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RESUMO

A problematica dos residuos plasticos ganhou maior aten¢do nas ultimas duas décadas
devido a descoberta de diminutos fragmentos entre 1pm e Smm, nomeados microplasticos (MPs),
especialmente em ecossistemas aqudticos. A maior parte das investigagdes ainda ocorre nos
ambientes aquaticos, com prevaléncia do ambiente marinho, embora pesquisas relacionadas a
ecossistemas de agua doce e terrestres estejam ganhando popularidade. Estudos com peixes e
crustaceos sugerem desbalan¢o na homeostase i6nica, causado por alteragcdes na concentragdo e no
transporte de fons apos exposicdes a MPs, especialmente de célcio. Para organismos calcificadores
tal ion € essencial para o processo de biomineralizagao, que permite a fabricacao de conchas e partes
mineralizadas. Assim, o presente trabalho objetivou investigar os efeitos de MPs de polietileno (PE)
em biomarcadores da biomineralizacdo do gastropode dulcicola Pomacea canaliculata, como
atividades enzimaticas (Ca?>"ATPase e anidrase carbonica) e concentragio de célcio, nos tecidos da
borda do manto e da glandula digestiva e hemolinfa. Para tanto os animais foram expostos a 20
ug/L (MP) e agua desclorada (CTR) em dois sets experimentais: (1) animais em condi¢ao
fisioldgica, por 24 ¢ 72 h e (2) animais em condic¢do de regeneragdo, por 72 € 120 h. Os resultados,
em ambas as condi¢des, indicaram que os MPs promovem alteragdes na concentracao de célcio
hemolinfatico e na atividade das enzimas Ca2*ATPase e anidrase carboOnica, nos tecidos da borda
do manto e da glandula digestiva. No primeiro set, ndo foram observados padrdes nas respostas
enzimaticas da glandula digestiva, enquanto a ativacao das atividades enzimaticas na borda do
manto sugerem a manutengo da calcificacdo. Para o segundo set as respostas sugerem captagdo de
calcio via alimentagdo, enquanto as redugdes de atividades enzimaticas no manto sustentam a
utilizacao de outra via para recuperar a area lesionada. Além disso, a presenca de MPs aumentou a
taxa de regeneracdo da concha de P. canaliculata, o que pode estar associado a tentativa de
imobilizacao das particulas pela calcificacdo, embora o mecanismo permaneca incerto. Por fim,
podemos afirmar que (20 pg/L) MPs de PE foram capazes de alterar a disponibilidade de calcio da
hemolinfa em ambos set experimentais, bem como aumentar as atividades enzimaticas envolvidas

no processo de biomineralizagao, especialmente no manto dos animais sem lesao.

Palavras-chave: Calcificacdo, Calcio, Ca2" ATPase, Concha, Moluscos, Polietileno



ABSTRACT

The plastic waste issue has gained increased attention in the last two decades due to the
discovery of tiny fragments between 1pm and Smm, named microplastics (MPs), especially in aquatic
ecosystems. Most research still takes place in aquatic environments, with a prevalence of the marine
environment, although research related to freshwater and terrestrial ecosystems is gaining popularity.
Studies with fish and crustaceans suggest imbalance in ion homeostasis, caused by changes in ion
concentration and transport after exposures to MPs, especially calcium. For calcifying organisms, this
ion is essential for the biomineralization process, which allows the manufacture of shells and
mineralized parts. Thus, the present work aimed to investigate the effects of polyethylene (PE) MPs
on biomineralization biomarkers in the freshwater gastropod Pomacea canaliculata, such as enzymatic
activities (Ca2"ATPase and carbonic anhydrase) and calcium concentration, in mantle edge and
digestive gland tissues and hemolymph, respectively. Animals were exposed to 20 pg/L (MP) and
dechlorinated water (CTR) in two experimental sets: (1) animals in physiological condition for 24 and
72 h and (2) animals in regeneration condition for 72 and 120 h. The results, in both conditions,
indicated that MPs promote changes in hemolymph calcium concentration and in the activity of the
enzymes Ca2" ATPase and carbonic anhydrase, in both tissues. In the first set, the absence of a pattern
in the enzymatic responses of the digestive gland suggests greater sensitivity of this epithelium to MPs,
while the activation of the activities in the mantle edge indicate maintenance of calcification. For the
second set, the responses suggest calcium uptake via feeding while the activities reductions in the
mantle support the use of another route to recover the injured shell area. Furthermore, the presence of
MPs increased the rate of P. canaliculata shell regeneration, which may be associated with particles
immobilization attempt, by calcification, although the mechanism remains uncertain. Finally, we can
state that (20 ng/L) PE MPs were able to alter the hemolymph calcium concentration, as well promote
the enzymatic activity involved in the biomineralization process, specially in the mantle of non-excised

gastropods.

Key-words: Calcification, Calcium, Ca2*ATPase, Mollusk, Polyethylene, Shell



APRESENTACAO

O presente trabalho est4 divido em Introdugdo geral, Capitulo 1 e consideragdes finais. Para
a formatacdo foram utilizadas as normas da ABNT, com excecdo do capitulo 1 apresentado no

formato de manuscrito, cuja formatacao segue as normas do periodico ao qual sera submetido.
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Figura 1: Numero de publicagdes envolvendo os termos plastic pellets e a introducao do
termo microplastico, para se referir ao tema, entre o periodo de 1970 até 2015. Fonte: extraido

de “Microplastics in the ocean: Sources, fate & effect” (GESAMP. 2018).

