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RESUMO

Residuos plasticos, ao se tornarem colonizados por microalgas bénticas
nocivas, como o dinoflagelado Ostreopsis cf. ovata, ou cobertos por seus
compostos toxicos, podem se transformar em vetores eficazes para a
transferéncia de ficotoxinas ao longo da cadeia alimentar marinha. O estudo
focou na toxicidade resultante da interacdo entre microplasticos e toxinas
produzidas por O. cf. ovata, compostos analogos a palitoxina, uma potente
neurotoxina de natureza anfipatica. Individuos adultos do microcrustaceo
Artemia sp. foram expostos por 24 horas a quantidades crescentes de
microesferas plasticas de 50 um de didmetro (12,5 a 150 particulas mL'1)
previamente cobertas pelos compostos celulares de O. cf. ovata dissolvidos em
agua do mar, em uma concentragdo equivalente a 9000 células mL™'. Os
microcrustaceos ingeriram as microparticulas juntamente com o alimento n&o
téxico — células de Tetraselmis sp. — fornecido durante o bioensaio, conforme
observacgéo do trato digestério por microscopia o6tica. A analise Probit revelou
uma relagao direta entre a mortalidade dos organismos expostos e abundancia
de microplasticos com os compostos adsorvidos de O. cf. ovata. Os
microplasticos com toxinas adsorvidas resultaram em uma concentracao letal
média (CLsp) de 22,7 particulas mL" para Artemia sp. apoés 12 horas de
exposicao. Os individuos expostos ndo acumularam quantidades detectaveis
de toxinas. Em contraste, individuos expostos somente a Tetraselmis sp. e as
particulas plasticas (sem toxinas) em quantidades equivalentes tiveram 100%
de sobrevivéncia. Comparando com estudos anteriores, as toxinas adsorvidas
nas particulas de microplastico demonstraram ser mais letais do que a propria
célula de Ostreopsis cf. ovata, indicando o potencial impacto dessas
substancias na cadeia alimentar marinha. A pesquisa indica que a presenca de
residuos plasticos no ambiente pode potencializar os efeitos negativos de
floracbes de microalgas téxicas, da mesma forma que evidencia os multiplos
prejuizos ambientais derivados da poluicdo por plasticos. Desta forma,
destaca-se a importancia de desenvolver estratégias de gestdo e mitigacao
eficazes, incluindo medidas de controle de poluigdo e politicas ambientais
robustas. A conscientizagdo publica sobre os impactos negativos dos
microplasticos e das toxinas associadas €, assim, crucial para promover um
ambiente mais saudavel e sustentavel para as futuras geragoes.

Palavras-chave: Microplasticos, Ostreopsis cf. ovata, Toxinas de microalgas,
Palitoxinas, Teste de toxicidade aguda, Ecotoxicologia



ABSTRACT

Plastic waste, when colonized by harmful benthic microalgae such as the
dinoflagellate Ostreopsis cf. ovata, or covered with its toxic compounds, can
become effective vectors for the transfer of phycotoxins throughout the marine
food chain. The study focused on the toxicity resulting from the interaction
between microplastics and toxins produced by O. cf. ovata, compounds
analogous to palytoxin, a potent amphipathic neurotoxin. Adult individuals of the
microcrustacean Artemia sp. were exposed for 24 hours to increasing amounts
of 50 ym diameter plastic microspheres (12.5 to 150 particles mL'1) previously
coated with the cellular compounds of O. cf. ovata dissolved in seawater, at a
concentration equivalent to 9000 cells mL™". The microcrustaceans ingested the
microparticles along with non-toxic food - Tetraselmis sp. cells - provided during
the bioassay, as observed in the digestive tract through optical microscopy.
Probit analysis revealed a direct relationship between the mortality of exposed
organisms and the abundance of microplastics with adsorbed compounds from
O. cf. ovata. Microplastics with adsorbed toxins resulted in a median lethal
concentration (LC50) of 22.7 particles mL™" for Artemia sp. after 12 hours of
exposure. Exposed individuals did not accumulate detectable amounts of
toxins. In contrast, individuals exposed only to Tefraselmis sp. and plastic
particles (without toxins) in equivalent amounts had 100% survival. Compared
to previous studies, toxins adsorbed on microplastic particles proved to be more
lethal than the O. cf. ovata cell itself, indicating the potential impact of these
substances on the marine food chain. The research suggests that the presence
of plastic waste in the environment can exacerbate the negative effects of toxic
microalgae blooms, highlighting the multiple environmental damages derived
from plastic pollution. Thus, it underscores the importance of developing
effective management and mitigation strategies, including pollution control
measures and robust environmental policies. Public awareness of the negative
impacts of microplastics and associated toxins is crucial for promoting a
healthier and more sustainable environment for future generations.

