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RESUMO

A bituca de cigarro (BC) ¢ um dos detritos mais recorrentes na composi¢do geral dos
residuos solidos descartados irregularmente em zonas costeiras, acarretando em potenciais fontes
de contaminagdo. Os riscos associados a esse tipo de contaminagdo ainda nao foram amplamente
estudados e muitas lacunas no entendimento dos efeitos potenciais sobre a biota aquatica precisam
ser preenchidas. O presente estudo teve como objetivo avaliar os danos induzidos pela exposi¢ado
de mexilhdes da espécie Mytella charruana a lixiviados de BCs. Foram realizados dois
experimentos considerando 24h (T1) e 120h (T2) de exposi¢do em aquarios de 20 L, contendo 16
mexilhdes adultos em cada. Para obtengéo das bitucas, os cigarros foram artificialmente fumados
pelo emprego de uma bomba de vacuo de baixa pressdo. Cinco diferentes tratamentos foram
considerados, sendo um controle (TC), no qual os organismos foram expostos apenas a agua do
mar utilizada para dilui¢do, e quatro diferentes concentragdes, obtidas por dilui¢des progressivas
dos lixiviados: 0,01%, 0,1%, 1% e 10%. Ao final do periodo de exposicao, sete organismos de
cada aquario foram aletoriamente selecionados para a avaliagdo da estabilidade da membrana
lisossdmica, através dos tempos de retencdo do corante vermelho neutro (TRVN). A composigao
e concentracdo dos metais e dos HPA presentes na d4gua do experimento e no tecido dos organismos
foram determinadas por espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas sequencial (GC-MS-MS),
respectivamente. As concentragdes desses contaminantes foram analisadas no lixiviado bruto, na
agua dos aquarios (no inicio e fim dos experimentos) e no tecido dos organismos. No lixiviado,
apenas o Cu, Fe e Zn foram quantificados em concentragdes de 0,053, 0,045 e 0,060 mg L,
respectivamente. As concentragdes destes elementos foram praticamente constantes nos dois
experimentos e em todas as amostras analisadas. O HPA no lixiviado foi de 2.149 ng L™!, com
predominancia dos compostos de baixo peso molecular. Nos organismos, s6 foram detectados o
fenantreno e o naftaleno com concentragdes totais de 3,75 a 15,6 ng g!. Além da bioacumulagio,
outros processos fisico-quimicos contribuiram para a remog¢do dos HPA da coluna d’agua. O
TRVN variou de 0 a 120 minutos, para ambos os tempos de exposi¢cdo. Foram encontradas
diferencas significativas em todos os tratamentos em relagdo ao controle, exceto para a diluigdo
de 1% no experimento T1. No T foi observada uma clara tendéncia de diminui¢ao dos TR com o
aumento da concentragdo do lixiviado. A concentragdo de HPA nos organismos apresentou uma
correlacdo negativa com os TRVN. Os organismos expostos apresentaram alteragdes na membrana
lisossdmica em ambos os experimentos a partir da maior diluig¢do (0,01%), sugerindo que uma
unica BC tem potencial para contaminar e impactar os organismos presentes em aproximadamente
2.500 L de 4gua. A continuidade de estudos com BC ¢ imprescindivel para a plena compreensao
dos reais efeitos que sua poluicdo pode causar no meio ambiente.

Palavras-chave: hidrocarbonetos policiclicos aromaticos; metais trago; estabilidade da membrana
lisossdmica; experimento de exposi¢cao



ABSTRACT

Cigarette butts (CBs) are one of the most common types of waste in the general
composition of garbage discarded irregularly in coastal areas, resulting in potential sources of
contamination. The risks associated with this type of contamination have not yet been widely
studied and many gaps in understanding their potential effects on aquatic biota need to be
addressed. This study evaluated exposure of the mussel Mytella charruana to CB leachates. Two
experiments were carried out with 20 L aquariums, each containing 16 adult mussels that were
exposed for 24 h (T1) and 120 h (T2). To obtain CBs, cigarettes were artificially smoked using a
low-pressure vacuum pump. Five different treatments were set up: a control (CT), where the
organisms were exposed to seawater, and four different concentrations prepared with progressive
dilutions of the leachate (0.01, 0.1, 1 and 10%). At the end of the exposure time, 7 organisms from
each aquarium were randomly selected for evaluating the lysosomal membrane stability through
retention times of the neutral red dye (NRRT). Composition and concentration of metals and
PAHs in both seawater and organisms were determined by inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP-OES) and gas chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(GC-MS-MS), respectively. Concentrations of contaminants were analyzed in the raw leachate,
aquarium seawater (at the beginning and end of the experiments) and tissue of the organisms. In
the leachate, only Cu, Fe and Zn were quantitated at concentrations of 0.053, 0.045 and 0.060 mg
L', respectively. Such concentrations were nearly constant in both experiments and in all samples
analyzed. The ZPAHs in the leachate was 2,149 ng L', with a prevalence of low molecular weight
PAHs. In the organisms, only phenanthrene and naphthalene were detected, with total
concentrations ranging from 3.75 to 15.6 ng g'. Physical-chemical processes other than
bioaccumulation are likely removing PAHs from seawater. At both exposure times, NRRT varied
from 0 to 120 min. Significant differences were found in all treatments when compared to the
control, except 1% dilution in experiment Ti. In T, a clear trend of decreasing NRRT was
observed with increasing leachate concentration. Concentration of PAHs in organisms exhibited
a negative correlation with NRRT. The exposed organisms showed changes in the lysosomal
membrane at both exposure times even in the most diluted treatment (0.01%), showing that a single
CB has potential for contaminating and impacting organisms in approximately 2,500 L of
seawater. Future studies with CBs are essential to fully understand the real effects their pollution
can cause on the environment.

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons; trace metals; lysosomal membrane stability;
exposure experiment.
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1. INTRODUCAO

Segundo o Programa das Nag¢des Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), o lixo no
mar ¢ caracterizado como qualquer residuo solido persistente e manufaturado que foi
descartado intencionalmente ou ndo em ambientes marinhos e costeiros, bem como itens que
atingem os oceanos através de descargas de rios, esgotos, aguas pluviais e ventos (UNEP,
2009). Inumeros impactos ambientais tém afetado negativamente a biota aqudtica em
decorréncia dos aportes destes residuos. Entre essas interagdes prejudiciais, o emaranhamento
e aprisionamento, ingestao e consequente obstrucao de tratos gastrointestinais, diminui¢ao da
taxa de reproducdo, danos no crescimento populacional e introdugdo de espécies invasoras, sdo
alguns dos mais frequentemente reportados (GARCES-ORDONEZ et al., 2020; NAPPER;
THOMPSON, 2020; PATTIARATCHI et al., 2022; WOODS et al., 2021). Do mesmo modo,
o lixo no mar também causa impactos econdmicos pela perda de potencial turistico
(CORRAINI et al., 2018; GALL; THOMPSON, 2015; UNEP, 2016; ROCHMAN et al., 2016).
Em 2016, durante a Assembleia das Nac¢des Unidas pelo Meio Ambiente (UNEA), os paises
membros reconheceram e juntaram esfor¢os para identificar as rotas de entrada de lixo para o
ambiente, a distribuicdo e as areas criticamente afetadas (UNEP, 2016). Como resultado desses
esforcos, estudos cientificos tém avaliado a ocorréncia e a composi¢ao do lixo em diferentes
ambientes marinhos e costeiros, como praias, coluna d’agua, fundos oceanicos e até mesmo
em organismos (GALGANI et al., 2021; MACLEOD et al., 2021; WAYMAN; NIEMANN,
2021).

Estes estudos tém indicado que a bituca de cigarro (BC), apesar de pequena, ¢ um dos
detritos mais recorrentes na composicao geral do lixo descartado irregularmente em zonas
costeiras (ARAUJO; COSTA, 2019; NOVOTNY; SLAUGHTER, 2014). Nesse aspecto, ¢
estimado que 75% dos 6 trilhdes de cigarros consumidos anualmente no mundo, sdo
descartados de forma inadequada no ambiente. Segundo dados da Ocean Conservancy (2012),
esses residuos constituem uma porcentagem consideravel do lixo recolhido em campanhas de
limpeza de praias (variando entre 19% e 38% dos residuos contados), com densidades que
podem variar de 2 a 38 BCs m (DOBARADAN et al., 2017; KUNGSKULNITI et al., 2018).
Além disso em 2015, uma tinica campanha de limpeza de praia realizada ao redor do mundo,
abrangendo voluntarios de mais de 100 paises, recolheu quase 14 milhdes de itens, dos quais 2
milhdes eram bitucas de cigarro (ARAUJO; COSTA, 2019). No Brasil, estudos realizados nas
praias da Baixada Santista, no litoral paulista, também encontraram as bitucas de cigarro entre

os itens mais frequentes (LIMA et al., 2021; RIBEIRO et al., 2021).



Bancos de dados com informacgdes globais sobre o lixo no mar, contabilizavam as BCs
como um tipo de residuo plastico. No entanto, considerando que esse residuo ¢ composto por
pelo menos quatro materiais (cinzas, residuos de tabaco ndo queimado, papel e filtro — Figura
1), BCs veem sendo incluidas como uma categoria propria (NOVOTNY et al., 2009). Os filtros
foram adicionados aos cigarros apenas em meados da década de 1950, depois que evidéncias
cientificas revelaram que cigarros causam sérios problemas de saide humana. Sua fungao
alegada ¢ reduzir os teores de alcatrdo e nicotina inalados pelos fumantes (NOVOTNY et al.,
2009). Entretanto, a eficacia destes filtros ndo ¢ algo unanime entre pesquisadores € ndo ha
evidéncias claras que eles atuam para minimizar os danos a satde relacionados ao ato de fumar
(GREEN et al.., 2022; ITO et al., 2011; NOVOTNY et al., 2009; SANTOS - ENCHEANDIA
etal.,2021). Em 2010, pesquisadores dos Estados Unidos e do Japao afirmaram que a presenca
dos filtros apenas alterou o tipo mais frequente de cancer pulmonar de carcinoma de células

escamosas para adenocarcinoma (STELLMAN et al., 1997).

Figura 1. Desenho esquematico dos componentes das bitucas de cigarro, cinzas, residuo de

tabaco ndo queimado, filtro e os diferentes papeis utilizados na producao do cigarro.

Papel do filtro  Envoltério do cigarro Papel do cigarro

material filtrante

L
N em—

Filtro Tabaco nao queimado Cinzas

Fonte: A autora (2024)

Nas ultimas décadas, os filtros se tornaram motivo de preocupacdo ambiental devido ao
seu componente polimérico, as fibras de acetato de celulose (AC — HARRIS, 2011; ITO et al.,
2011). O AC (Figura 2) ¢ um polimero produzido através da acetilagdo da celulose, pela adigdo
de acido acético e anidrido acético na presenca de acido sulfurico (FISCHER, et al., 2008).
Embora a celulose seja biodegradavel, a adigdo do grupo acetato em sua estrutura a converte

em um material fibroso de dificil degradacdo em condi¢des naturais. Apesar da radiagdo UV
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promover a degradacdo do AC, a presenca do envoltorio de papel no filtro inibe a agdo da
radiac@o sobre as fibras (KURMUS; MOHAJERANI, 2020). Nesse sentido, alguns estudos
tém apontado que a degradagdo do acetato de celulose pode acontecer em condicdes especificas
com alta disponibilidade de luz solar, gerando pequenos fragmentos (<1mm) com persisténcia

de pelo menos 18 meses (ACH, 2006; BONANOMI et al., 2015; NOVOTNY et al., 2009).