Figura 2: Numero de publicacdes de artigos de revisdo envolvendo MPs e efeitos
(eco)toxicoldgicos; entre o periodo de 2003 até 2018. Fonte: extraido de “Annex XV

Microplastics restriction repport proposal” ECHA, 2019.
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colaboradores (2022).

Figura 4: Grupos em destaque nas pesquisas com MPs, relacionadas exclusivamente a
organismos de dgua doce, no periodo de 2011 a 2020. Nota-se que, em especial, gastropodes e
bivalves possuem uma diferenca entre si maior que 50% no ntimero de estudos. Fonte:

KUKKOLA e colaboradores (2021).

Figura 5: A figura mostra uma raspagem na face externa da concha de Pomacea
canaliculata, onde ¢ possivel identificar as trés diferentes camadas gerais da concha dos

moluscos: A) periostraco B) 6straco e C) hipdstraco. Fonte: acervo pessoal.

Figura 6: A figura mostra os componentes morfofisioldgicos envolvidos no processo de
biomineraliza¢do de moluscos. Cada regido esta indicada por setas, bem como as
nomenclaturas. Vale ressaltar que, na regido do manto externo diferengas no epitélio garantem

a formacao especifica de cada camada. Fonte: (MARIN et al., 2007).

Figura 7: A figura mostra as vias de absor¢do e incorporagdo de calcio em moluscos, bem
como a posterior mobiliza¢ao para os tecidos e para a concha. Fonte: (SIMKISS; MASON,
1983).

Figura 8: Representacdo dos tecidos do manto e do espago extrapalial. As estruturas e a

direcdo do transporte encontram-se identificadas dentro do esquema.



Figura 9: Representagao dos transportes relacionados a biomineralizagcdo nos epitélios do
manto de moluscos. Fonte: criado com base nas informagdes publicadas por SILLANPAA;
SUNDH; SUNDELL, 2018; EBANKS; O’ DONNELL; GROSELL, 2010; CHECA, 2018;
CLARK, 2020.



1. INTRODUCAO GERAL
1.1. A Problematica dos Plasticos:
1.1.1. Contextualiza¢do

A producdo do pléstico atual ocorreu principalmente apds a Segunda Guerra Mundial
sob a necessidade de produzir bens de consumo (roupas, calgados, utensilios domésticos) para
contornar a indisponibilidade de outros materiais (JAMBECK et al., 2015). Com o tempo, os
polimeros plasticos substituiram o uso de algodao, cimento, vidro, metal e madeira e tornaram-
se um artigo inovador no mundo (ABIPET). O avango das tecnologias de producao, associado
ao baixo custo da matéria prima, permitiu o consumo de modelos descartaveis. O termo
popularizado em inglés ‘single-use’ refere-se a itens de ‘uso-unico’, como, copos, canudos,
embalagens etc. Assim, a versatilidade dos plasticos sobrepds, de certa forma, a preocupagao
da sociedade com o manejo e ciclo de vida de seus produtos (GEYER; JAMBECK; LAW,
2017).

As primeiras investigagdes dos impactos ambientais envolvendo o descarte de residuos
solidos (especialmente plasticos) mobilizou a comunidade cientifica na década de 1970, quando
comités e convengdes sobre polui¢do marinha foram criados em paises como Estados Unidos e
Inglaterra. O objetivo era investigar e agrupar dados sobre a produgdo e descarte de residuos
solidos bem como regulamentar esta pratica (TURRA et al., 2020). Com o avanco das
pesquisas, ainda nos anos 1970, autores também reportaram impactos ecologicos na abundancia
de aves e mamiferos marinhos e estuarinos. Por conseguinte, a analise do conteudo estomacal
de diversos organismos evidenciou a ingestao de grandes quantidades de residuos, e identificou
a ingestdo de plastico como a causa da morte destes animais (ANDRADY, 2011).

Ainda que a industria do plastico continue em alta, uma vez que esta matéria prima
possui aplicabilidades de dificil substituicdo, a grande demanda se tornou um problema
insustentavel, com impactos possivelmente irreparaveis (THEVENON; CARROLL; SOUSA,
2015). Por sua resisténcia a decomposi¢ao, grande parte de todo o pléstico ja criado ainda
persiste no planeta. No entanto, recentemente (ultimas décadas), pesquisas cientificas vém
sendo realizadas com diversos enfoques e abordagens para identificar, caracterizar, quantificar,
e investigar a possivel toxicidade de residuos plasticos despejados no ambiente (HALPERN et
al., 2008). Tal mobilizagdo permitiu a inclusdo dos plasticos na preocupacdo de agé€ncias e
orgaos regulamentadores no mundo todo voltadas, num primeiro momento, para os impactos
ambientais ocednicos, como a contaminagdo de plasticos e petroleo (TURRA et al., 2020). A

partir dos anos 2000, a popularizacdo da internet intensificou a divulgacdo de imagens dos
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acumulos plasticos em costas e oceanos. Tal fato incentivou a atuacdo e criacdo de novas
organizacdes nao governamentais (ONGs) e grupos de pesquisa, com intuito de conhecer,
entender e explicar, fiscalizar, denunciar e conscientizar a sociedade sobre impactos ambientais
e sustentabilidade (TURRA et al., 2020).