Keywords: Microplastics, Ostreopsis cf. ovata, Microalgae toxins,
Palytoxins, Acute toxicity test, Ecotoxicology.
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1 INTRODUGAO

A producdo em massa de plasticos comecou na década de 1950
(Barnes et al. 2009), e a partir de entdo o seu uso vem aumentando devido a
versatilidade desse material. O descarte incorreto dos residuos plasticos cria
um problema de polui¢do, principalmente no ambiente marinho, muitas vezes
seu destino final. Ao passar por um processo natural de intemperismo e
degradagao no mar, o plastico se fragmenta e gera um novo problema, os
microplasticos (MPs; 1um — 5 mm) ou nanoplasticos (NPs; 1 nm — 1 um)
(Baztan et al. 2017). Essas particulas, ndo visiveis a olho nu, hoje se
encontram presentes no ar, solo, agua doce, agua do mar, gelo marinho, e até
onde nao ha presenca humana, como no oceano profundo (Oberbeckmann et
al. 2014). Pensando na onipresenga desse material em ambientes, varios
estudos hoje focam esfor¢cos em descobrir o impacto que essas particulas
podem gerar para 0S organismos.

Os MPs tém uma elevada relagcdo superficie-volume quando
comparados com fragmentos plasticos relativamente maiores e, portanto, séo
mais propensos a acumular substéncias lipofilicas em sua superficie (Engler
2012, Mato et al. 2001). Servem também como substrato para a colonizag&o
por diversas comunidades microbianas em habitats aquaticos (De Tender et al.
2015, Dussud et al. 2018, Hoellein et al. 2017, McCormick et al. 2014,
Oberbeckmann et al. 2014, Zettler et al. 2013). Os MPs podem ser facilmente
transportados para varios habitats, e os organismos marinhos em todos os
niveis tréficos podem ingeri-los ativa ou passivamente (Seltenrich, 2015). Eles
também podem ser ingeridos indiretamente como resultado da transferéncia
trofica, em que presas contaminadas sao consumidas por predadores (Farrell e
Nelson, 2013).

Os proprios MPs s&o problematicos para os organismos marinhos, mas
sua ocorréncia no ambiente pode representar um problema adicional quando
associada a presencga de toxinas como as produzidas por microalgas, as
ficotoxinas. Particulas de MPs adsorvem, concentram e transportam
contaminantes hidrofobicos da agua do mar para o tecido de organismos
marinhos (Bhattacharya et al., 2010). Ao se adsorver a particulas flutuantes, os

compostos toxicos tornam-se disponiveis na coluna d’agua, potencialmente



facilitando sua entrada em cadeias troficas marinhas (Gallo et al., 2018).
Embora diversas toxinas possuam afinidade aos polimeros plasticos, ha
poucos relatos que descrevem o comportamento da interacdo entre as toxinas
de microalgas e MPs (Ou et al., 2015). Por exemplo, a microalga béntica
Ostreopsis cf. ovata produz substancias analogas a palitoxina, incluindo as
ovatoxinas (OVTXs) e a palitoxina isobarica (p-PLTX), que podem intoxicar
organismos marinhos e se acumular em pescados, possivelmente levando a
intoxicagdo alimentar humana (Brissard et al., 2014). Durante floragées de O.
cf. ovata no ambiente marinho, residuos plasticos podem ser rapidamente
colonizados por grandes quantidades de células toxicas desta espécie (Tibiriga
et al., 2019). Entretanto, ainda ndo se conhece o potencial dos MPs em
adsorverem as toxinas de O. cf. ovata a partir da agua do mar, nem sua
capacidade de servir de vetores destas toxinas para a cadeia trofica.

A palitoxina (PLTX) é uma das moléculas mais toxicas encontradas na
natureza, tendo o potencial de causar intoxicagdes graves e, em alguns casos,
até fatais em seres humanos (Faimali et al., 2012). PLTX e seus analogos tém
a capacidade de se acumular na cadeia alimentar, tendo sido encontradas em
peixes, caranguejos e moluscos em concentragdes significativas durante
floracbes mais intensas de O. cf. ovata (Aligizaki et al., 2011). A ingestao de
frutos do mar contaminados por essa toxina pode resultar em sintomas como
colicas abdominais, nauseas, diarreia, espasmos musculares e dificuldade
respiratoria (Alcana et al. 1988; Onuma et al., 1999). Em caso mais graves, seu
consumo esteve associado a incidentes de intoxicacdo neurologica € mortes
humanas (Tubaro et al., 2011). Além disso, casos de hemorragia nasal, tosse,
febre e problemas respiratorios foram relatados apds a inalacdo de aerossois
marinhos e o contato com agua do mar contaminada com as toxinas, como
ocorre com certa frequéncia no Mar Mediterraneo (Ciminiello et al., 2010). Os
efeitos toxicos podem ser causados tanto diretamente pelos organismos
produtores da toxina, como € o caso do Ostreopsis spp., quanto indiretamente,
através de vetores e organismos suscetiveis a toxina.

A distribuicdo das toxinas, os organismos produtores e as rotas de
exposicao das PLTX e seus analogos sado aspectos interligados, causando
grande preocupacédo tanto para a saude dos ecossistemas marinhos quanto

para a saude humana. Além de afetar individuos, as intoxicagbes também



podem ser observadas em niveis populacionais, levando a mortalidades em
massa de invertebrados marinhos e macroalgas na ltalia (Vale e Ares, 2007),
além de ourigos-do-mar no Brasil (Ferreira, 2006). Impactos visiveis também
foram registrados em organismos marinhos fixos, como cirripedes, mexilhdes e
lapas, bem como em organismos moveis, incluindo equinodermos, cefalépodes
e peixes, apos floragbes de O. cf. ovata, comuns no verao (Ciminiello et al.,
2006; Totti et al., 2010).