Figura 2. Estrutura molecular do acetato de celulose.
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Fonte: A autora (2024)

Em adigdo a elevada persisténcia ambiental, as fibras de AC derivadas do cigarro
fumado podem estar associadas com mais de 7.000 substancias quimicas (NOVOTNY;
SLAUGHTER, 2014). Entre estas, a nicotina, nitrosaminas, compostos monoaromaticos como
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA), e alguns metais, sdo potencialmente toxicos e trazem grande preocupacdo a saude
humana e ambiental. Cabe ainda ressaltar que muitas dessas substincias sdo consideradas
carcinogénicas e apresentam elevado potencial mutagénico (di GIACOMO et al., 2016;

SOLEIMANI et al., 2023; WRIGHT et al., 2015).

O descarte inadequado de BCs ¢ uma das principais rotas de entrada para os
ecossistemas marinhos e costeiros (LIMA et al., 2021; NOVOTNY; SLAUGHTER, 2014).
Desta forma, regides apresentando consideravel quantidade de BCs podem estar sujeitas a
riscos ecologicos, principalmente devido as substancias lixiviadas desses residuos
(DOBARADARAN et al., 2018). Embora alguns estudos tenham sido realizados, os riscos

associados a esse tipo de contaminagdo ainda ndo foram amplamente estudados (ARAUJO;



COSTA, 2019) e muitas lacunas no entendimento dos efeitos potenciais sobre a biota aquatica

precisam ser preenchidas.

A poluicdo ambiental, proveniente da contaminacdo das diferentes atividades
antropicas, seja de origem intencional ou ndo, ¢ um dos desafios enfrentados por agéncias de
protecdo ambiental e de saiide publica nos ultimos anos (KUPPUSAMY et al., 2016;
MADENIJIAN et al., 2020). Poluentes sdo substincias orgéanicas e/ou inorganicas que apos
atingirem ambientes naturais ¢ em determinadas concentragdes, resultam em danos para saude
ou bem-estar dos organismos. O aporte dessas substincias para ecossistemas aquaticos esta
frequentemente relacionado com atividades antropicas, das mais distintas fontes, tais como
atividades industriais, mineragao, turisticas, portuarias e adensamentos urbano. Nesse contexto,
residuos solidos e varios tipos de farmacos, metais, compostos organicos, como derivados do
petrdleo e pesticidas, estdo entre os grupos mais comuns de materiais que podem levar a
poluicdo do ar, solo e agua (KHANMOHAMMADI et al., 2020; KUPPUSAMY et al., 2016;
MADENIIAN et al., 2020).

A contaminagdo de ambientes aquaticos tem se tornado um grave problema, uma vez
que muitas substancias conhecidas por serem toxicas, carcinogénicas e mutagénicas t€ém sido
encontradas com concentragdes significativas em ambientes aquaticos (GARCIA et al., 2006;
PEREIRA et al., 2022; SOARES, 2006; TIBURTIUS et al., 2004). Além disso, a ampla
distribuicdo, persisténcia ambiental, alta toxicidade, ¢ a capacidade de alguns compostos de
bioacumular e biomagnificar, convertem muitas dessas moléculas e residuos em indutores

continuos de danos ambientais em escalas espaciais e temporais (LIU et al., 2019).

Apesar de sua distribuicdo global, os residuos so6lidos depositados em ambientes
marinhos passaram a chamar a ateng@o como potenciais poluentes somente nos tltimos anos e,
ainda assim, poucos sdo os conhecimentos disponiveis quanto as consequéncias de seu acimulo
nos diversos ecossistemas marinhos. Portanto, o que se sabe sobre os danos ecoldgicos e a
satde humana decorrentes do lixo marinho ainda ¢ incipiente (UNEP, 2016). Em decorréncia
disso, diversos estudos cientificos t€ém sido desenvolvidos para avaliar a composigio,

ocorréncia e impactos desse lixo no ambiente aquatico.

Como previamente mencionado, dentre a composicao geral do lixo descartado de forma
irregular em zonas costeiras, BCs vém sendo encontradas em quantidades significativas
(NOVOTNY; SLAUGHTER, 2014; VANAPALLI et al., 2023). Os filtros presentes nas bitucas

e cigarros ja foram associados a diversas substancias, ambientalmente perigosas (NOVOTNY;



SLAUGHTER, 2014), as quais sdo potencialmente lixiviadas ficando biodisponiveis aos
organismos (DOBARADARAN et al., 2018). Nesse contexto, estudos recentes demonstraram
que tanto organismos de coluna d’agua como organismos bentdnicos podem estar sujeitos aos

impactos decorrentes do aporte de BCs em sistemas aquaticos (LIMA et al., 2021).

1.1 EFEITOS ASSOCIADOS AS BITUCAS

Diversos efeitos deletérios estdo associados a exposi¢do a bitucas de cigarro em
decorréncia dos mais de 7.000 compostos quimicos presentes. Toda a cadeia produtiva do
tabaco, incluindo sua plantagdo, producdo e queima resultam na formagdo indireta ou ndo de

uma gama extensa de contaminantes.
1.1.1 Nicotina

A nicotina (Figura 3), principal composto associado ao tabaco e um dos mais estudados
em relag@o aos seus impactos em seres humanos, é classificada como um alcaloide do grupo
amina (GREEN et al., 2014). Além dos danos a saude humana, a nicotina também ja foi
associada a efeitos deletérios em organismos aquaticos (DOBARADARAN et al., 2021,
KURMUS; MOHAJERANI, 2020; MONTALVAO et al., 2019). Ao mesmo tempo que a
nicotina tem a capacidade de ser um inseticida eficaz, ela também levou a intoxicagdo e
alteragdes comportamentais em organismos das espécies Daphnia magna e Daphnia pulez
(LILIUS et al., 1995), além de apresentar toxicidade aguda em trés espécies de foraminiferos
bentonicos, assim como estresse celular e a inibi¢do da calcificagdo desses organismos
(SABBATINI et al., 2023).

Figura 3. Estrutura molecular da nicotina.

Fonte: A autora (2024)



1.1.2 Nitrosaminas

As N-nitrosaminas s8o um grupo de compostos que possuem um grupo nitroso ligado
a um grupo amino (Figura 4 - HECHT, 1998). Esses compostos podem ser encontrados em
matrizes como agua, alimentos, materiais poliméricos (embalagens, brinquedos etc.) e tabaco.
As nitrosaminas tém sido relacionadas ao desenvolvimento de cancer desde a década de 1950,
sendo que mais de 90% dos compostos avaliados apresentaram acdo carcinogénica em modelos
animais (CARLSON et al., 2017; HECHT, 1998). Existem algumas nitrosaminas que sdo
formadas durante a producéo do cigarro (cura, fermentacdo e/ou secagem), essas sdo chamadas
de nitrosaminas especificas de tabaco (NAET) (LOURENCO; OLIVEIRA, 1997). As NAET
também ja foram associadas a diversos tipos de cancer em mamiferos (HECHT, 1998), porém

existe pouca informagao sobre a toxicidade deste composto em organismos aquaticos.

Figura 4. Estrutura molecular de uma N-Nitrosamina que apresenta uma ligacdo entre os
atomos de nitrogénio na qual um deles esta ligado a dois grupos substituintes (R1 ¢ R2) e o

outro apresenta uma dupla ligagdo com o oxigénio.
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Fonte: A autora (2024)

1.1.3 Metais traco

Os metais traco sdo um grupo de elementos naturais presentes na crosta terrestre que
participam de diversos ciclos biogeoquimicos (NETO; WALLNER-KERSANACH, 2008).
Dependendo da fase do ciclo, podem se concentrar em diferentes matrizes (agua, sedimento e
biota). Os metais podem atingir ambientes naturais através de diferentes processos (NETO;
WALLNER-KERSANACH, 2008). Dentre as fontes naturais, a lixiviagdo do solo, a
remobilizagdo de sedimento, a decomposi¢do da matéria organica, as atividades vulcanicas e o
transporte edlico, sdo as mais comuns (NETO; WALLNER-KERSANACH, 2008). As

contribui¢cdes antropicas de metais para o meio estdo ligadas principalmente as atividades



industriais, queima de combustiveis fosseis e incineradores, efluentes domésticos e a

agropecuaria (YABE; OLIVEIRA, 1998).

Os metais podem ser classificados em dois grandes grupos: os essenciais ¢ o0s
micropoluentes (NETO; WALLNER-KERSANACH, 2008). Os chamados essenciais sdo
aqueles que possuem fungdes catalisadoras em processos bioldgicos. Apesar de serem
essenciais para o desenvolvimento, existe uma faixa 6tima de concentragdo desses elementos;
abaixo dela haverd uma caréncia nutricional, enquanto acima dela surgira efeitos toxicos nos
organismos (Figura 5 - NETO; WALLNER-KERSANACH, 2008). Dentre os metais
essenciais, podemos citar calcio, ferro, zinco, cobre e niquel. J& os metais considerados
micropoluentes ndo apresentam nenhuma fun¢do metabolica conhecida, podendo ser toxicos
mesmo em baixas concentracdes (Figura 5). O mercurio, arsénio, chumbo, cadmio e estanho
sd0 os micropoluentes mais frequentemente estudados (NETO; WALLNER-KERSANACH,
2008).

Figura 5. Grafico ilustrativo do desenvolvimento dos organismos em fung¢@o da concentragdo

dos metais essenciais € micropoluentes.

Metais essenciais Metais micropoluentes
Limitante Faixa bxi I A Toxico Letal
6ptima Toxico Letal Toleravel
2 /\ s
g g
£ £
= 2
=} <
>
g g
Y
2 2
9 D
a a
Concentragao Concentragao

Fonte: A autora (2024)

Algo que diferencia os metais de outros tipos de contaminantes ¢ sua persisténcia
ambiental. Os metais ndo sdo degradaveis e tendem a se concentrar em sedimentos e
organismos (NETO; WALLNER-KERSANACH, 2008). Alguns metais desse grupo também
podem apresentar grande capacidade para biomagnificar. Dentre os metais traco, 11 sdo
comumente encontrados em BC e seus lixiviados: arsénio (As), cadmio (Cd), cobalto (Co),
cobre (Cu), chumbo (Pb), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg), niquel (Ni)
e zinco (Zn). Suas concentracdes variam de ng L' a ug L' (ADORATI et al, 2016;



AKHBARIZADEH et al.,2021; DOBARADARAN et al., 2017, MOERMAN; POTTS, 2011;
POPPENDIECK et al.,2016). As, Cd, Cr, Hg, e Pb s@o considerados micropoluentes e ja foram
correlacionados com diversos efeitos toxicologicos, tais como alteragdes enzimaticas,

mudangas comportamentais e alteragdes no crescimento.