A pesquisa de GEYER e colaboradores (2017), envolvendo modelos matematicos de
distribuicao, estima que até o fim de 2015 a industria do plastico havia produzido 5,8 bilhdes
de toneladas de matéria prima plastica; com base nos dados de produgdo de oito setores
representativos (e.g. fibras téxteis, nylon, resinas e constru¢ao). Os autores afirmam que ~60%
do total foi descartado no ambiente, em aterros sanitarios ou de forma irregular, em diferentes
ecossistemas; enquanto ~30% ainda se encontra em uso, € ~21 % foi reciclado e/ou incinerado.
Nesse sentindo, o grande volume e persisténcia da contaminacdo por plasticos se tornou um
marcador desta €poca geoldgica. A popularizacao do termo Antropoceno reconhece mudancas
geologicas na biosfera, causadas por intervengdes humanas no ambiente, em especial, a

producdo de gases e o despejo de materiais toxicos, incluindo plasticos (CRUTZEN, 2002).

1.1.2. Descoberta, definigcdo e tipos de micropldstico

A descoberta mais alarmante na problematica dos plasticos, além da sua lenta
degradacdo ¢ também sua fragmentagdo em macro e micro residuos e suas interagdes com os
ambientes e biota (THOMPSON, 2004). Em 2004, a presen¢a de diminutas particulas plasticas
decantadas no assoalho marinho e em regides de mar¢ baixa introduziu o termo microplastico
(MP) na sociedade em geral. Especificamente, referindo-se a particulas com tamanhos menores
que 5 milimetros (mm); até entdo incluidos nas categorias de ‘plastic pellets’ ou ‘plastic debris’
(THOMPSON, 2004). Ainda que o conceito e defini¢do ndo sejam universais, investigagdes
envolvendo MPs ganharam popularidade desde entdo. Cientistas da Gesamp (do inglés, “Joint
Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine Environmental Protection”) destacam que
até 2015 o numero de publicagdes havia aumentado significativamente, como indica o grafico
abaixo (Fig. 1). A maior parte delas aborda assuntos como: defini¢do, caracterizacao,
quantificacdo, interacdes com o ambiente, dispersdo, toxicidade, acumulagdo, entre outros; no
entanto a falta de dados e evidéncias em niveis organismico, quimico e bioquimico, ainda ndo

permite conclusdes precisas e estdo sendo fomentadas.
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Fig. 1: Numero de publicagdes envolvendo os termos plastic pellets e a introdu¢do do termo
microplastico, para se referir ao tema, entre o periodo de 1970 até 2015. Fonte: extraido de

“Microplastics in the ocean: Sources, fate & effect” (GESAMP. 2018)

Atualmente, a definicdo do termo micropldstico ainda ndo ¢ consensual e pode variar
entre as pesquisas; no entanto, em 2019 a agéncia europeia de quimicos (ECHA, do inglés
“European Chemicals Agency”) solicitou uma regulamentacao do termo “microplastic” como
qualquer material solido de particulas poliméricas, ao qual aditivos ou outras substincias
possam estar presentes, € que compreende as dimensdes 1 pm < x < 5 mm. Para fibras o valor
de comprimento ¢ 3 pm < x < 15 mm com a propor¢ao comprimento/didmetro >3. Polimeros
naturais sem tratamentos quimicos, bem como os biodegradaveis, ndo sao considerados MPs
(ECHA, 2019). Quanto a classificagdo dos MPs, esta considera o uso e a origem. A quimica
dos mondmeros formadores de cadeias poliméricas determinam a composicao do material, e
podem variar de acordo com a utilizag@o. Dentre os mais investigados destacam-se: polietileno,
polipropileno, poliestireno, poliuretano, policloreto de vinila, poliéster e poliamida (ECHA,
2019).

Assim, podemos dividi-los em duas categorias: MPs primarios ¢ MPs secundarios. Os
MPs primérios sdo aqueles que chegam no ambiente com o tamanho igual ou inferior a 5 mm,
sua origem e aplicagdo ¢ industrial, incluindo a adicdo em produtos cosméticos; no geral

encontram-se sob a forma de microesferas, mas também podem apresentar-se de forma oval,

5



retangular ou de poligonos aleatorios (na indlstria téxtil encontram-se como fibras)
(KLINGELHOFER et al., 2020). Sao amplamente utilizados em solu¢des de manutengio
industrial, detergentes e produtos de beleza, como microabrasivos mecanicos; também sao
matéria prima para a fabricagao de lubrificantes e peliculas protetoras (e.g. pecas automotivas,
revistas, colas...). Por fim, podem ser descartados de maneira incorreta no processo de
fabricacdo e manejo (ESSEL et al., 2015). Por outro lado, os MPs secundarios sdo aqueles que
caracterizam uma fragmentagao e/ou abrasdo lenta de pedacos plasticos maiores no ambiente;
consequéncias do descarte irregular. Tal diminui¢do pode ser causada por exemplo por atrito,
decomposi¢cdo quimica e fotodegradacdo; sdo exemplos: redes de pesca, garrafas e tampas,
embalagens em geral, restos de materiais de construgao e pneus, tecidos sintéticos... e todo tipo
de descarte plastico irregular; uma vez que consequentemente serao fragmentados com o tempo

(KLINGELHOFER et al., 2020).