Em condicbes propicias, particularmente nos meses de verdo, a
espécie O. cf. ovata tem a capacidade de se proliferar, dando origem a
espessos biofilmes mucilaginosos cobrindo o fundo marinho, ou ainda como
agregados de células flutuantes. Esses aglomerados ficam suspensos
proximos a superficie da agua, e durante esse processo, suas toxinas sao
liberadas devido a lise celular, podendo ser transportadas em aerossois que se
dispersam na maresia, e/ou dissolvidas na agua do mar (Tichadou et al., 2010).
Além da temperatura, outros parametros influenciam na produgao e liberacao
das PLTX na coluna d’agua, como a fase de crescimento populacional e a
salinidade (Pistocchi et al., 2011).

Esses eventos destacam a necessidade de uma compreensao
abrangente das implicagdes das PLTX e seus analogos na saude humana e na
ecologia marinha, visando a mitigagdo e prevencdo dos impactos negativos
associados a essas substancias téxicas. Pensando nisso, esse estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos negativos da interagé&o entre residuos plasticos
e ficotoxinas que causam impactos a fauna marinha. Para tanto, foram
realizados bioensaios de toxicidade aguda para medir o efeito letal da
exposicao de curto prazo do microcrustaceo Artemia sp. a microparticulas
plasticas cobertas com os compostos dissolvidos provenientes da lise de

células de O. cf. ovata.



2 JUSTIFICATIVA

Este estudo buscou fornecer uma contribuicdo significativa para a
compreensao do papel dos microplasticos na adsorcdo e transferéncia de
toxinas ao longo da cadeia alimentar. A adsor¢ao de toxinas em microplasticos
€é um fenbmeno preocupante e pouco compreendido, e sua subsequente
ingestao por organismos na cadeia tréfica pode ter consequéncias prejudiciais
para a saude e o equilibrio dos ecossistemas.

Ao abordar essa questdo, espera-se preencher uma lacuna de
conhecimento existente na literatura cientifica. Compreender como os
microplasticos interagem com toxinas disponiveis no meio ambiente é
fundamental para avaliar os riscos e impactos associados a poluicdo por
plasticos. Além disso, investigar a transferéncia dessas toxinas ao longo da
cadeia alimentar € crucial para identificar potenciais ameacgas a saude humana,
bem como aos organismos e ecossistemas em geral.

Os organismos que foram utilizados para o teste de toxidade sédo O. cf.
ovata que produz neurotoxinas potentes e formam floracbes massivas na costa
brasileira, incluindo o litoral do Parana no verdo, e Artemia sp., espécie de
microcrustaceo que é o organismo modelo ideal para testes de ecotoxicidade,
apresentando relevancia ecolégica (consumidores primarios), desenvolvimento
larval relativamente rapido, facilidade de cultivo (seu ciclo de vida pode ser
facilmente reproduzido em laboratério), além de alta adaptabilidade a
condigbes ambientais adversas, altas taxas de fecundidade, estratégia de
reproducao bissexual/partenogenética (com produgdo de nauplios ou cistos),
pequeno tamanho corporal, adaptabilidade a recursos alimentares variaveis, e
s&o filtradores ndo seletivos sensiveis a substéncias toxicas (Faimali et al,
2012).

Este estudo pode fornecer insights valiosos para o desenvolvimento de
estratégias de gestdo e mitigacado eficazes. Isso inclui a implementagdo de
medidas de controle de poluicdo, a formulacdo de politicas ambientais mais
robustas e a conscientizagado do publico em geral sobre os impactos negativos
dos microplasticos e das toxinas associadas.

Portanto, espera-se que este trabalho proporcione uma base sélida

para futuras pesquisas e ac¢des, contribuindo para a protecdo e conservacgao



dos ecossistemas marinhos e terrestres, bem como para a promog¢ao de um

ambiente mais saudavel e sustentavel para as geragdes futuras.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo analisar a interagdo entre
microplasticos e toxinas produzidas por microalgas bénticas, avaliando os
possiveis efeitos negativos e o0 acumulo de compostos tdxicos em
consumidores primarios que venham ingerir particulas cobertas por estas

substancias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Testar se o microcrustaceo Artemia sp. se alimenta das esferas de
microplastico;

° Testar se 0 microplastico adsorve as toxinas provenientes da microalga
Ostreopsis cf. ovata;

) Avaliar os efeitos letais/agudos da ingestdo de MPs contendo ou nao a
toxina adsorvida de Ostreospsis cf. ovata pelos individuos adultos do

microcrustaceo Artemia sp.



4 REFERENCIAL TEORICO

Ostreopsis spp.

Espécies do género Ostreopsis sao dinoflagelados bentbnicos que
vivem em contato préximo com uma variedade de substratos bidticos ou
abidticos, como microalgas, invertebrados benténicos, areia e rochas (Faust,
1995). Ostreopsis spp. podem se multiplicar massivamente sobre macroalgas e
corais em areas rasas, e formar aglomerados flutuantes junto a superficie,
provocando problemas respiratérios em frequentadores de praias afetadas ou
irritacdo nos banhistas, por inalagdo do spray marinho ou contato cutaneo,
respetivamente. Além disso, a ocorréncia de Ostreopsis spp. pode resultar na
contaminagcdo de organismos marinhos, entrando na cadeia alimentar e se
acumulando em varios grupos de organismos, incluindo crustaceos, moluscos,
peixes e equinodermos. Em ultima instancia, isso pode levar a intoxicagao
alimentar de consumidores humanos por pescados contaminados (Durando,
2007).

