e inferenciais. Sera realizado analise de
homocedasticidade (Teste de Benferroni), caso os dados sejam considerados normais sera
realizado uma Analise de Variancia (Anova), ou seu equivalente ndo-paramétrico (Teste
de Kruskal Wally).
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Sera realizada uma Regressdo Linear entre o indice de Condigo e a quantidade
de MP em Crassostrea sp e Myttilus sp.
Anélise de Componentes Principais sera realizada para avaliar variaveis bioticas

e abidticas no espaco, entre as especies e intra espécie.

RESULTADOS ESPERADOS

Os resultados esperados da pesquisa buscam descrever e comparar a presenca de
microplasticos em bivalves de bancos naturais e de ostreicultura, entre ostras e mexilhdes,
e 0 impacto de ambientes poluidos sobre espécies filtradoras no CEP. Além disso, 0s
resultados buscarédo observar se existem diferengas na presenca de MP ocasionada pelo
tipo de aquisicdo de bivalves. Se bivalves adquiridos direto dos pontos de producao e
coleta apresentam diferenca quando comparados aos pontos de comercializacdo no
mercado do peixe na maior cidade da regido (Paranagud).

A presenga de MP e congéneres em animais marinhos de consumo humano séo
uma importante variavel ambiental e de salde publica, e que podem ser utilizadas como
alerta antecipado de problemas sanitarios e ambientais como bioindicadores.

Ademais, acredita-se que a contribuicdo social decorrente de um estudo como esse
possa desencadear politicas publicas de preservacdo, compensacdo e mitigacdo do

impacto humano no meio ambiente, e politicas de residuos solidos mais rigidas.
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