1.1.3. Aporte de MPs, risco ecologico e efeitos na biota

As pesquisas envolvendo MPs vém aumentando (PRINZ; KOREZ, 2020). No geral, as
investigagdes se dividem em duas abordagens: ambiental e biota. O viés ambiental procura
entender como as particulas primarias e secundarias chegam aos ecossistemas aquaticos e
terrestres (HORTON et al., 2017). Como exemplo, a revisio de GEWERT; PLASSMANN;
MACLEOD (2015) sobre os mecanismos de fragmentacdo das particulas secundarias, enfatiza
a associacdo de varidveis como a temperatura, pH, radiagdo ultravioleta, marés, ventos e chuvas.
Aparentemente, tais fatores podem intensificar o processo e aumentar a biodisponibilidade
destes contaminantes no ambiente. Além disso, tal enfoque busca, ainda, rastrear os niveis desta
contaminagdo, caracterizando e quantificando as particulas plasticas em diferentes
compartimentos (i.e., niveis ecoldgicos) no intuito de encontrar concentragdes ambientalmente
relevantes.

Por outro lado, a investigagdo de interagdes especificas com a biota aquatica também
ganhou forca nas ultimas décadas (FOLEY et al., 2018). Nesse sentido, diferentes metodologias
tém sido utilizadas para melhor compreender os possiveis efeitos frente a contaminacio ou
exposicao aos MPs (ECHA, 2019). Na verdade, em 2017, o relatério da agéncia de protecao
ambiental dos Estados Unidos (U.S. EPA, do inglés “United States Environmental Protection
Agency”) ja havia reportado que testes de toxicidade cléassicos e estudos com biomarcadores
ainda estdo em processo de adaptagdo para responder perguntas relacionadas aos efeitos e

interagdes dos MPs com a biota. O documento afirma que € necessdrio associar variaveis



subletais (i.e., endpoints) de facil observacdo, como mudancas de comportamento,
interferéncias no sucesso reprodutivo e alimentagdo, acumulacdo em o6rgaos e tecidos,
alteragdes histoldgicas e atividades enzimaticas (U.S.EPA 2017). De fato, estudos com
biomarcadores sao muito utilizados na busca das possiveis interacdes com MPs. No geral, os
autores buscam efeitos relacionados a inflamagdes, estresse oxidativo, respostas imunes,
mecanismos de detoxificacdo, danos na membrana celular ¢ no DNA, ¢ alteragoes em
neurotransmissores, entre outros, considerados cldssicos no acesso da toxicidade de poluentes
em geral (ECHA, 2019).

Nesse sentido, ¢ possivel perceber que além das diferentes estratégias, pesquisas
envolvendo os MPs também possuem uma representatividade de grupos considerdvel.
Interagdes e efeitos foram evidenciados desde o plancton até vertebrados aquaticos e terrestres,
incluindo algas, microalgas e macrofitas (VAN WEERT et al., 2019; WU et al., 2019). A
necessidade de informacdes sobre a cinética e dinamica destes contaminantes estabeleceu redes
de colaboracdo entre instituicdoes do mundo todo. A analise cienciométrica de BARBOZA;
GIMENEZ (2015) identificou que, embora exista um crescimento (“quase exponencial”) das
pesquisas e colaboracdes envolvendo MPs, algumas lacunas persistiam na época (como a
origem ¢ o destino das particulas). Na verdade, a socializagao de achados e evidéncias sdo
inevitaveis, especialmente quando relacionadas a contaminantes de preocupacdo emergente.
Acredita-se que estas relacdes podem ser observadas no crescente numero de artigos de revisao
desde 2003 (quando surgiram propostas da nomenclatura MP), especificamente em respeito a
pesquisas que buscaram efeitos (eco)toxicoldgicos em organismos aquaticos e terrestres (Fig.

2) (ECHA, 2019).
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Fig. 2: Numero de publicagdes de artigos de revisdo envolvendo MPs e efeitos
(eco)toxicolodgicos; entre o periodo de 2003 até 2018. Fonte: extraido de “Annex XV

Microplastics restriction repport proposal” ECHA, 2019.

A necessidade de mapear a contamina¢do dos microplasticos nos ambientes naturais
(especialmente aquaticos) e suas possiveis consequéncias, incentivou o uso de investigagdes
classicas da ecotoxicologia. Assim, nao tardou para que avaliagdes de risco ecologico surgissem
para complementar o entendimento das concentragdes ambientalmente relevantes e passiveis
de efeito. Tal metodologia ¢ frequentemente aplicada para avaliar contaminantes de
preocupacdo potencial (i.e., emergente) e se sustenta em concentragdes conhecidas em
ambientes naturais, testes de toxicidade e estudos ecotoxicoldgicos, envolvendo um niimero
representativo de trabalhos e grupos (i.e., taxa). Além disso, ¢ baseada em dados considerados
de “alta qualidade”, que atendem uma série de critérios avaliativos relacionados a conduta da
pesquisa, condigdes de exposicdo, representatividade, replicabilidade, precisdo, entre outros
(MOERMOND et al., 2016). Por fim, tem como objetivo encontrar valores relevantes e
matematicamente relacionados, tais como, concentracdes ambientais médias, concentragdes
previstas que nao causam efeitos e um coeficiente de risco ecoldgico. No entanto, algumas
questdes ainda dificultam o trabalho dos pesquisadores. Pesquisas com diferentes polimeros e
tamanhos podem ser comparadas? Qual a melhor expressdo das concentracdes: peso/volume,
numero de particulas? Aparentemente, tais questdes ainda permanecem sem respostas, ao passo
que novas informagdes surgem.