As floragdes de Ostreopsis spp estdo associadas principalmente a
aguas calmas, elevacdo da temperatura e alta disponibilidade de nutrientes.
Foram relatadas floragdes massivas recorrentes de Ostreopsis cf. ovata no Mar
Mediterraneo, onde foram associados a impactos sobre invertebrados marinhos
(Faimali et al., 2012), bem como na saude humana por inalagédo (Ciminiello et
al. 2006; 2010) e irritagbes graves da pele (Deeds et al., 2010). No Brasil,
floragdes de O. cf. ovata séo frequentes no Rio de Janeiro (Nascimento et al.,
2012) e também foram relatadas em ilhas no estado de S&o Paulo (Nascimento
et al., 2012) e no Arquipélago de Currais, no estado do Parana (Tibirica et al.,
2019), local de origem das cepas que foram utilizadas nesse estudo. A
distribuicdo geografica de Ostreopsis spp. aumentou nos ultimos tempos por
muitos motivos, mas também devido a essa alga se fixar em material flutuante,
podendo ser transportada inclusive no lixo plastico flutuante (Casabianca et al.,
2019), que é disponivel hoje em diversas formas e tamanhos e em diversos
ambientes (Leite et al., 2022).

O crescimento dela passa por uma fase exponencial até chegar na fase

estacionaria. O perfil de crescimento foi avaliado utilizando cepas de duas
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coletas de aguas italianas ao longo das costas do Adriatico e do Tirreno da
Italia (Guerrini et al., 2010). As duas cepas demonstraram padrdo de
crescimento semelhante, passando 10 dias na fase exponencial e de 28-30
dias na fase estacionaria. Quanto a produgcdo de toxina, a quantidade foi
menor durante a fase de crescimento exponencial, aumentando durante a fase
estacionaria, levando a um teor de toxina extracelular por litro trés a nove
vezes maior do que aquela medida durante a fase exponencial (Guerrini et al.,
2010). Esta quantidade deveu-se presumivelmente a acumulagao de toxinas
durante o crescimento, bem como a um numero crescente de células
quebradas; portanto, a medida que a floragao natural envelhece, o teor de
toxinas na agua pode aumentar.

Varios estudos cientificos indicam que a temperatura da agua
desempenha um papel fundamental na determinacédo das variagdes sazonais e
na abundéncia de dinoflagelados bentbnicos toxicos, como relatado em
publicagdes anteriores (Ballantine et al., 1988; Hallegraeff et al., 1995).
Atualmente, observa-se que as floragdes da espécie O. cf. ovata ocorrem
anualmente na costa italiana, compreendendo o periodo de junho até o final de
outubro, sob diferentes condigbes ambientais. Estas condi¢gdes incluem uma
ampla faixa de temperaturas da agua do mar, variando de 18 a 30°C (Pistocchi
et al.,, 2011). Observou-se que temperaturas mais elevadas, na faixa de 24 a
29°C, estdo associadas ao aumento na concentragao de células de Ostreopsis
na agua do mar. Uma analise abrangente da producao e liberagdo de toxinas
em relacdo as diferentes temperaturas foi conduzida exclusivamente na cepa
Adriatica de Ancona, o estudo demonstrou que a maior quantidade total de
toxinas por célula (medida em picogramas por célula) foi registrada em culturas
mantidas a uma temperatura de 25°C, enquanto a maior concentracao total de
toxinas por litro foi observada a uma temperatura de 20°C. Isso indica que as
condicdes de cultivo a 20°C promoveram o maior rendimento de crescimento
da espécie. A liberacao extracelular aumentou com o aumento da temperatura,
sendo o valor maximo de 27% observado a 30 °C, a condi¢do de crescimento
mais desfavoravel no experimento de temperatura. Isso sugere que altas
temperaturas favorecem a lise celular, levando a liberagdo de toxinas no meio

de crescimento, conforme documentado por Pezzolesi et al. (2012).
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Entre os varios parédmetros quimicos e fisicos, a salinidade é
provavelmente o menos variavel numa base sazonal, no entanto, as zonas
costeiras influenciadas pela entrada de agua doce de grandes rios podem
sofrer importantes flutuagcdes de salinidade. No que diz respeito aos estudos
laboratoriais sobre o efeito da salinidade no crescimento e na producido de
toxinas, em algumas espécies de dinoflagelados planctonicos o tratamento de
diminuicdo da salinidade resultou em efeitos significativos mas nao uniformes
entre os clones (Gedaria et al., 2007; Lim e Ogata, 2005; Maier Brown et al.,
2006) levando a conclusao de que este fator ambiental parece desempenhar
um papel secundario na influéncia do conteudo e crescimento de toxinas
(Pistocchi et al., 2011).