1.1.4 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos representam uma familia de compostos
organicos, formados por carbono e hidrogénio, que contém dois ou mais anéis aromaticos
condensados (MEIRE et al., 2007). Os HPA sdo moléculas com baixa solubilidade em agua,
alto Kow (coeficiente de parti¢do octanol-dgua), e grande tendéncia a se depositar e persistir
nos sedimentos (BURNS et al, 1994; LEVINGS er al, 1997). A quantidade de anéis
benzénicos ¢ diretamente proporcional a afinidade lipofilica e inversamente proporcional a
solubilidade em dgua (NETTO et al., 2000; MEIRE et al., 2007). O aumento do peso molecular
e hidrofobicidade eleva a formacdo de complexos entre os HPA e a MO dissolvida, porém o

aumento da salinidade diminui esta tendéncia (NEFF, 1985).

Os HPA se destacam por serem compostos relativamente estaveis, e persistentes no
ambiente, ¢ tendem a se acumular em tecidos de moluscos e crustaceos, além de apresentarem
efeitos carcinogénicos e mutagénicos sobre varias espécies de organismos Vivos
(HARTMANN et al., 2005; SAMANTA et al., 2002). Os HPA de maior peso molecular sdo
mais toxicos; todavia deve-se considerar o ambiente que esta sendo estudado. Na coluna
d’agua, os HPA mais leves (baixo peso molecular) causam maior dano aos organismos
pelagicos por estarem mais biodisponiveis, devido a sua maior reatividade e solubilidade
(BAPTISTA NETO, 2008). Por outro lado, os HPA de maior peso molecular causam maior
toxicidade aos organismos bentonicos, pois devido a sua menor solubilidade, tendem a se

depositar nos sedimentos ou acumular nos lipidios de organismos (NEFF, 1985).

Estudos ecotoxicologicos com peixes observaram alteragdes em atividades enzimaticas,
aumento do tamanho de hepatdcitos, mudangas nos tamanhos e locais das lamelas nas
branquias e presenca de edemas, caracterizando mudangas histopatoldgicas e bioquimicas e
alteragdes comportamentais e fisicas, tais como diminui¢do da velocidade e da resisténcia
natatoria e diminui¢do da acuidade visual quando expostos a dguas contaminadas por HPA
(MELO, 2011; RIBEIRO, 2007). Experimentos com a espécie de copépoda Tishe biminiensis
(Copepoda, Harpacticoida) exposta a sedimento contaminado com HPA resultou em um

decréscimo da fecundidade total desses organismos (TORREIRO-MELO, 2010). Em



organismos bivalves, os HPA ja foram associados a diminui¢do de hemocitos, alteraram a

composi¢do hematica e inibiram a fagocitose de hemocitos, aumentaram a presenca de espécies

reativas de oxigénio (EROS) e causaram danos ao DNA (SUN et al., 2021). Além de afetar a

biota, os HPA também estao relacionados com processos carcinogénicos no ser humano. Para

a populagdo humana, as principais rotas de absor¢do (ou rotas de entrada) de HPA sdo os

alimentos contaminados e o ar atmosférico (NETTO et al., 2000).

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana classificou (USEPA) 16 HPA (Figura 6)

como prioritarios em estudos ambientais, considerando seu potencial toxico ao meio ambiente:

naftaleno, acenaftileno, acenafteno, floureno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,

benzo[a]antraceno,

criseno,

benzo[b]fluoranteno,

benzo[k]fluoranteno,

benzo[a]pireno,

indeno[ 123cd]pireno, dibenzo[ah]antraceno e benzo[ghi]perileno (MEIRE et al., 2007).

Figura 6. Estrutura molecular dos 16 HPA classificados pela USEPA como potencialmente

causadores de danos ao meio ambiente.
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1.2 TESTES DE TOXICIDADE

Os testes de toxicidade sdo utilizados para quantificar os efeitos potencialmente
adversos resultantes da exposigdo a substancias toxicas, analisando o grau toxico sobre um
determinado organismo (COSTA et al., 2008). Resumidamente, eles consistem em expor em
condi¢des controladas, organismos ao contaminante em diferentes concentragdes por um
determinado tempo e observar reagdes predefinidas nos organismos, tais como mortalidade,
alteragdes bioquimicas ou comportamentais. Nesses ensaios também sdo utilizados tratamentos
controle permitindo a comparacdo com os tratamentos em que os organismos estdo sendo
expostos ao contaminante (NETO; WALLNER-KERSANACH, 2008). Os efeitos podem estar
relacionados com a letalidade (efeito agudo) ou com respostas subletais (efeito cronico). Os
testes podem ser classificados em termos de tempo de exposi¢do ou diferentes niveis de efeitos
a serem observados (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Em relagdo ao tempo de exposigao,
eles podem ser testes de toxicidade aguda ou cronica. Os testes que medem os efeitos agudos
possuem tempos de exposi¢do menores que 10% do ciclo de vida do organismo, enquanto os

efeitos cronicos sdo observados apds o tempo de exposicdo maior que 10% do ciclo de vida.

Entre as avaliacdes de toxicidade ambiental realizadas utilizando BCs, destaca se o
trabalho desenvolvido por Wright e colaboradores (2015), que analisaram diversos efeitos
toxicos das fibras, assim como do lixiviado de BCs, em poliquetas. Nesse estudo foram
analisados danos genotdxicos utilizando o ensaio cometa e variagdes comportamentais € no
peso. Outro estudo analisou mudangas no desenvolvimento de embrides de Oryzias latipes
através da mortalidade e do acompanhamento das metamorfoses associadas ao
desenvolvimento (LEE; LEE, 2015). De Souza Abessa et al., (2021) observaram anomalias

morfologicas em microcrustaceos apos exposicao a lixiviados de BCs.

A avaliacdo da estabilidade da membrana lisossomica vem sendo utilizada como um
biomarcador celular generalizado de estresse a poluicao, uma vez que os lisossomos sdo alvo
de uma vasta gama de poluentes e estdo presentes em todas as células nucleadas
(NICHOLSON; LAM, 2005). Muitas substancias toxicas se acumulam nos lisossomos,
podendo causar perturbacdo e danos a membrana lisossomal (MOORE et al., 2006). A
estabilidade destas membranas pode ser avaliada através do método chamado de “tempo de
retengdo do vermelho neutro”, que consiste em expor células da hemolinfa dos organismos ao
corante vermelho neutro (VN). Esta técnica se baseia na hipotese que células saudaveis retém

o VN por mais tempo que células danificadas.
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Estudos ecotoxicologicos dessa natureza demandam a utilizacdo de organismos para
avaliar os efeitos de diferentes estressores ambientais. Para os ecossistemas marinhos,
moluscos bivalves tém sido amplamente utilizados como espécies sentinelas devido as suas
caracteristicas, como extensa distribuicdo geografica, abundancia, acessibilidade no campo,
além de sua importancia ecoldgica e econdmica (CATHERINE et al., 2016). Além disso, o
héabito alimentar filtrador, o comportamento séssil e a alta capacidade de bioacumular
contaminantes em seus tecidos, convertem moluscos bivalves filtradores em biomonitores
ideais para estudos de contaminagdo e consequente poluicdo em ambientes costeiros

(LUCHMANN, et al., 2015).

Conhecido popularmente como sururu, Mytella charruana (Bivalvia: Mytillidae) € um
organismo do filo Mollusca, calcificante, consumidor primario que representa um componente
importante da teia trofica do ecossistema estuarino (NARCHI; GALVAO-BUENO, 1983).
Devido ao habito de ficarem semienterrados nos sedimentos em regides estuarinas, podem
indicar a condi¢do de qualidade da coluna d’agua ¢ do substrato ao qual estdo associados
(NARCHI; GALVAO-BUENO,1983). Essa espécie é um importante recurso pesqueiro por seu
rapido crescimento e resisténcia as variacdes nas condig¢des fisico-quimicas do ambiente
(SANTOS, 2021). Ela também vem sendo utilizada em diversos estudos, como bioindicadora
de contaminacdo pelo emprego de diferentes analises ecotoxicologicas, entre elas, o tempo de
retencdo do corante vermelho neutro pelos lisossomos (ARAUJO, 2022; LARANIJEIRA, 2019;
PUSCEDDU, 2016; SANTOS, 2021).

1.3 PROPOSTA DA DISSERTACAO

Considerando o carater emergente da contaminag¢do de zonas marinhas e costeiras por
BCs, assim como a auséncia de estudos investigando respostas biologicas destes residuos sobre
organismos filtradores de importancia ecoldgica e econdmica, o presente projeto tem como
objetivo avaliar os danos induzidos pela exposi¢do a lixiviados de BCs sobre moluscos
bivalves. Este estudo esta fundamentado na hipdtese de que diferentes concentragdes dos
lixiviados de BCs e os tempos de exposi¢do sdo parametros importantes na indugdo de efeitos.

Organismos bentonicos sdo importantes recursos utilizados na ecotoxicologia como
bioindicadores (BRANDIMARTE et al., 2005). Normalmente possuem baixa mobilidade
estando expostos ¢ refletindo as condigdes ambientais dos locais onde habitam. Mexilhdes sdo
bivalves aquaticos filtradores bastante susceptiveis a contaminantes presentes na agua e no

sedimento, além de serem capazes de concentrar e bioacumular substancias toxicas presentes
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nessas matrizes ambientais (RODRIGUES-ARIZA et al., 1992). Apesar disso, nenhum estudo
realizado até o momento avaliou os impactos potenciais de BCs, inadequadamente descartadas,
sobre esses organismos. Nesse aspecto, cabe salientar que as BCs, mesmo em pequenas
quantidades, podem induzir efeitos deletérios e levar a acumulacdo de substincias perigosas
sobre esses animais habitantes de zonas estuarinas. Além disso, considerando a importancia
economica dessas espécies, que servem muitas vezes de fonte importante de proteina para as

comunidades locais, o presente estudo é relevante.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto foi avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos de lixiviados de bitucas
de cigarro sobre mexilhdes da espécie Mytella charruana, investigando as alteragdes na
membrana lisossdmica destes organismos. Para tanto, as etapas apresentadas abaixo foram

desenvolvidas para atingir o objetivo principal.

- Investigar as alteracdes no estado geral de saude destes organismos através da
estabilidade da membrana lisossomica — com base no tempo de reten¢do do corante vermelho

neutro.

- Analisar e quantificar a concentracdo de metais ¢ HPA nos tecidos dos organismos

expostos aos lixiviados.

- Correlacionar a presenca de contaminantes com os efeitos ecotoxicologicos

observados.