A investigacao de risco ecoldgico, em ecossistemas de 4gua doce da Holanda, realizada
por BESSELING e colaboradores (2019) demonstra tais dificuldades. As concentragdes
ambientais sdo frequentemente expressas em numero de particulas, enquanto na maioria dos
estudos, envolvendo exposicdo em laboratorio, sdo expressas nominalmente. Portanto, a
conversdo de valores para estabelecer relacdes aparenta ser inevitdvel; como também aponta a
revisdo bibliografica de CONNORS; DYER; BELANGER (2017). Mas a que preco? Embora
BESSELING e colaboradores (2019) tenham encontrado concentragdes ambientais relevantes,
os valores log-transformados podem dificultar a utilizagdo pratica destas informagdes em outros
trabalhos. Os resultados pouco dizem em questdes de concentragdes propriamente ditas,
considerando que a grandeza (valor em log) estd mais relacionada a maiores ou menores
concentragdes de MPs em cada regiao observada. No entanto, ¢ pertinente destacar que algumas
regides apresentaram concentracoes disparadamente maiores do que outras. E embora tal

discrepancia possa tendenciar o resultado, os autores chamam a atenc¢do para a existéncia de
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“hotspots” e indicam que o estudo destas regides ¢ determinante na caracterizagdo das
contaminagdes por MP.

Outro fator importante ¢ o tamanho das particulas. Nesta avaliacio, BESSELING e
colaboradores (2019) encontraram nos rios holandeses particulas com tamanho entre 50 pm - 5
mm. Os valores foram entdo relacionados matematicamente por meio da curva de sensibilidade
de espécies (SSD, do inglés “species sensitivity distribution’), a partir da listagem das
concentragdes de MP utilizadas em testes de toxicidade e estudos ecotoxicoldgicos, com
tamanho classico (i.e., | um - 5 mm). Tal ferramenta € utilizada na avaliacao de risco ecologico
uma vez que pode fornecer uma concentragdo estimada do contaminante em questdo, que
teoricamente afetaria apenas 5% das espécies representativas incluidas no estudo. Assim, os
autores encontraram uma concentragdo “perigosa” de 1,67 ng/L (HCs, do inglés “5% hazardous
concentration”). Logo, para definir a concentragdo prevista sem efeito (PNEC, do inglés
“predicted no effects concentration”) a HCs foi derivada seguindo critérios matematico que
consideram os ruidos nos dados da investigacdo, como incompatibilidades, diferencas de
grandeza, robustez e consisténcia das informacgdes. Posteriormente, o valor foi entdo dividido
por um fator de avaliagdo (do inglés, “assessment factor’), evidenciando um PNEC final de
0,33 pg/L de MPs. Por fim, os autores afirmam que as concentragdes encontradas podem servir
como ponto de partida, para futuras investigacdes, embora ainda existam incertezas nestas
evidéncias, principalmente a respeito da conversao das unidades de concentragao.

Por outro lado, a avaliacdo de risco ecologico de ADAM; YANG; NOWACK (2019)
utilizando concentragdes ambientais de corpos de dgua doce do mundo todo apresentou-se mais
conclusiva. Os autores estimaram um PNEC de 0,042 pg (~10 vezes menor que o valor
holandés) que aparentemente estd em acordo com as concentragdes sem efeito reportadas pela
literatura. Para comparar com as concentragdes ambientais (medidas e previstas) foi realizada
a conversao da concentracdo nominal para o nimero de particulas/L (diferentemente de
BESSELING et al., 2019 que optou por transformar os valores em log). O PNEC encontrado
foi de 740 particulasL™! enquanto as concentracdes ambientais observadas ficaram entre 0,0001 -
520 particulasL!. Assim, os autores concluem que a proximidade dos valores evidencia que as
concentragdes ambientais estdo, ndo s6 aumentando mas que também podem, em breve,
ultrapassar o valor do PNEC. Assim, os resultados indicam que os MPs se tornardo um risco
ecoldgico para os sistemas de dgua doce.