Interacao entre plasticos, algas nocivas e toxinas

A utilizacdo excessiva de plastico em diversas areas e seu descarte
inadequado frequentemente resulta em seu despejo nos oceanos. Além disso,
praticas relacionadas a ambientes marinhos, como aquicultura, pesca e
transporte maritimo, contribuem significativamente para a introducdo de
plasticos nesse ambiente (Hinojosa e Thiel, 2009; Jambeck et al., |,
2015;). Plasticos flutuantes podem atuar como vetores globais para o
transporte de células algais e transferéncia de toxinas produzidas por
microalgas bentdnicas ao longo de cadeias alimentares marinhas (Leite et al.,
2022).

Os detritos plasticos marinhos fornecem uma area superficial
significativa para a colonizagdo potencial por microalgas planctdnicas e
bentbnicas nocivas e para a adsor¢cao de suas toxinas (Casabianca et al., 2019).
Muitos estudos ja realizados comprovam que ha uma colonizagdo de
microalgas, em especial o dinoflagelado béntico Ostreopsis cf. ovata Tibirica et
al. 2019; Maso et al.,, 2016; Zettler et al., 2021), alvo desse estudo,
principalmente em areas costeiras. Mas ainda ha escassez na literatura
estudos e artigos cientificos que investiguem e analisem como as toxinas
liberadas por algas tdxicas podem ser adsorvidas por essas particulas. E

bastante provavel que as toxinas sejam adsorvidas quando liberadas em
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grande quantidade e essas particulas ja estejam envelhecidas por processos
de degradagao no ambiente, aumentando assim a superficie de contato.
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5 METODOLOGIA
5.1  CULTIVO DE MICROALGAS

As cepas de Ostreopsis cf. ovata utilizadas foram isoladas a partir de
material coletado em abril de 2023 no Parque Nacional Marinho das llhas de
Currais, localizado no municipio de Pontal do Parana. Os cultivos monoclonais
foram repicados em frascos Erlenmeyer de vidro (125 mL) contendo agua do
mar filtrada, autoclavada, enriquecida com meios de cultura f/2 (Guillard, 2004)
diluido 2x (“f/4”) sem silicato, mantidos em uma incubadora D.B.O. sob
condicdes ideais de temperatura (26 + 1 °C), irradiancia (~100 pmol fétons m™
s™), salinidade (34 * 2) e fotoperiodo (12: 12 h; claro: escuro). Previamente ao
experimento, o volume do cultivo foi aumentado a partir da inoculagao de novo
meio de cultivo com células em fase exponencial de crescimento.

Além de O. cf. ovata, um cultivo monoclonal da microalga nao-toxica
Tetraselmis sp. foi mantido em meio F/2, em garrafas de vidro com volume de
2L, sob aeracdo constante. Esta microalga serviu de alimento para os

organismos antes e durante os testes.
5.2 CULTIVO DE Artemia sp.

A manutengdo dos microcrustaceos Artemia sp. seguiu o protocolo
estabelecido no Laboratério de Microalgas (LaMic) do Centro de Estudos do
Mar da UFPR. Brevemente, cistos foram expostos a aeragdo intensa e
iluminagao (12 : 12 h) até a eclosao, durante aproximadamente dois dias. Apos
a ecloséo, as larvas, pds-larvas e os individuos juvenis foram alimentados com
quantidades crescentes da microalga nao-toxica Tetraselmis sp. por até 30
dias, quando chegaram na fase adulta e estavam prontas para serem utilizadas

nos experimentos de exposicao.

5.3 EXTRAGAO DA TOXINA E ADSORGAO NO MICROPLASTICO
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As microesferas plasticas de poliestireno (PS) em vermelho, com
didametro de 50 um, foram adquiridas da empresa Lab 261 (Palo Alto, CA,
EUA). Para maior eficiéncia de adsor¢ao das toxinas, as particulas foram
desgastadas por friccdo em um cone de papel abrasivo (lixa de ferro grao 80)
durante 40 minutos utilizando vortex.

Depois de lavadas, as particulas desgastadas foram expostas aos
compostos dissolvidos que foram extraidos de células cultivadas da microalga
béntica Ostreopsis cf. ovata em agua do mar, a uma concentragao
correspondente a 9000 células mL™".

Para a extragao da toxina, as células foram rompidas em ultrassom por
6 minutos para liberagdo dos compostos intra-celulares. A solucédo foi
centrifugada e filtrada para remogao de particulas. As microparticulas foram
entao expostas ao liquido filtrado por cinco dias, sob agitagdo constante em
uma mesa rotatoria.