3. MATERIAIS E METODOS

Os mexilhoes utilizados nos experimentos de exposi¢ao a lixiviados de BCs foram da
espécie Mytella charruana, adquiridos de uma fazenda de cultivo estabelecida no interior da
Reserva Extrativista do Mandira (Cananéia - SP). Os mexilhdes foram aclimatados em tanques
contendo agua do mar previamente filtrada ¢ obtida em area isenta de contaminagdo (Figura
7). O periodo de aclimatacdo foi de trés dias e a 4gua dos tanques foi mantida sob constante
filtracdo bioldgica e vigorosa aeracdo. Os parametros fisico-quimicos da agua foram
monitorados e controlados: salinidade - 26, pH — 7,5, temperatura - 25°C ¢ um fotoperiodo de
12h de escuro e 12h de luz. Os mexilhdes foram alimentados com 2 mL de concentrado de

fitoplancton marinho com tamanho entre 4-10 um (PhytogoldS — Brightwell) a cada dois dias.
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Figura 7. Aquarios de aclimatagdo dos mexilhdes.

Fonte: A autora (2022)

3.1 PREPARACAO DOS LIXIVIADOS DE BITUCAS DE CIGARRO

Os pacotes de cigarro foram adquiridos em estabelecimentos comerciais, levando em
consideracdo a marca dos cigarros mais frequentemente encontrada em amostras das praias de
Santos. Para obtencao das bitucas, os cigarros foram artificialmente fumados pelo emprego de
uma bomba de vacuo de baixa pressdo, com um ciclo de 8s de queima ativa e 45s de queima
passiva simulando o ato natural de fumar (Figura 8). A queima foi interrompida usando agua
ultrapura, de modo a manter aproximadamente 1 cm de residuos de tabaco em cada BC. Foram
adicionados quatro BCs por litro de agua do mar reconstituida (salinidade 25) e os frascos
foram agitados por 24 horas em agitador orbital. Os lixiviados obtidos foram filtrados usando
um filtro de fibra de vidro de 0,7 um visando a remogdo do material particulado. Estas solugdes

de lixiviados foram utilizadas para a preparag@o dos experimentos de exposicao.
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Figura 8. Desenho esquematico do sistema de bomba de vacuo para a queima artificial dos

cigarros para obten¢do das bitucas.

Fonte: A autora (2024)

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados em aquarios de 20 L, contendo 16 mexilhodes adultos
em cada. Foram considerados 5 diferentes concentracdes dos lixiviados preparados a partir das
BCs, sendo 4 diluigdes progressivas dos lixiviados nas concentracdes 0,01%, 0,1%, 1% e 10%
(Figuras 9 e 10). O quinto tratamento foi o controle (TC), onde os organismos foram expostos
apenas a agua do mar utilizada para diluicdo. Os tempos de exposi¢cdo considerados nos
experimentos foram 24 e 120 horas. As amostras de agua dos aquarios foram coletadas ao final
de cada tratamento (tempo de exposi¢cdo vs. concentracdo) para posterior quantificagdo dos
HPA e metais. Um aquario adicional com a concentracdo de 10% do lixiviado e sem a adigdo
dos organismos foi mantido ao longo dos experimentos para observar possiveis variagdes da
concentracdo dos compostos devido a processos de aderéncia as paredes do aquario,

fotodegradacao e/ou agdo microbiologica.
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A mortalidade de organismos foi monitorada durante todo o experimento. Ao final de
cada periodo de exposicdo, 7 organismos de cada aquario foram aletoriamente selecionados
para a avaliagdo da estabilidade da membrana lisossomica, através dos tempos de retencao do
corante vermelho neutro. Os tecidos e os organismos restantes foram armazenados em frascos
de vidro previamente descontaminados para analise de metais e HPA. As medidas
morfométricas (altura, comprimento e largura) foram obtidas, assim como o peso (com e sem
concha) de todos os organismos com o objetivo de calcular indices de condig@o de saude dos

organismos utilizados no teste do vermelho neutro.

Figura 9. Desenho do experimento de exposicao.

| Tempo 1 - 24h ]

Controle D1-10% [ D2-1% ) [ D3-0,1% ) D4 - 0,01%
= 16 16 16 16 16
N mexilhdes | mexilhGes ) mexilhdes mexilhdes mexilhdes
Controle =
concen 1
g Controle | D1-10% | D2-1% D3-0,1% D4 -0,01%
< 16 16 16 16 16
mexilhées mexilhdes ) L mexilhdes L mexilhGes y mexilhdes

| Tempo 2 — 120h ]

Fonte: A autora (2024)
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Figura 10. A. Aquarios de exposicdo do tratamento de 1% do lixiviado para os tempos de
exposicdo de 24h e 120h. B. Aquarios de exposi¢do do tratamento de 10% do lixiviado para
ambos os tempos de exposicao.

3 !\A INE
T :

Fonte: A autora (2022)
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3.3 INDICE DE CONDICAO

O indice de condi¢do (IC) é uma ferramenta util para se analisar aspectos nutricionais
de um organismo, considerando gastos e acumulos de reservas energéticas, as quais podem
influenciar a bioacumulacdo de contaminantes (LAWRENCE; SCOTT, 1982). No presente
estudo, os ICs foram calculados para todos os organismos pela razdo entre a massa mole e a
massa total dos individuos. Essa abordagem, tem sido bastante utilizada nas analises de
bivalves para medir a satde geral, crescimento, rendimento de carne, maturidade sexual e

efeitos de estresses ambiental (ZENG; YANG, 2020).

3.4 ESTABILIDADE DA MEMBRANA LISOSSOMICA — LMS

Uma aliquota de 0,5mL de hemolinfa do musculo adutor posterior de cada organismo
foi coletada com o auxilio de uma seringa hipodérmica de 2 mL, contendo 0,5mL de solucdo
fisiologica, e acoplada a uma agulha padrao 21 (Figura 11). A seguir cerca de 40 puL desta
solugdo de células (hemolinfa + solugao fisiologica) foi colocada em uma lamina e exposto ao
corante vermelho neutro previamente preparado. As laminas foram sistematicamente
examinadas em microscOpio a cada 15 minutos para analise da quantidade de células com
lisossomos danificados. O tempo de reteng¢ao do corante vermelho neutro pelos lisossomos foi
obtido pela estimativa da propor¢do de células exibindo “extravasamento” do contetdo dos
lisossomos para o citosol ou exibindo anormalidades no tamanho e cor dos lisossomos e as
células com lisossomos nao danificados. O “end-point” foi determinado quando 50% ou mais
das células exibiram anomalias estruturais ou vazamento do corante para o citosol. O tempo de
retencdo médio para cada tratamento foi calculado pela média do tempo (minutos) dos animais

analisados.

3.5 ANALISES QUIMICAS

Foram realizadas duas analises diferentes para os dois grupos de contaminantes. As
analises dos metais foram realizadas no Laboratério De Quimica Inorganica Marinha do
Instituto Oceanografico da Universidade de Sdo Paulo, supervisionado pelo Prof. Dr. Rubens

Cesar Lopes Figueira. Enquanto os HPA foram analisados na mesma institui¢do pelo
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Laboratorio De Quimica Organica Marinha, supervisionado pela Prof. Dra. Marcia Caruso

Bicego e Dra. Satie Taniguchi.

Figura 11. A. Com auxilio de uma tesoura, a concha ¢ aberta. B. Utilizando uma seringa
hipodérmica contendo 0,5mL de solugdo fisiologica é retirado 0,5mL de hemolinfa dos
mexilhdes. C. 40 pL da mistura de hemolinfa e solucdo fisioldgica ¢ colocada sobre uma

lamina. D. Retira-se o excesso de solugdo da ldmina para posterior coloragao.

Fonte: Martinez-Goémez et al., 2015. (Adaptada)

3.5.1 Metais e Semimetal

A identificagdo e quantifica¢do de sete metais (cadmio - Cd, cromo - Cr, cobre - Cu,
ferro - Fe, niquel — Ni, chumbo - Pb e zinco - Zn) e um semimetal (arsénio — As) presentes nas
diferentes matrizes (agua e tecidos moles dos organismos) foram realizadas empregando

técnicas de digestdo acida seguidas pela determinag@o por espectrometria de emissdo Optica
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com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) (KIM et al., 2016). Os 16 organismos de cada
tratamento foram separados, secos em liofilizador e macerados, formando uma amostra
composta para cada tratamento. Aliquotas de 0,35g de cada amostra foram decompostas em
meio acido utilizando 4 mL de acido nitrico (HNO3) e deixados em repouso por 8h. Apos esse
tempo, foi adicionado 1 mL de perdxido de hidrogénio 30% (H202). Apés 15h, as amostras
foram colocadas em um bloco digestor em sistema fechado a 90°C, por 3h, até a digestdo
completa. Em seguida todas as amostras foram filtradas e diluidas com agua Milli-Q até 35 mL
para posterior analise (KIM et al., 2016). As amostras de d4gua foram coletadas em tubos Falcon

de 50 mL e armazenadas a -4°C até a analise no ICP-OES.

A analise por ICP OES consistiu em passar o extrato das amostras por um plasma de
argdnio durante o qual ocorreu a excitagdo dos elementos que emitem radiacdo especifica,
tornando possivel sua identificacdo. A intensidade dos picos de emissdo permite o calculo da

concentracdo de cada elemento.

3.5.2 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Foram analisados 18 HPA ndo alquilados (denominados HPA parentais) e 11 grupos de
HPA alquilados de 5 compostos com alto potencial toxico (C1, C2 e C3 naftalenos, C1 e C2
fluoreno, C1 e C2 fenantreno, C1 e C2 pireno ¢ Cl e C2 criseno). A referéncia Cn esta
relacionada com o nimero de cadeias alquilicas na estrutura do HPA parental. Sendo assim,
cada CI naftaleno possui uma ligagdo de um grupo metila, cada C2 naftaleno possui dois

grupos metila ligados na sua estrutura principal, e assim por diante.

Aliquotas de 1L de dgua de cada tratamento foram separadas para a extracdo dos HPA.
Em cada amostra foram adicionados 40 mL de n-hexano e 100 pL dos padrdes surrogados, que
consistem em uma mistura de HPA deuterados (acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e
perileno-d12, em concentragdo de 500 ng mL™), exceto para o lixiviado puro no qual foi
utilizado uma aliquota de 500 mL. Apos agitagdo vigorosa por 2 minutos, o extrato organico

foi separado da agua utilizando um funil de separagdo de 2 L.