A revisdo metanalitica de HORTON e colaboradores (2017) mapeou anos antes as
concentragdes ambientais (em nimero de particulas) de ecossistemas aquaticos dulcicolas, e

terrestres associados. Como esperado, os nimeros variaram entre lagos e rios de diferentes
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paises, no entanto as concentragdes achadas foram muito inferiores que os valores encontrados
na avaliacdo de risco ecologico de ADAM; YANG; NOWACK (2019), considerando o
intervalo de dois anos. Como exemplo, lagos espalhados pelo mundo apresentaram valores
entre 0,00005 - 0,03 particulasL!. Os autores afirmaram que a previsdo de crescimento era nio
s6 eminente, mas exponencial, o que pode sustentar a aplicabilidade dos dados elevados,
encontrados por ADAM; YANG; NOWACK (2019), nos anos seguintes. No mesmo sentido,
uma recente quantificacdo de MPs em lagos da Russia também mostrou valores maiores que os
de HORTON e colaboradores (2017); a concentracdo de MPs ficou entre 0,044 - 0,051
particulas/L. (FRANK et al., 2020). Adicionalmente, os autores também apresentaram as
seguintes concentragdes nominais convertidas 0,079 - 0,087ug/L, que ja estdo acima do PNEC
observado na avaliagdo de risco ecoldgico de ADAM; YANG; NOWACK (2019). Ainda que
superficialmente, tais informag¢des auxiliam no entendimento de que a concentracao ambiental
de MPs esta de fato aumentando.

Com a chegada de novas informacdes, duvidas em relacdo a origem dos MPs também
surgiram. Considerando que estes ja se encontram no ambiente, ¢ esperado que existam vias de
entrada e dispersdo destes contaminantes, especialmente em ecossistemas aquaticos (ECHA,
2019). Em relagdo a agua doce, estacdes de tratamentos de dgua (ETA) sdo investigadas para
confirmar a presenca e/ou a quantidade de MPs. Nesse sentido, algumas analises em agua
captada para tratamento apresentaram valores consideravelmente altos quando comparados aos
ambientais. Estudos apontaram concentragdes de MPs que variam entre 68 - 910 particulas/L
(LESLIE et al., 2017); 20 - 40 particulas/L (BESSELING et al., 2019); 10,4 - 20,9 particulas/L
(MURPHY etal., 2016). Os achados de MURPHY e colegas (2016) indicam que, num primeiro
momento ndo houve uma diminuicdo significativa de MPs nas 4guas tratadas, o que vem
incentivando a procura e adog¢do de outros passos no tratamento. A aplicagdo de processos
oxidativos, decantacdo, escumagdo manual (do inglés “skimming”) e principalmente a
instalacdo de microfiltros sio métodos que tém mostrado eficacia de remogao de MPs entre 90-
98% nos efluentes de diversas ETAs (MURPHY et al., 2016).

Atualmente, a incorporacao de filtros e processos adicionais no tratamento de agua ¢
sugerida por agéncias internacionais como a ECHA e U.S. EPA, quando o assunto ¢ MP.
Entretanto, embora as ETAs caminhem para remover de maneira eficiente os MPs da 4gua, ¢
evidente que estes ainda terminam em corpos de agua doce. A revisdo de HORTON e
colaboradores (2017) explicou tal fendmeno. O desague de aguas “parcialmente” tradadas (i.e.,
ainda com MPs) ¢ uma das fontes da contaminagao de lagos e rios, além disso, fatores abidticos

como chuvas e ventos aparentemente aceleram esse trajeto. A mobilidade encontrada nos
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afluentes e efluentes podem impedir a acumulagdo de MPs, contrariamente ao observado em
regides de delta e estuarinas. Nao obstante, a recente revisao de LU e colaboradores (2021),
sobre MPs em ambientes aquaticos, alerta para inconsisténcias na aplicabilidade de
concentragdes ambientais e exemplifica que as diferencas destas concentracdes podem alcancar
mais de oito magnitudes.

Dentre os estudos disponiveis, o niumero de trabalhos direcionados para os oceanos €
maior. Em anélise bibliométrica, na plataforma Scopus®, BLETTLER e colaboradores (2018)
indicam um viés nas pesquisas envolvendo MPs, que prioriza o ecossistema marinho. Até 2015,
87% das pesquisas incluidas na analise foram direcionadas para o ambiente marinho, enquanto
13% para os dulcicolas. Ainda que em menor quantidade, os dados de 4gua doce evidenciam
uma contaminagao tdo alarmante quanto nas costas e oceanos. Nesse sentido os autores
justificam que o viés pode estar relacionado a visivel contamina¢ao de macro-residuos plasticos
em praias e estuarios, o que levou num primeiro momento a identificagdo de MPs e estimulou
a realizacdo de novas pesquisas (BLETTLER et al., 2018). Adicionalmente, diversos
experimentos tém sido conduzidos em laboratorios para avaliar a toxicidade dos MPs, pois ¢
possivel controlar as varidveis e porque sao facilmente executdveis quando comparados com
aqueles realizados in situ (CAMPOS DA ROCHA et al., 2021; KUTRALAM-MUNIASAMY
et al., 2021; LU et al., 2021; WU et al., 2021) No entanto, algumas varidveis podem impedir
maiores generalizacdes dos achados, em relacdo ao cendrio de contaminacdo ambiental, como
a utilizagdo de apenas um polimero, tamanho pouco representativo, presenca ou auséncia de
cor, capacidade de adsor¢do, adi¢do de aditivos, entre outros (BOUR et al., 2021; ROZMAN et
al., 2021).