Apos 5 dias de exposicdo, as particulas ficaram cobertas de
mucilagem (figura 1), entdo foram lavadas com agua do mar em peneira com
malha de 20 ym de abertura, removendo toda a solugéo liquida e mucilagem
que continha as toxinas. As particulas lavadas, contendo as toxinas adsorvidas,

foram dispostas em agua do mar filtrada (0,22 ym) para o teste de exposicao.
FIGURA 1 - MICROPLASTICO COM MUCILAGEM
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54 TESTES DE EXPOSICAO

As esferas de microplastico, previamente expostas as toxinas
dissolvidas, foram colocadas em contato com as artémias em frascos
Erlenmeyer de 100mL, contendo 8 indicuduos no controle e na menor
concentracdo e 7 nos demais frascos. Foram realizados testes com seis
concentracdes diferentes de microplasticos contendo as toxinas, sendo elas
12,5; 25; 50; 75; 115; e 150 particulas mL™" (T1, T2, T3, T4, T5, T6), com trés
réplicas cada (a, b, c), totalizando 18 unidades experimentais, mais 3 controles
(Ca, Cb, Cc), que nao receberam microparticulas plasticas. Aléem do plastico
com as toxinas adsorvidas, foram fornecidas células vivas de Tetraselmis sp.
em quantidade suficiente para alimentacdo de artémias. O experimento foi
repetido com microesferas que ndo foram expostas as toxinas dissolvidas, para
avaliar possiveis efeitos letais provenientes da ingestdo isolada de
microplasticos por Artemia sp.

Em ambas as baterias experimentais, a sobrevivéncia dos individuos
foi aferida ao longo do tempo, apds 12 e 24 horas de exposig¢ao. Os individuos
foram considerados mortos por nao haver movimentagcdo, e foram
imediatamente coletados para analise da ingestdo de esferas por meio da
observacado do trato digestério em microscopio o6tico invertido (Zeiss), sendo
em seguida congelados em microtubos Eppendorf para posterior analise de

toxinas.
5.5 ANALISE DE TOXINAS

Antes da analise da toxina, os individuos de artemia foram transferidos
para um tubo falcon 15 ml, com o volume total de 1,5 ml. As amostras foram
sonicadas, em ultrassom, por 6 minutos. A mistura foi centrifugada a 2500%x5
minutos. Foi transferido 1 ml do sobrenadante para um eppendorf e filtrado com
filtros de seringa (PVDE, 0,22 ym, Analitica, S&o Paulo, Brasil). Os extratos
evaporados em nitrogénio até completa secagem e ressuspensdo em um
volume pequeno de metanol MeOH 90%, resultando em um fator de
concentragcao 20 vezes, sendo filtradas em filtro de seringa 0,22 um antes da

analise.
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Todas as amostras foram analisadas em sistema LC-MS/MS
empregando o método para palitoxinas intactas e seus analogos, monitorando
as transicdes e ions precursores com carga tripla, ou seja, a razdo m/z onde z
€ igual a 3, com minimo de 3 e no maximo 5 transi¢gdes para cada analito ,
exceto homopalitotoxina e 42-hidroxipalitotoxina, que tiveram apenas uma
transicdo m/z. As amostras foram injetadas em uma coluna C18 com volume
de injecdo de 5 pL, mantendo a temperatura da coluna de 40 ° C e modo de
ionizagdo por eletrospray positivo. A fase moével utilizada no modo gradiente
consistiu de agua ultrapura e acetonitrila, ambas suplementadas com 100 nM
de acetato de calcio. Nenhum aditivo acido foi empregado em nenhuma fase

movel.

5.6 ANALISE DE DADOS

A maior parte dos organismos morreu nas primeiras 12 horas de
exposicao, sendo este o tempo de duragdo adotado para o calculo dos efeitos
toxicos. Foi realizada a técnica de PROBIT para a determinacédo do valor de
concentracao letal mediana (CLsg), que mede a concentracdo da substancia
toxica (no caso a densidade de microparticulas por mL) que causa a letalidade
de 50% dos organismos expostos. Essa analise é particularmente relevante em
ecossistemas aquaticos, onde a exposicdo a poluentes pode afetar a vida dos
organismos. Além disso, foram determinadas a concentragdo de efeito nao
observado (CENO) e a concentragéo de efeito observado (CEO). Para isso,
foram realizados testes-t de Student comparando a diferenga estatistica entre o
efeito médio medido no controle com aqueles observados nas menores

concentragdes testadas, considerando um nivel de significancia (a) de 0,05.
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6 RESULTADOS

Os individuos de Artemia sp. ingeriram as microesferas junto com seu

alimento nao-toxico (Tetraselmis sp), demonstrados nas figuras 2a e 2b.

FIGURA 2A — ARTEMIA COM MICROPLASTICO NO TRATO DIGESTIVO
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Em relacdo as analises de toxinas, diversas observacoes foram feitas.
Em relagdo ao padréo palitoxina , as transicbes mais intensas ocorreram em
ordem decrescente: PLTx1, seguido de PLTx3, depois PLTx5, PLTx2 e PLTx4.
No entanto, no pellet de cultura de Ostreopsis cf. ovata, todas as cinco
transigcdes apareceram no mesmo tempo de retencdo, embora a intensidade
dos fragmentos monitorados tenha mudado. No caso de Ostreopsis cf. ovata
extraida pelo protocolo OASIS, a transicdo 4 exibiu o sinal mais intenso,
seguida pela transicédo 5 e depois pelas transi¢des 1,2 e 3. Embora nenhum
padrao de 42-hidroxipalitotoxina estivesse disponivel, varias amostras
produziram valores muito baixos para esta variante da palitotoxina . Sinais
intensos também foram observados em varias amostras para transigdes de
homopalitotoxina . Para a ovatoxina A, a transi¢ao 2 foi a mais intensa, seguida
pela transicdo 1. O mesmo padrao foi observado para a ovatoxina B. No caso
da ovatoxina C, a transigdo 2 foi a mais intensa e a transicdo 1 foi a segunda
mais intensa. No entanto, a analise da forma do pico e do apice revelou que a
transicao 4 da ovatoxina C corresponde a outra substancia, uma vez que o seu
tempo de retencdo e o apice do pico sdao deslocados em comparagdo com
outras transigdes demonstradas. Os niveis de acumulados de toxina pelas
artémias foram menores do que o limite de detectagdo (LOD) da técnica
analitica, que foi de 0,55ng/ml.