As analises de HPA no tecido seguiram a metodologia descrita em Chiovatto et al.
(2021) com algumas adaptagdes. Aliquotas de aproximadamente 1 g de cada amostra composta
(descrita acima) foram pesadas em cartuchos de extragdo e, sobre estas, foram adicionados 100
pL dos padrdes surrogados (descritos acima). O sistema Soxhlet, contendo os
cartuchos/amostras, foi montado com baldes de 125 mL contendo 80 mL da solugdo de

diclorometano:n-hexano (1:1, v:v). A extragdo no Soxhlet teve duragdo de seis horas. Em
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seguida, os extratos foram concentrados em um concentrador automatico utilizando géas N até
1 mL e, na sequéncia, foram purificados, através do processo de cromatografia liquida em
coluna de vidro (clean-up). Este procedimento consiste em preencher colunas de vidro (2 cm
de diametro interno) com n-hexano, 8 g de silica na base, 16 g de alumina no meio (ambas 5
% desativadas) e aproximadamente 1 cm de sulfato de sodio no topo. Apos o extrato percolar

a coluna, um volume de 80 mL de n-hexano foi eluido para a remogao dos HPA.

O volume de todos os extratos (amostras de agua e de tecido) foram reduzidos no
concentrador automatico de maneira a obter um volume final de 1 mL. Em cada extrato foi
adicionado 100 pL de um padrdo de recuperagdo de HPA (terfenil — d14 em concentracdo de
500 ng mL™!) para investigar a recuperagiio dos padrdes surrogados adicionados no inicio do

Pprocesso.

Para a identificacdo e quantificacdo dos analitos, os extratos foram analisados em um
cromatografo a gas acoplado a espectrometria de massas sequencial (GC/MS/MS), ambos da
Agilent Technologies (modelos 7890B e 7010B, respectivamente). Um pL do extrato foi
injetado em modo splitless numa coluna capilar HP-5ms (Agilent J&W, GC Columns) com 30
m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno ¢ 0,25 pm de espessura do filme interno. O
gés de arraste foi o hélio com grau de pureza 5.0 e fluxo constante de 1 mL min™' na coluna
capilar. Ambas as temperaturas do injetor e da interface foram mantidas a 300 °C. Para a
separagdo dos compostos, foi utilizada a programacdo de temperatura no forno conforme

apresentado na Figura 12. A corrida completa para a analise de HPA totaliza 23,5 minutos.

Figura 12. Programacdo da temperatura do forno para separacao de HPA.

Rampa de temperatura do forno

300°C

Temperatura (°Celcius)

0 5 10 15 20 25

Tempo de corrida (min)

Fonte: A autora (2024)
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O triplo quadrupolo foi utilizado como analisador de massas e foram monitorados dois
ions por analito (ion precursor e ion produto). O detector foi operado no modo de
monitoramento de reagdes multiplas (MRM). A identificagdo dos compostos foi baseada no
espectro de massas individual e nos tempos de retencdo de cada analito obtidos em padrdes
certificados. A quantificagdo foi baseada no método de padronizagdo interna, que considera a
razdo entre as areas dos picos dos analitos de interesse ¢ as areas dos padrdes surrogados. Esta
razao ¢ utilizada na equacdo da reta gerada em uma curva analitica previamente gerada para
cada analito de interesse. Deste modo, de forma implicita, a corre¢do do surrogado ¢é aplicada
no calculo das concentragdes dos analitos. O controle de qualidade destes procedimentos foi
baseado no branco analitico (5 g de sulfato de soédio calcinado em vez de tecido organico),
amostras em duplicatas, recuperagdo dos padrdes surrogados e andlises de material de
referéncia adquiridos comercialmente para HPA (freeze-dried mussel tissue — adquirido da

National Institute of Standards and Technology — Mytilus edulis: NIST-2974a).

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados referentes ao comprimento dos organismos, indices de condigdo, tempos
de retencdo do corante vermelho neutro, concentracdes dos metais ¢ dos HPA foram
previamente analisados pelo emprego de testes de normalidade e homocedasticidade (Shapiro-
Wilk e Levene respectivamente). Quando os pré-requisitos para analises paramétricas foram
atendidos a comparagdo entre tratamentos foi realizada usando ANOV A unifatorial de teste de
Tukey (comprimento e indices de condicdo) ou ANOVA two-way seguido do teste de Dunnet
(tempo de reten¢do do corante vermelho neutro, metais e HPA). Alternativamente, o teste de
Kruskal-Wallis seguido de teste a posteri de Dunn foi usado quando os dados ndo se
adequavam as premissas paramétricas. Todas as analises foram realizadas usando o software

Statistica 13.0 com nivel de significancia de 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram utilizados 160 organismos adultos ao longo de todos os tratamentos e tempos de
exposicdo. Durante o experimento morreram 3 organismos nas primeiras 24h, sendo um em

cada um dos tratamentos: controle, 0,01% e 0,1%; 2 organismos morreram com menos de 48h
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no tratamento 10%; e 1 morreu no terceiro dia de exposi¢cdo (<72h) no tratamento 1%. Os
demais organismos sobreviveram até o momento da coleta dos dados morfologicos. Os
comprimentos variaram de 37,2 a 62,5 mm, as larguras foram de 13,3 a 33,5 mm e as alturas
foram de 12 a 27,5 mm (Tabela 1). Os pesos totais variaram de 4,70 — 23,4 g e os pesos das
conchas entre 1,66 ¢ 8,97 g.

Tabela 1. Medidas morfométricas dos organismos utilizados durante o experimento de

exposicao.
Peso Total | Peso da Concha | Peso Mole | Altura | Largura | Comprimento
g mm
Maéximo 23,4 8,97 14,6 27,5 33,5 62,5
Minimo 4,70 1,66 3,04 12,0 13,3 37,2
Mediana 11,3 4,66 6,59 18,4 25,6 51,0
Média 11,6 4,65 6,87 18,5 25,5 50,6
Desvio 3,56 1,38 2,35 2,22 3,04 5,24
Padrio

Fonte: A autora (2024)

Com esses dados foi determinado o indice de condi¢do (IC) (Figura 13.A), e foram
analisadas as varia¢des no comprimento dos organismos (Figura 13.B). O IC permite inferir se
as condig¢oes fisiologicas dos organismos sdo diferentes, e o comprimento indica se o tamanho
dos organismos influencia os resultados obtidos no teste de TRVN. Desta forma, ¢ possivel
analisar se as diferengas observadas no tempo de retencdo do vermelho neutro foram
influenciadas pelas condi¢des de saude prévia dos organismos nos diferentes tratamentos

realizados (ZENG; YANG, 2020).

Os resultados mostraram auséncia de diferencas estatisticamente significativas
(Kruskal-Wallis, p > 0,05 para ambos) indicando que os organismos possuiam a mesma
condi¢do fisiologica de satide. Do ponto de vista experimental esses resultados indicam a
auséncia de divergéncias biologicas entre os tratamentos e que os efeitos observados sdo
decorrentes do estresse causado pela exposicdo aos contaminantes. Ou seja, as diferencas entre
os tratamentos e os tempos de exposicdo sdo reflexo das concentragdes e dos efeitos dos

contaminantes experimentalmente avaliados.
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Figura 13. A. Indice de condig¢io dos organismos utilizados nos experimentos de exposigao.
B. Comprimento dos organismos utilizados nos diferentes tratamentos do experimento de

exposicao.
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4. 1 ESTABILIDADE DA MEMBRANA LISOSSOMICA
Todos os tratamentos apresentaram diferencas significativas no tempo de retengdo do

corante vermelho neutro (TRVN) em relacdo ao controle, exceto para a dilui¢do de 1% no T

(Figura 14). Para todas as concentracdes, as alteracdes foram significativamente diferentes
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entre os tempos de exposi¢do, mesmo considerando a menor concentragdo de lixiviado,

indicando que o tempo de exposicdo € crucial para que os efeitos sejam intensificados.

Os organismos de ambientes tropicais apresentam menores tempos de retencdo (TRVN
> 60 minutos) do que os organismos de regides temperadas (TRVN > 120 minutos) (ABESSA
et al., 2005; FRANCIONI et al., 2007; PEREIRA et al., 2007). Bivalves marinhos dos grupos
controle podem apresentar respostas devido ao estresse imposto pelo teste, como observado
para os organismos do grupo controle no T, que apresentaram tempos baixos, mesmo nao
apresentando diferencas significativas. Este resultado €, provavelmente, em funcao do estresse
causado pelas variagdes de salinidade, temperatura ou intensidade de luz, para citar alguns
fatores que poderiam levar a conclusdes equivocadas da condigao geral de satide do organismo

(PEREIRA et al., 2011).

Figura 14. Tempo de reteng¢@o do corante vermelho neutro em organismos da espécie Mytella
charruana expostos a lixiviados de bitucas de cigarro em dois tempos de exposi¢do (24 ¢ 120
h). Os asteriscos (*) indicam diferencga significativa em relagdo aos tempos de exposi¢do 24h
vs. 120h, assim como as diferencas dos diferentes tratamentos em relagdo ao controle

(ANOVA, p < 0,0001).
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Fonte: A autora (2024)

Ostras expostas a uma série de dilui¢des de lixiviados de BC (similares as do presente

estudo) apresentaram diferengas significativas no TRVN somente a partir da dilui¢do de 0,10
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% (ROSA, 2023), sugerindo que os mexilhdes possuem maior sensibilidade aos contaminantes
presentes nos lixiviados. Mexilhdes da espécie M. galloprovincialis foram expostos as
concentracdes de 0,5, 1 e 5 BCs L! por 14 dias, e uma redugio significativa na estabilidade da
membrana lisossdmica sé foi observada na concentragdo de 5 BCs L' (LUCIA et al., 2023).
Os resultados do presente estudo indicam danos significativos em concentragdes muito
menores (0,01%) e em tempos de exposigdo mais curtos (24 h e 120 h), indicando uma maior
sensibilidade para a espécie M. charruana. Porém, a composic¢do dos lixiviados pode variar de
acordo com producdo do tabaco, marca, formas de lixiviagdo e tal composi¢do poderia estar
afetando os organismos de formas distintas. Para serem feitas comparagdes mais
representativas seria necessario expor os organismos de espécies diferentes a mesma solucdo

de lixiviado.

A menor dilui¢do do lixiviado presente na agua (0,01%) representa aproximadamente
1 BC por 2.500 L de agua; isto significa que, uma vez descartada incorretamente, uma bituca
de cigarro tem o potencial para tornar improprio 2.500 L de agua e, consequentemente, causar
efeitos sobre M. charruana. Este resultado é alarmante e representa mais do que o dobro do
valor reportado anteriormente, que afirma que uma bituca pode contaminar aproximadamente
1.000 L de agua com efeito toxico para organismos vivos (GREEN et al., 2014). Na praia de
Boa Viagem/PE, uma praia urbana e um dos pontos turisticos mais populares do estado, foi
calculada uma densidade de 8,85 BC m™ em um transecto de 1.125 m? (da SILVA et al., 2023).
Num evento de lixiviagdo pela subida das marés e utilizando os dados do presente estudo, ¢
estimado que aproximadamente 25 milhdes de litros de 4agua sejam contaminados pelos
residuos das bitucas descartadas irregularmente. Porém, € importante ressaltar que as
densidades de BC ndo sdo uniformes ao longo de toda extensdo da praia; essa distribuigdo ¢
dependente do uso, nivel de urbanidade das praias, assim como da sazonalidade (da SILVA et
al., 2023; DIAZ-MENDOZA et al., 2023; RIBEIRO et al., 2021). Cabe ressaltar que este
calculo ndo leva em consideracdo o poder de dispersdo da zona costeira e assume que o
processo de lixiviagdo ocorrera como o realizado no laboratorio, se caracterizando como uma

estimativa aproximada.