FOLEY e colaboradores (2018), em revisdo metanalitica, constataram que a ingestao de
MPs ¢ a principal via de contaminagao dos animais, especialmente em invertebrados aquaticos.
De fato, diversos autores sugerem que as particulas plasticas podem ser facilmente ingeridas,
como ¢ com o alimento (BRADNEY et al., 2019; DE-LA-TORRE, 2020; MATHEUS et al.,
2020; WU et al., 2021). Adicionalmente, as pesquisas sustentam tal ideia por encontrar MPs
em alguma porc¢ao do sistema digestivo. LEI e colaboradores (2018) relacionaram danos no
DNA e estresse oxidativo, em células intestinais do peixe Danio rerio, com a presenca de 0,1;
1 e 5 g/ de MPs de polietileno (PE). Além disso, investigagdes histologicas evidenciaram o
rompimento das microvilosidades intestinais. Por outro lado, a “egestdo” de MPs sem
alteragdes na saude de organismos aquaticos também ¢ reportada (BATEL et al., 2016; DUIS;
COORS, 2016). No entanto, uma vez incorporados € acumulados, a interagao dos MPs com os

tecidos pode ser inevitavel.
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Algumas informagdes ainda necessitam melhor entendimento, considerando que a
incorporagdo de aditivos, como cobertura (do inglé€s, “coating”) pode aumentar a toxicidade
e/ou favorecer interacoes (BRADNEY et al., 2019a; HWANG et al., 2020). Como particulas
quimicas (i.e., cadeia de mondmeros), os MPs possuem a capacidade de adsorver substancias,
especialmente metais, o que pode intensificar os efeitos ou dificultar o entendimento das causas.
No entanto, tal capacidade pode variar de acordo com os aditivos, tamanho e composi¢ao
polimérica, o que tende também a aumentar a especificidade das pesquisas (HUANG et al.,
2021). Geralmente, pesquisas de exposicdo em laboratério sdo realizadas com microesferas
virgens (i.e., sem aditivos) de tamanhos e composi¢ao conhecidas e que podem ser compradas
com ou sem cor e fluorescéncia (VON MOOS; BURKHARDT-HOLM; KOHLER, 2012;
FOLEY et al., 2018; RODA et al., 2020; WU et al., 2021). Artigos mais recentes passaram a
incluir certificados de composi¢do, vistos como uma boa pratica de pesquisa (XU et al., 2020;
DING et al., 2021; ROZMAN et al., 2021; HAN et al., 2022). Na verdade, quando comprado,
a composi¢do ¢ incluida no rétulo e garantida pelos fabricantes; enquanto os certificados
incluem analises especificas de composicdo, como a espectroscopia na regido de infravermelho
com transformada de Fourier (FT-IR) e Raman (que também podem ser solicitadas diretamente
ao fabricante, mediante pagamento).

Outros fatores considerdveis para as pesquisas sdo a composi¢do, tamanho e
concentragdo das particulas. A pesquisa de LEI e colaboradores (2018) verificou que
exposicdes de 5 mg/m? de MP de polietileno causou uma queda significativa nas concentragdes
de célcio plasmatico do nematddeo terrestre Caenorhabditis elegans, no entanto para D. rerio
tal efeito ndo foi observado, nas mesmas condi¢des. Por outro lado, no trabalho de RODA e
colaboradores (2020), os autores observaram uma queda nas concentragdes de calcio
plasmatico do peixe P. lineatus, exposto a 20 pg/L de MPs, também de polietileno. Assim, ¢é
dificil generalizar efeitos encontrados, ainda que em organismos semelhantes (i.e., peixes de
agua doce) e utilizando o mesmo polimero. Curiosamente, a concentracao do efeito observado
por RODA e colegas (2020) foi ~250x menor que a concentragdo sem efeito adotada por LEI e
colegas (2018), em D. rerio. Por outro lado, no trabalho de WATTS e colaboradores (2016),
caranguejos costeiros Carcinus maenas foram expostos a 10° particulas/L de MPs de
poliestireno. Os autores observaram um aumento na concentragdo de calcio plasmatico, em
oposicdo ao observado nos peixes de agua doce.

Tais informagdes auxiliam na compreensdo das dificuldades que surgem quando se
pesquisa com MP, e ainda deixam algumas duvidas: O aumento da concentragdo de calcio em

C. maenas ocorreu exclusivamente devido ao poliestireno? Uma vez que o polietileno diminuiu
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a mesma variavel em P. lineatus. A diferenca entre os grupos (i.e., peixes dulcicolas vs.
crustaceo marinho) é determinante? O valor de 10° particulas/L estdo mais proximas de 5 mg/L
ou 20 ng/L? Embora tais perguntas também permanecam sem respostas precisas, € possivel
afirmar que pesquisas com MPs acessam de modo particular a satide dos organismos. Em suma,
as investigagdes ecotoxicoldgicas podem sim indicar os possiveis riscos da contaminagdo dos
MPs sobre a biota aquatica de modo geral, embora os mecanismos desta interacdo ainda
permanegam incertos. Ademais, considerando que mesmo “isolados”, os efeitos observados em
laboratorio possivelmente reproduzem os mesmos ocorridos do ambiente natural. Assim, existe
um alerta para riscos potenciais nos ecossistemas, principalmente em niveis de populacdes e
comunidades, além da necessidade de mais estudos cientificos sobre o tema (DIOSES-
SALINAS; PEREZ-BACA; DE-LA-TORRE, 2019; PRINZ; KOREZ, 2020; BANK;
HANSSON, 2022).