Nao houve mortes nos individuos expostos apenas as microparticulas
de plastico, que ndo possuiam toxina adsorvida, mesmo apos 24 horas de
exposi¢cao a concentragdo mais elevada de particulas (150 particulas mL'1)

Os resultados dos testes de toxicidade com microparticulas de plastico
contendo os compostos adsorvidos de Ostreopsis cf. ovata estdo descritos na
Tabela 1 e no Grafico 1 havendo mortes em todas as concentragdes, sendo a
T2, com 25 particulas mL™ a concentragao de efeito observado (CEQO), e a T1,
com 12,5 particulas mL™" a concentragdo de efeito ndo observado (CENO). De
modo geral, apdés 12 horas de exposicdo, o numero (e o percentual) de
artémias mortas aumentou conforme aumentou a densidade de microparticulas
em suspensdo. Por meio da analise probabilistica Probit, o valor de CLsg

calculado para este bioensaio foi de 22,7 particulas mL™".
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TABELA 1 - CONCRENTRAGCAO TOTAL DE PARTICULAS, NUMERO E PORCENTAGEM DE

MORTOS POR CONCENTRAGAO APOS 12 HORAS DE EXPOSICAO

Concentracgao total de

particulas

1250
1250
1250
2500
2500
2500
5000
5000
5000
7500
7500
7500
11500
11500
11500
15000
15000
15000

N° de
mortos

N NNNNOOO0OOO W WO O O~ b~ W

%
mortos

37,5
50
12,5
70
85
85
43
57
43
85
85
85
85
100
100
100
100
100
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GRAFICO 1 - PORCENTAGEM DE MORTALIDADE POR PARTICULAS DE MICROPLASTICO
COM TOXINA ADSORVIDA
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6 DISCUSSAO

A palitoxina (PLTX) é uma das substancias toxicas presentes na
natureza, com potencial para provocar intoxicagdes graves e, em alguns casos,
fatais em seres humanos. Essa toxina e seus analogos tém a capacidade de se
acumular na cadeia alimentar, sendo detectados em peixes, caranguejos e
moluscos durante periodos de floragao intensa de O. cf. Ovata. A ingestao de
frutos do mar contaminados por palitoxina pode resultar em sintomas como
célicas abdominais, nauseas, diarreia, espasmos musculares e dificuldade
respiratoria (Deeds e Schwartz, 2010). Em situagcbes mais severas, 0 consumo
dessa toxina tem sido associado a casos de intoxicagao neurologica e até
mesmo a obitos. Além disso, a inalagao de aerossois marinhos e o contato com
agua do mar contaminada também podem causar efeitos adversos, como
hemorragia nasal, tosse, febre e problemas respiratérios (Thakur e Jha, 2017).
Os efeitos toxicos podem ser desencadeados tanto diretamente pelos
organismos produtores da toxina, como é o caso do Ostreopsis spp., quanto
indiretamente, por meio de vetores e organismos suscetiveis a toxina. As
palitoxinas sdo conhecidas por afetar os canais de sodio nas células, levando a
despolarizacdo das membranas celulares. Esse efeito na atividade elétrica
celular pode interferir na fungdo normal dos tecidos, causando danos aos
sistemas neuromusculares e, em ultima instancia, levando a morte celular
(Ramos et al., 2010). As artémias s&o organismos invertebrados bastante
utilizados para avaliar o potencial impacto ecotoxicolégico de palitoxinas em
nivel marinho. Em um estudo investigando o estresse oxidativo sofrido a
exposicao de palitoxinas derivadas de Ostreopsis spp., observou-se que a
mesma induz aumento significativo de espécies reativas de oxigénio em
individuos adultos de Artemia franciscana (Cavion et al., 2022).

Os valores de CLsg resultantes da exposicao de artémias a células ou
compostos de Ostreopsis spp. variam em funcao da toxicidade da espécie e da
cepa de microalga testada, além do estagio de desenvolvimento do
microcrustaceo exposto e tempo de exposicdo (Pavaux et al., 2020). Em um
estudo realizado com artémias adultas (Neves et al., 2017), mesmo estagio
utilizado no presente estudo, a concentragdo letal mediana foi calculada em

200 células mL™" de O. cf. ovata apds 3 horas de experimento. Comparando
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com o experimento realizado nesse estudo, a concentragdo que causou a

mortalidade de 50% dos individuos foi de 22,7 particulas por mL apds 12 horas

de exposicado. Outras cepas, entretanto, podem alcancar maiores valores de

toxicidade (menores valores de CLsg) apds 24-48 horas de exposigéo (Tabela

2). De qualquer forma, pode-se considerar que particulas de microplastico

contendo toxinas adsorvidas em sua superficie podem ser tdo ou mais letais

que as proprias células de Ostreopsis spp., constituindo assim vetores

eficientes de suas toxinas para os organismos marinhos que as ingerirem.