4.2 ANALISE QUIMICA DO LIXIVIADO

No lixiviado bruto foram detectados apenas os elementos Cu, Fe, ¢ Zn com

concentracdes de 0,053, 0,045 e 0,060 mg L', respectivamente (Tabela S1, Figura 15). Os
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demais elementos (As, Cd, Cr, Ni ¢ Pb; 4 entre os 7 analisados) ndo foram detectados ou
apresentaram concentragdes abaixo de seus respectivos limites de quantificagdo (LQs).
Concentragdes de Cu e Zn (0,036 ¢ 0,079 mg L, respectivamente) para lixiviados da marca
de cigarros Winston-silver foram similares as reportadas por este estudo, porém a concentracao
do Fe foi uma ordem de grandeza maior com 0,758 mg L' (SOLEIMANI et al., 2022a). Nio
foi detectado arsénio no lixiviado do presente estudo, porém lixiviados preparados com uma
quantidade maior de bitucas de cigarros por litro (em média, >10 BCs L!) apresentaram
concentragdes de 32,8 a 59 ug L' (MANSOURI et al., 2022). Uma comparagio feita com cinco
marcas diferentes de cigarro encontrou que a marca Winston possui em média as menores
concentracdes de As lixiviados (MANSOURI et al., 2022). A variagdo desses elementos pode
estar relacionada com o cultivo do tabaco, pois sdo dependentes do tipo de solo e dos
fertilizantes utilizados, considerando que esses fatores podem alterar os niveis de metais na
planta de tabaco (DAI et al., 2021; LISUMA et al., 2021; ROSELLI et al., 2021). Cerca de 58
a 150 kg de metais sdo introduzidos anualmente no meio ambiente provenientes da lixiviagdo
de bitucas de cigarro, baseando-se na concentragio de 43 ug L por BC e em valores
aproximados de 165 bilhdes de cigarros consumidos por ano (90% descartados irregularmente)
(FARZADKIA et al., 2022). O tabaco ¢ uma das culturas que mais exigem pesticidas, sendo
associado ao uso de pelo menos 50 tipos diferentes, que podem ser potenciais fontes de metais

para a planta (BAILEY et al., 2013; DAVILA et al., 2020; SOLEIMANI et al., 2022a).

A concentragio total de HPA no lixiviado foi 2.149 ng L™, com os compostos de baixo
peso molecular (low molecular weight — LMW) perfazendo aproximadamente 98% do total
(Figura 16). O naftaleno e seus homologos alquilados foram os predominantes, variando entre
61,0 e 1.488 ng L', resultando numa concentragdo total deste grupo de 2.007 ng L™ (aprox.
90%). Tais compostos, em geral, possuem maior solubilidade que os de alto peso molecular
(high molecular weight - HMW; 4 a 6 anéis) e tendem a se concentrar em agua, refletindo nas
maiores concentragdes relativas observadas nas amostras (SOLEIMANI et al., 2022a).
Concentragdes similares de naftaleno foram reportadas para lixiviados provenientes de BC
queimadas (filtro queimado, residuo de tabaco ndo queimado e cinza), BC ndo queimadas e
filtros de BC (FBCs - SOLEIMANI et al., 2022b), sugerindo que estes compostos ja estdo
presentes no cigarro antes da queima. Entre estas trés matrizes, as BCs apresentaram as maiores
concentracdes de THPA, seguido dos FBCs (SOLEIMANI et al., 2022b). Em oposi¢do ao
presente estudo, os demais HPA apresentaram valores mais elevados. O fenantreno foi o

segundo HPA mais abundante, com uma concentra¢io de 49,9 ng L''. A predominancia deste
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HPA e do naftaleno e seus alquilados também foi reportada por Dobaradaran ef a/ e Soleimani
et al (2019; 2020; 2022b). Entre os HPA de HMW, o benzo[a]pireno foi o mais abundante com
12,2ng L™, porém o fluoranteno, pireno, C1—pireno e benzo[a]antraceno também apresentaram
concentragdes acima do limite de quantificagio (2,5 ng L™!). Compostos como o benzo[a]pireno
e benzo[a]antraceno apresentaram maiores concentracdes em BC do que outras matrizes e
componentes do cigarro, como a fumaca ou o lixiviado, provavelmente decorrente da sua baixa
tendéncia de volatilizar ou solubilizar, o que pode explicar sua baixa concentrag@o no lixiviado
(SOLEIMANI et al., 2022a). Esta informacao ¢ muito relevante, pois indica que a composi¢do
quimica do lixiviado ndo necessariamente reflete as reais propor¢des desses HPA presentes na

BC.

Figura 14. Concentracdo de metais lixiviados das bitucas de cigarro. (*) elementos que

apresentaram concentracdes abaixo dos seus respectivos limites de quantificacao.
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E conhecido que o 6leo bruto ¢ uma fonte significante de HPA para o ambiente e que a
presenca de 6leo resulta em diversos impactos adversos a biota. As concentragdes observadas
no lixiviado causaram preocupagao pois foram da mesma ordem de magnitude de uma amostra
de fragdo solivel do 6leo bruto em 4dgua do mar (FSA): aproximadamente 2.315 ng L'
(MULLER et al., 2021). Os autores obtiveram estas concentragdes a partir de 9 g de 6leo bruto
em 3 L de solug@o aquosa e cabe ressaltar que a distribui¢do relativa entre os HPA foi similar
ao do presente estudo, com os compostos de LMW predominando em relagdo aos de HMW.
Essas concentragdes causaram a reducdo do crescimento e modificagdo na morfologia de

células das zooxantelas (MULLER et al., 2021).

Figura 15. Concentra¢des de HPA lixiviados de bitucas de cigarro.
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O processo de lixiviagdo ¢ influenciado por pardmetros abidticos, sofrendo variagdo em

decorréncia do pH, salinidade e tempo de permanéncia na agua; valores de pH mais acido e
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salinidades baixas apresentam maior capacidade de lixivia¢do para diversos contaminantes,
incluindo metais, nicotina e nitrosaminas, do que aguas alcalinas e salgadas, como a agua do
mar (AKHBARIZADEN et al., 2021; ROSELLI et al., 2021). Apesar disso, a lixiviagdo de
metais em aguas salgadas ocorre principalmente nas primeiras 24h de contato com a agua,
enquanto em agua doce essa dessor¢ao € mais lenta e sua maxima ocorre com mais de um més
apos o contato inicial (AKHBARIZADEN et al., 2021). Em oposi¢@o, 0s compostos organicos
de LMW sao lixiviados principalmente nas primeiras horas da exposi¢do das bitucas a dgua
doce, atingindo um maximo nas primeiras semanas, enquanto os compostos de HMW apenas
comecam a ser lixiviados a partir de 20 dias de contato com a agua (DOBARADARAN et al.,
2020). Estes resultados evidenciam a importancia do tempo de residéncia (ou tempo de
permanéncia) da BC num ambiente aquatico. Em sua composi¢@o quimica, as 4guas marinhas
apresentam, além dos diferentes sais, material particulado em suspensdo e matéria orgénica,
que pode resultar na formagdo de complexos e substincias insoliveis com os contaminantes
presentes nas BCs, removendo esses metais e outros contaminantes da coluna d’agua e
possivelmente diminuindo sua biodisponibilidade (KOUTELA et al., 2020; MOERMAN;
POTTS, 2011).

Outra caracteristica importante das bitucas ¢ a flutuabilidade. A principio as BC flutuam
na coluna d’agua, podendo ser carregadas por longas distdncias em rios ou correntes marinhas
para lugares com parametros fisico-quimicos distintos do local onde foram originalmente
descartadas (ENGLER, 2012). Sua flutuabilidade esta relacionada com a hidrodindmica local.
Sob agitagdo, as BC apresentam menor tempo de residéncia na coluna d’agua e se depositam,
fato que leva em média 7 dias para ocorrer (com um maximo de 18,5 dias em experimentos
laboratoriais) (LIMA et al, 2021). Em geral, uma hidrodinamica alta tende a diminuir a
deposicdo dos materiais em suspensdo. Porém, por se tratar de residuos porosos, esta
hidrodinamica ira favorecer o preenchimento dos espacos intersticiais das BCs pela agua. O
presente estudo utilizou d4gua com salinidade 26 e um tempo de lixiviagdo de 24h. Desta forma,
espera-se ter atingido o periodo de dessor¢do maxima dos metais em aguas salgadas/salobras e
boa parte dos compostos organicos de LMW. O lixiviado também foi mantido em constante
agitacdo, simulando uma alta hidrodinamica, tanto com objetivo de diminuir a flutuabilidade
quanto para acelerar o processo de lixiviagdo. Desta forma, em um cendrio ambiental, os
compostos lixiviados de BCs podem induzir efeitos deletérios em diferentes organismos a
depender dos seus habitos de vida (de SOUZA ABESSA et al., 2021; GREEN et al., 2022;
LUCIA et al., 2023; MANSOURI et al., 2020). Isso ocorre pois, logo que atinge a coluna
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d’agua, os compostos mais hidrofilicos sdo lixiviados, causando efeitos em organismos
pelagicos. Posteriormente, na medida em que se depositam no assoalho, com o aumento do
tempo de lixiviagdo, os compostos mais hidrofobicos particionam para o sedimento e/ou biota,

atingindo outra variedade de organismos (NETTO et al., 2000; MEIRE et al., 2007).

4.3 ANALISE QUIMICA DOS MEIOS EXPOSICAO

Apenas o As e o Fe foram passiveis de quantificagdo nas amostras de 4gua obtidas
durante os experimentos, com concentragdes 0,0747 + 0,016 e 0,0149 + 0,004 mg L,
respectivamente (Tabelas S2 e S3). O As foi detectado em todos os tratamentos, com pequenas
variagoes (< 21%) entre os diferentes tratamentos e tempos de exposi¢do (Figura 17.A). Como
ndo foi encontrado no lixiviado, conclui-se que o As presente nestas solugdes tem origem na
agua controle utilizada no preparo das diluicdes. O Fe também foi encontrado em todas as
dilui¢des, o que era esperado, pois foi encontrado tanto na dgua controle como no proprio
lixiviado (Figura 17.B). Da mesma forma que para o As, as variacdes entre os diversos
tratamentos foram pequenas (< 20%), oscilando entre 0,010 e 0,028 mg L. Estas variagdes
estdo dentro do erro analitico da metodologia empregada (coeficiente de variagao <20%),
considerando as dilui¢des realizadas para os tratamentos. Cu e Zn apresentaram concentracdes

de 0,053 ¢ 0,060 no lixiviado, porém, uma vez diluido, os valores ficaram abaixo do LQ.
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Figura 16. A. Concentracdes de As nos aquarios de exposi¢do em ambos os experimentos; B.
Concentragdes de Fe nos aquarios de exposi¢do em ambos os experimentos.