. TABELA 2 — CL50 DE DIFERENTES TESTES DE OSTREOPSIS EM ARTEMIAS

Espécie Organismo Estagio Efeitos Fonte
Ostreopsis ovata | Artemia salina Nauplios CLs,-48h <4 cells. mL™ Faimali et al., 2012
isolated by A. (Linnaeus, 1758)

Penna
Ostreopsis cf. Artemia salina Nauplios CLso—24h=15 cells. mL" Giussani et al., 2016
ovate (Linnaeus, 1758) ]
Ostreopsis cf. Artemia salina Adultos DL5o(200 cells. mL”’ )= | Neves et al., 2017
ovata UNR-05 (Linnaeus, 1758 3h
Ostreopsis cf. Artemia salina Nauplios CLsy—24h = 0.03 mg. Pagliara and
ovata (Linnaeus, 1758 | (24h apos Caroppo, 2012
eclodirem) mL"
Ostreopsis cf. Artemia Estagio Il - LC50-48h= 1.63 cell. Prato et al., 2011
ovata franciscana 11
(Kellogg, 1906) mL"
Ostreopsis Artemia salina LT50 (250 cells. mL") | Rhodes et al., 2000
siamensis (Linnaeus, 1758) = 24h
Ostreopsis cf. Artemia Adultos =4,7 cell. mL™ Magro, 2021
ovata
Ostreopsis cf. Artemia Adultos =22,7 particulas mL" Esse estudo

ovata

FONTE: Pavaux, A. S., Berdalet, E., & Lemée, R. (2020). Chemical ecology of the benthic
dinoflagellate genus Ostreopsis: review of progress and future directions. Frontiers in Marine
Science, 7, 498.
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Quando comparamos valor de CLsy com outras substancias toxicas
conhecidas, como metais pesados zinco e niquel, temos valores bem
diferentes do de toxinas de algas bénticas. Valores como 0,38 g/L e 0,71 g/L,
em uma salinidade 35, em 48h (Damasceno, 2013), e concentracdo de
Ostreopsis sendo de 8 cells. mL™ + 5 = 115 pg. mL™. Isso mostra como as
toxinas da Ostreopsis spp. séo significativamente mais letais que essas
substancias téxicas, apresentando resultados de concentracdo. Além desses
metais, temos exemplo também com cobre, tendo CLsp 0,16mg/L, em 72 horas
de experimento (Badaro-Pedroso, 2013). Mesmo o cobre, uma substancia
extremamente toxica, nao teve efeito tdo rapido como o microplastico com a
toxina adsorvida.

A dispersdo do plastico por correntes de agua € um fendmeno
preocupante que tem sido amplamente observado em todo o mundo. O
plastico, devido a sua durabilidade, acaba sendo transportado por rios e
oceanos, afetando ecossistemas aquaticos e causando um impacto
significativo na vida marinha. Além disso, a possibilidade de intoxicagdo na
cadeia alimentar € uma consequéncia direta desse problema. E importante
destacar que o plastico, em sua forma original, pode n&o ser letal para os
organismos marinhos de imediato, mas causar efeitos subletais, como o
estresse oxidativo, por exemplo, (Yoshida, et al., 2012). Portanto, é
de extrema importéncia realizar estudos que investiguem como as toxinas
adsorvidas nos plasticos afetam os organismos marinhos. A adsorgdo de
toxinas no plastico € um processo pelo qual substancias téxicas presentes na
agua se ligam a superficie do plastico. Mesmo quando as amostras foram
lavadas e enxaguadas antes de entrar em contato com os organismos, ainda
ha a possibilidade de que residuos de toxinas permaneg¢am no plastico devido
a adsorgao.

Esses estudos s&o cruciais para entender a extensdo do problema da
poluicdo por plasticos e seus impactos na saude dos ecossistemas marinhos e
na saude humana, uma vez que os seres humanos também fazem parte da
cadeia alimentar e podem ser expostos a toxinas presentes em organismos

que ingerem plastico. Portanto, a pesquisa nessa area desempenha um papel
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fundamental na conscientizacdo sobre a necessidade de reduzir o uso de

plasticos descartaveis e adotar praticas mais sustentaveis.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo destaca a capacidade do plastico de atuar como um veiculo
de adsorgao de toxinas, desencadeando potenciais riscos significativos para a
vida marinha e a saude humana. Adsorcao de toxinas por parte do plastico é
um processo de extrema preocupagao, uma vez que os resultados indicam que
essas toxinas, quando ingeridas, tém o potencial de levar a morte de
individuos, e os microplasticos tém sido reportados no interior de diferentes
organismos marinhos e do homem (Brocardo, 2022, Santo de Moura et al.,
2012, Machado et al., 2021, Yan et al., 2021).

Em particular, o plastico revelou ser capaz de adsorver as toxinas do
dinoflagelado béntico Ostreosis cv. ovata. Quando o plastico se torna um
portador dessas toxinas e entra na cadeia alimentar, ele se transforma em uma
ameacga ndo apenas para os organismos marinhos que o ingerem diretamente,
mas também para a saude humana por meio do consumo de pescados

contaminados.
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