As A

0,12

0,09

0,06

Concentrag¢ao (mg L")

0,03

Fe B

0,12

0,09

0,06

0,03

Concentragao (mg L")

TO Tl T2

mmm Controle 0,01 wem(,] we=] )]0 —1Q

Fonte: A autora (2024)

31



No To, a agua utilizada para os aquarios controles dos diversos experimentos
apresentaram concentragio média de THPA de 205 + 2,93 ng L™!, também prevalecendo os
compostos de LMW, que representaram mais de 95%. Assim como no lixiviado, o composto
mais abundante foi o naftaleno (114 ng L), seguido do fenantreno (43,1 ng L!). Os demais
compostos de HMW apresentaram concentragdes < 2,5 ng L', Ao final do 1° experimento
(apos 24h) o aquério controle apresentou variacdo de aproximadamente -40% (128 ng L!) e
ap6s 120h, a concentracio foi 92,4 ng L', o que representa uma diminui¢do de 55% (Figura
18). Estes resultados sugerem que os HPA estdo sendo removidos da coluna d’agua — seja por

processos de evaporacgdo, degradacdo, acumulacdo nos organismos ou perda por aderéncia nas

paredes do aquario.

Figura 17. Concentrac¢des do somatorio de HPA na dgua dos aquarios controle nos trés tempos

de exposigdo (To - Oh; T1 — 24h; T2 — 120h).
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A concentragdo dos HPA foi determinada a agua dos aquarios com 10% de lixiviado,

considerando a presenga e auséncia de organismos. Os resultados apresentaram uma diferenga
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percentual relativa de ~25% (Figura 19), o que ¢é aceitavel como variagdo da metodologia
utilizada, indicando que as concentragdes sdo similares. Esta informagdo também sugere que,
se houve transferéncia para os organismos, as concentragcdes foram relativamente baixas
estando dentro da variacdo do método. Em relagdo ao inicio dos experimentos houve uma
reducdo da concentragdo em 76% nas primeiras 24h e em 84% ao final de 120h. Isto sugere
que nao houve fontes de contaminagdo externas e, em contrapartida, existem outros processos
de remogao dos HPA ocorrendo simultaneamente a possivel acumulagdo pelos organismos, tais

como aderéncia as paredes do aquario, fotodegradacgdo e/ou agdo microbioldgica.

Figura 18. Concentra¢des de HPA na agua dos aquarios considerando as solugdes preparadas

com 10% do lixiviado.
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4.4. ANALISE QUIMICA DOS ORGANISMOS

As concentracoes de metais nos organismos variaram de ndo detectado (nd) a 253 mg
kg! (Fe, controle do T1) (Tabela 2). O Pb nio foi detectado em nenhuma das amostras, enquanto
Cd, Cr e Ni apresentaram concentragdes <LQ. Os demais elementos foram separados em 3

grupos com concentragdes de ordens de grandeza similares: As e Cu < 10 mg kg™!; 40 mg kg™!
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<Zn <60 mg kg''; e Fe com concentragdo > 100 mg kg™!. O Fe apresentou a maior concentragio
em todas as amostras seguido do Zn e As. Nao foram observadas variagdes significativas entre
os tratamentos ¢ nem entre os tempos de exposi¢do, indicando que os organismos mantiveram
suas concentragdes de elementos-trago originais. Este resultado ja era esperado uma vez que as
solugdes de exposicdo ndo continham estes metais e, no caso do Fe, a concentragdo inicial nos
organismos era cerca de 4 ordens de grandeza maior do que na agua, sugerindo que, se algum
acumulo ocorreu, foi imperceptivel frente a concentragdo inicial. Recentemente, mexilhdes
coletados na mesma regido do presente estudo, durante os periodos verdo e inverno,
apresentaram concentracdes de metais maiores que aquelas reportadas aqui em ambas as
estacdes do ano, exceto para As (7,0 = 4,4 mg kg') durante o verdo, que apresentou
concentracdes similares (TREVIZANI et al., 2023). Estes dados reforgam a hipotese que os
organismos foram previamente contaminados no ambiente e as concentragdes nio sio

decorrentes da bioacumulag@o apds a exposicdo aos lixiviados.

Dentre os 29 HPA analisados nos organismos, antes do experimento, apenas o
fenantreno foi detectado com uma concentragdo de 3,75 ng g™. Ao final dos experimentos o
mesmo resultado se repetiu para os organismos dos aquarios controle, resultando numa média
de 3,84 £ 0,32 ng g!. Este resultado ¢ interessante do ponto de vista analitico e demonstra que
os organismos nao acumularam HPA ao longo dos experimentos, ainda que a agua utilizada
para exposicao (dilui¢do e controle) tenha apresentado niveis mensuraveis de varios HPA. Nos
organismos expostos aos diferentes tratamentos, também foram detectados apenas o naftaleno
e o fenantreno (Tabela 3). Os organismos expostos as maiores concentragdes de lixiviados
(10%) apresentaram concentragdes significativamente maiores do que os organismos no To (>

200%), em ambos os experimentos.

As concentragdes observadas nos organismos de cada tratamento foram subtraidas das
concentracdes encontradas nos organismos do controle, com o objetivo de calcular o acimulo
referente aos HPA presentes nas diferentes solugdes de exposi¢io (Tabela 3, Figura 20). E
possivel observar que os organismos do T, em todos os tratamentos, apresentaram
concentracdes maiores de XHPA em relagdo ao Ti, com excegdo do tratamento 10%,
corroborando a hipdtese de que o tempo de exposicao ¢ fator fundamental para o processo de
bioacumulagdo nos mexilhdes (YANCHEVA et al., 2018.) Entretanto, considerando-se a
variagdo aceitavel propria da metodologia (20 %), observa-se que ndo ha diferenca entre os
resultados obtidos entre os trés tratamentos: 10% do T1 e 1 e 10 % no T2, sugerindo que, para

concentracdes maiores do lixiviado (10%), a acumulagao atinge seu ponto maximo ja em 24 h.
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Um estudo recente realizado com ostras apresentou dados contraditérios no qual o tempo de
exposicao (24h — 96h) ndo influenciou significativamente a bioacumulacao das ostras (ROSA,
2023). Esses resultados sdo intrigantes considerando que ambos 0s organismos ocupam o
mesmo nivel na teia trofica. Isto reflete as diferencas inatas de cada espécie a estimulos
similares, tais como capacidade de depuragdo, limite de acumulacdo e alimentagdo (PEREIRA

etal.,2011; SZCZYBELSKI et al., 2019).
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Tabela 2.

Concentracdo de metais no miisculo dos organismos.
T1 T2

Label To

Controle 0,01 0,1 1 10 Controle 0,01 0,1 1 10

mg/kg

As 7,77 7,45 6,11 7,44 7,41 8,23 8,46 6,93 6,09 9,39 6,78
Cd <0,848* 1<0,848* <0,848* |<0,848* [<0,848* |<0,848* |<0,848* |<0,848* [<0,848* |<0,848* [<0,848%*
Cr <1,01* <1,01* <1,01* <1,01* <1,01* <1,01* <1,01* <1,01* <1,01* <1,01* <1,01*
Cu 6,24 6,52 6,06 6,26 6,13 6,88 7,23 6,29 6,61 7,57 6,58
Fe 201 253 172 199 210 165 207 145 172 175 211
Ni <1,99* <1,99* <1,99* <1,99* <1,99* <1,99* <1,99* <1,99* <1,99* <1,99* <1,99*
Pb ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Zn |54 54,6 51,7 55,6 51,6 52,3 51,5 46,7 49 55,5 52,7

* — Limite de quantificac@o de cada analito;
ND = néo detectado.

Fonte: A autora (2024)
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Tabela 3. Concentragdes acumuladas do naftaleno e fenantreno no musculo dos organismos.

T T
Composto 0,01% | 0,10% | 1% | 10% }0,01% [ 0,10% | 1% | 10%
ng g’
Naftaleno 4,58 | 3,64 | 0 | 11,5 | 4,58 | 432 | 6,86 | 4,63
Fenantreno 0 0 0,48 0 420 | 7,71 |5,18 | 4,95
Total 4,58 | 3,64 (1048 11,5 ] 8,78 | 12,0 | 12,0 9,58

Figura 19. Concentra¢do de HPA acumulados nos organismos.
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Outro fator importante a ser realcado ¢ a porcentagem da massa de HPA acumulada

(%MA) pelos organismos em relagdo a massa a qual eles foram expostos. Para calcular a MA,

foi multiplicada a concentracdo de THPA encontrada nos organismos pela massa total pesada

de organismos expostos em cada tratamento. A massa de exposicdo foi calculada através da

concentragao de cada tratamento vezes o volume de 4gua nos aquarios (20L). As %MAs foram

entre 0,1 e 10%, exceto na diluicdo 10% do Ti, que apresentou uma alta taxa de acumulagio
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equivalente a 20%. Os resultados mostram que a %MA ¢ irrelevante em comparagdo ao
decréscimo das concentragoes de HPA ocasionado por outros fatores além da bioacumulagdo
(média 9,2% vs 79% descritos acima). Isto corrobora a hipotese que os outros processos

predominam na remocao dos HPA da coluna d’agua.

As concentragdes de HPA acumuladas nos organismos apresentaram uma correlagao
inversa com os dados do TRVN, nos diferentes tratamentos para cada tempo de exposi¢do
(Figura 21). Este resultado ¢ corroborado por um estudo que analisou TRVN em mexilhdes
transplantados de areas com extrema poluicdo por HPA (FRANCIONI et al., 2007). Os
organismos desse experimento expostos ao tratamento 1% apresentaram concentracdes de HPA
menores do que as dilui¢des 0,01 e 0,1%. Embora nio seja possivel determinar o motivo desta
menor acumulagdo, este resultado foi refletido nas respostas do TRVN, onde se observou um
aumento no tempo de retengdo do corante, sugerindo que possivelmente pode ter ocorrido
alguma alteragdo no preparo das solugdes de exposicdo. Da mesma forma, no segundo
experimento (maior tempo de exposi¢ao), foi observado uma relag@o inversa entre acimulo de
HPA e resposta do TRVN. O valor mais baixo de concentracdo acumulada observada no
tratamento de 10% esta dentro da variagdo aceita do erro analitico do método (20%) e, portanto,
as concentragdes reportadas para os tratamentos de 1 e 10% sdo, estatisticamente, similares.
Corroborando nossos resultados, experimento com mexilhdes-zebra (Dreissena polymorpha),
de agua doce, expostos a HPA por 96 horas e 31 dias (concentragdes entre 1 - 3 pg L)

apresentaram danos as membranas lisossomicas (YANCHEVA et al., 2018).

38



Figura 20.A. Relagdo da concentracdo de XHPA nos organismos ¢ o tempo de retengdo do
corante vermelho neutro no experimento de 24 h (T1); B. Relagdo da concentragdo de XHPA

nos organismos e o tempo de retengdo do corante vermelho neutro no experimento de 120h
(T2).
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Os lisossomos sdo organelas citoplasmaticas de membrana Unica envolvidos na
degradacdo do material absorvido pela célula por endocitose, mas o mais importante ¢ que sdo
capazes de acumular um amplo nimero de diferentes classes de contaminantes quimicos
(JOHANSSON et al., 2010; MARTINEZ-GOMES et al., 2015). Eles s3o extremamente
sensiveis a concentragdes minimas de produtos quimicos toxicos que penetram nas células e a
mudanga de estabilidade foi relatada como extremamente rapida em mexilhdes expostos até
mesmo a concentragdes de contaminantes organicos e inorganicos na ordem de nmol L!
(MARTINEZ-GOMES et al., 2015). O ensaio do tempo de retencio do corante vermelho
neutro ¢ uma metodologia bastante eficiente, confidvel e sensivel para a analise da satide geral
dos organismos ¢ ja foi empregada na exposi¢ao de diversos contaminantes como HPA, metais
e outros compostos quimicos presentes em lixiviados de BC (CORTEZ et al, 2018;
ISTOMINA et al., 2020; MARTINEZ-GOMES et al., 2015; OKAY; KARACIK, 2008;
YANCHEVA et al., 2018). Uma comparagao utilizando o TRVN e a taxa de filtracdo da agua
de mexilhdes mediterrdneos (Mytilus galloprovincialis) expostos a diferentes HPA concluiu
que o TRVN ¢ uma ferramenta mais sensivel para analise da contaminacao por HPA utilizando
concentragdes que variaram de 1 a 400 pg L' (OKAY; KARACIK, 2008). O TRVN é uma
metodologia tdo estabelecida que vem sendo incluida em programas de monitoramento por
organiza¢des como o Conselho Internacional para Exploragdo do Mar (ICES — International
Council for Exploration of the Sea), comissdes de Oslo e Paris (OSPAR) e a Convencgédo de
Barcelona (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2008). O ensaio de retengdo do corante vermelho
neutro ¢ considerado uma ferramenta confidvel para avaliar a estabilidade da membrana
lisossomica que representa um biomarcador de estresse geral, bem como um indicador
progndstico para possiveis patologias e, como tal, ¢ um indicador fisiopatologico do estado de

saude do mexilhdo.

Os lisossomos sdo as organelas degradativas, agindo em vias endocitica, fagocitica e
autofagica (MARTINEZ-GOMES et al., 2015). A integridade das membranas lisossomais sdo
essenciais para muitos processos celulares, desde a manutencdo da homeostase celular até o
controle de qualidade e reciclagem de macromoléculas e organelas. Esse funcionamento
também esta associado as membranas lisossdmicas por serem altamente suscetiveis a efeitos
oxidativos de espécies reativas de oxigénio (JOHANSSON et al.,, 2010). A perda da
estabilidade dessa membrana, resultante da exposi¢cdo a contaminantes como, por exemplo,
lixiviados de BC, pode afetar a resposta imunoldgica, a nutricdo e a reprodugdo desses

organismos (AVIO et al., 2015; CAMPOS et al., 2022). Porém, os danos a estabilidade da
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membrana lisossOmica ndo se restringem apenas ao organismo: essas alteracdes ja foram
correlacionadas com a producdo de gametas e desenvolvimento larval, que levariam a
alteracdes populacionais, possivelmente impactando toda a teia trofica (MOORE et al., 2006,
MARIGOMEZ; BAYBAY-VILLACORTA, 2003).

Os resultados experimentais mostraram efeitos significativamente diferentes do
controle, mesmo em baixas dilui¢des. Considerando a ocorréncia ambiental significativa de
BCs em zonas costeiras, tais efeitos deletérios podem potencialmente se reproduzir em
ambientes naturais contaminados por esse tipo de residuo. As BC estdo associadas a mais de
7.000 diferentes substancias quimicas, muitas das quais induzem toxicidade (CORTEZ et al.,
2018; OKAY; KARACIK, 2008; YANCHEVA et al., 2018). No presente estudo, somente dois
grupos de contaminantes foram investigados. A correlacdo entre os efeitos na estabilidade da
membrana lisossdmica e o aumento da concentragdo do lixiviado foi evidente, porém os metais
ndo apresentaram variagdes representativas, indicando que as alteracdes observadas nao sdo
decorrentes desses elementos. Por outro lado, a variagdo inversa e proporcional entre os HPA
e os efeitos observados sugerem que este grupo pode ter contribuido para as alteragdes das
membranas lisossomicas. Entretanto, devido a complexidade da matriz das BC, ¢ possivel que
os efeitos sejam resultantes dos HPA combinados com outras substancias ou mesmo apenas
dessas outras substancias, como a nicotina e nitrosaminas, que ja foram associadas a efeitos

toxicos na biota (CARLSON et al., 2017; GREEN et al., 2014; MONTALVAO et al., 2019).

5. CONCLUSAO

As condicdes experimentais (salinidade e temperatura) para a lixiviagdo das BC
utilizadas neste estudo favoreceram a remocdo de altas concentragdes de HPA mas nio de
metais. Os HPA de baixo peso molecular foram predominantes em comparagdo com oS
compostos de alto peso molecular, provavelmente em funcdo de suas solubilidades, tendo o
naftaleno como o composto de maior concentracdo em ambas as matrizes analisadas (agua e
organismos). Além da absorg¢do pelos organismos, outros processos fisico-quimicos, tais como
adesao as paredes dos aquarios e adsor¢ao ao material biologico particulado, contribuiram para
a remocdo dos HPA da coluna d’agua ao longo dos experimentos. Nado foi possivel
correlacionar os metais com danos observados, uma vez que ndo foram lixiviados em
concentracdes mensuraveis. Os HPA foram bioacumulados nos organismos e representaram
um grupo provavel de estressores capazes de causar instabilidade nas membranas lisossomicas.

Entretanto, outros contaminantes associados as BCs podem estar contribuindo para os efeitos
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observados no presente estudo. O tempo de exposicao ¢ um fator crucial na intensificagdo das
alteragoes identificadas nas membranas lisossomicas dos mexilhdes. A partir dos experimentos
realizados, pode-se concluir que uma tinica BC tem potencial para contaminar e impactar os
organismos presentes em aproximadamente 2.500 L de agua, sendo capaz de causar alteracoes

na membrana lisossomica nas primeiras 24 h de exposi¢ao.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e metais no lixiviado.

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Metais

Baixo Peso Molecular Alto Peso Molecular

ng L! mg L!
Naftaleno 1488 | Fluoranteno 4,85 As ND
C1- Naftaleno 165 |Pireno 493 | Cd ND
C2- Naftaleno 293 | Cl- Pireno 7,44 Cr ND
C3- Naftaleno 61,0 |C2- Pireno <2,5% | Cu 0,053
Acenaftileno 29,7 |Benzo[a]antraceno 5,19 | Fe 0,045
Acenafteno 6,68 |Criseno <2.,5* | Ni <0,020*
Fluoreno 11,3 |[ClI Criseno <2,5% | Pb <0,033*
C1- Fluoreno ND | C2 Criseno <2,5% | Zn 0,06
C2- Fluoreno <2,5*% |Benzo[b]fluoranteno ND
Fenantreno 49,9 |Benzo[k]fluoranteno ND
C1- Fenantreno <2,5* | Benzo[e]pireno ND
C2- Fenantreno <2,5*% |Benzo[a]pireno 12,2
Antraceno 10,1 |Perileno ND

Indeno[123cd]pireno ND

Dibenzo[ah]antraceno <2,5%

Benzo[ghi]perileno ND
Total 2149
LMW 2105 |ZHMW 17,41
LMW/Total 97,9% | HMW/Total 0,81%

* — Limite de quantificacdo de cada analito;

Fonte: A autora (2024)
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Tabela S2. Concentragdo dos metais nos aquarios no momento To de ambos os experimentos de exposicao.

To
. Lixiviado | Aclimatacio 24h 120h
Unidades Controle | 0,01 0,1 1 10 | Controle | 0,01 0,1 1 10 CcC
me L!
As ND 0,091 0,104 | 0,058 | 0,071 | 0,061 [<0,044%| 0,085 [<0,044%| 0,045 | 0,046 |<0,044%| 0,106
cd ND ND <0,008* | <0,008* | <0,008*| ND ND ND ND [<0,008*| ND ND ND
Cr ND <0,010* ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Cu 0,053 <0,016* <0,016* |<0,016* | <0,016* [ <0,016* | <0,016* | <0,016* [<0,016* | <0,016* | <0,016* | <0,016* | <0,016*
Fe 0,045 0,02 0,014 | 0,028 | 0,011 | 0,014 | 0,017 0,01 0,009 | 0,013 | 0,024 | 0,013 | 0,011
Ni <0,020* <0,020* <0,020* |<0,020*| ND [<0,020* [ <0,020% | <0,020* [<0,020* [<0,020%| ND |<0,020*| <0,020*
Pb <0,033* <0,033* <0,033* | ND [<0,033*| ND |<0,033*| <0,033* [<0,033*| ND |<0,033*|<0,033*]| <0,033*
Zn 0,06 <0,032%* <0,032* | <0,032%* | <0,032* [ <0,032* [ <0,032* | <0,032* [<0,032* [<0,032* | <0,032* | <0,032* | <0,032*

* — Limite de quantificac¢do de cada analito;
CC — Controle dos contaminantes;
ND = néo detectado.

Fonte: A autora (2024)
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Tabela S3. Concentracao dos metais nos aquarios ao final dos dois tempos de exposicao.

T1 T2
Unidades | Controle | 0,01 0,1 1 10 cC Controle | 0,01 0,1 1 10 cCc
mg L-!

As <0,044* 0,075 | <0,044* | <0,044* | 0,086 0,088 <0,044* 0,077 |<0,044* | 0,097 |<0,044* | <0,044*
Cd ND <0,008* [ <0,008* ND ND ND ND <0,008* | <0,008* | <0,008* ND ND
Cr ND ND ND ND ND ND <0,010* ND ND ND ND ND
Cu <0,016* | <0,016* | <0,016* | <0,016* | <0,016* [ <0,016* | <0,016* | <0,016* | <0,016* | <0,016* | <0,016* [ <0,016*
Fe 0,020 0,011 0,022 0,013 0,038 0,011 0,063 0,013 0,010 0,013 0,015 0,010
Ni <0,020* | <0,020* ND ND <0,020* [ <0,020* | <0,020* | <0,020* | <0,020* | <0,020* ND <0,020*
Pb ND ND ND ND | <LQ <LQ ND <LQ | ND <1Q | <LQ ND
Zn <0,032* | <0,032* | <0,032* | <0,032* | <0,032* [ <0,032* | <0,032* | <0,032* | <0,032* | <0,032* [ <0,032* [ <0,032*

* — Limite de quantificagdo de cada analito;

CC - Controle dos contaminantes;

ND = nao detectado.

Fonte: A autora (2024)
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