1.2. A aplicacdo de moluscos nas investigacoes com MPs:

A popularizagdo de estudos com MPs e moluscos aparentemente esta relacionada a dois
fatores: 1) o interesse da comunidade cientifica na investigagdo de animais filtradores e
pastadores (i.e. do inglés, “filter-feeders” e “grazers”, respectivamente) e 2) a dispersdo dos
moluscos em diferentes ecossistemas e compartimentos (DIOSES-SALINAS; PEREZ-BACA;
DE-LA-TORRE, 2019; VAN CAUWENBERGHE et al., 2015). Na verdade, tais caracteristicas
estdo principalmente associadas ao potencial de retencdo de particulas, considerando o héabito
alimentar e o possivel risco de transferéncia de MPs para niveis tréficos maiores (HORTON et
al., 2017). No geral, a importancia ecologica dos moluscos se d4 ao fato destes organismos se
comportarem como engenheiros ecossistémicos, e/ou também como espécies chave (do inglés,
“keystone species”), com potencial de controlar as relagdes nos primeiros niveis troficos (i.e.,
produtores, consumidores primarios e secundarios) (WRIGHT; JONES, 2006; BESSELING et
al., 2019).

Nesse sentido, as pesquisas com moluscos possuem um carater ecoldogico, mesmo que
indireto, uma vez que diversos autores consideram relevante a investigacdo de efeitos da
contaminag@o por MPs em organismos de niveis troficos inferiores (NAJI; NURI; VETHAAK,
2018; MAGNI et al., 2018; BESSELING et al., 2019; TANG et al., 2020). Além disso, acredita-
se atualmente que estudos ecotoxicologicos com MPs, envolvendo espécies ambientalmente
relevantes, sdo mais representativos na caracterizagdo da contaminagdo e possiveis

consequéncias na biota, especialmente aquatica (WARD et al., 2019; DING et al., 2021).

13



Muitos sdo os efeitos dos MPs nos moluscos (como em diversos outros filos), que
variam entre os niveis subcelular, organismico e de populagdo; embora investigagdes em niveis
ecossistémicos ainda estejam surgindo (GOMES et al., 2022). As variaveis subcelulares com
efeitos mais observados sdo indicativas de estresse oxidativo, como alteracdes na formagao de
espécies reativas de oxigénio, peroxidacado lipidica e atividade de enzimas antioxidantes (e.g.,
VON MOOS; BURKHARDT-HOLM; KOHLER, 2012; BEGLIOMINI et al., 2017; LEI et al.,
2018; HUANG et al., 2021). Alteracdes na expressao de genes também sao reportadas,
envolvendo as vias de sinalizacdo para detoxificacdo, respostas imunes, controle de apoptose,
formacgao de conchas e reservas energéticas (e.g., TANG et al., 2020; CAMPOS DA ROCHA
et al., 2021; HUANG et al., 2021; HAN et al., 2022). A investigagdo de efeitos relacionados a
neuro ¢ genotoxicidade também evidencia danos no DNA, formacdo de micronucleos e
alteracdes na atividade da acetilcolinesterase (e.g., BRANDTS et al., 2018; BRATE et al., 2018;
MAGNI et al., 2018). Para o nivel organismico, as investigagcdes relatam principalmente a
ingestao de MPs, além de alteracdes na capacidade de alimentagdo, taxa de filtracdo, absorcao
e assimilacdo de nutrientes e minerais (MAGNI et al., 2018; BRADNEY et al., 2019; INOUE;
ONITSUKA; KOITO, 2021; MATHEUS et al., 2020). Investigacdes histologicas também sao
popularmente utilizadas e no geral evidenciam alteracdes especificas no epitélio de orgios
como manto, branquias, rim e glandula digestiva (VON MOOS; BURKHARDT-HOLM,;
KOHLER, 2012; LEI et al., 2018; WAITE; DONNELLY; WALTERS, 2018; HAN et al.,
2022). J4 em nivel populacional, os efeitos comumente relatados envolvem alteragdes na
fecundidade, e no desenvolvimento de larvas (SUSSARELLU et al., 2016; GARDON et al.,
2018; LUAN et al., 2019). Nesse sentido, moluscos ndo s6 sdo adequados para investigagcdes
com MPs, mas também sdo promissores, considerando algumas respostas rapidas e de facil
acesso (DIOSES-SALINAS; PEREZ-BACA; DE-LA-TORRE, 2019; NAJI; NURIJ;
VETHAAK, 2018).

Por outro lado, algumas pesquisas ressaltam para a possivel resisténcia destes
organismos, e/ou capacidade de superar os impactos causados pelos MPs (SANTANA et al.,
2018; TALLEC et al., 2018). Evidéncias indicam a capacidade, de bivalves e gastropodes, em
regurgitar parte dos MPs incorporados pela ingestao, aparentemente sem danos a saude; no
entanto os custos deste processo ainda sdo incertos (WOODS et al., 2018; WARD et al., 2019).
Nesse sentido, a mortalidade € pouco relatada nos estudos em geral (GOMES et al., 2022). De
fato, acredita-se que concentragdes que causam mortalidade estdo muito acima das

concentragdes usualmente adotadas (ambientalmente relevantes ou nao) e podem superestimar
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os resultados (ADAM; YANG; NOWACK, 2019; BESSELING et al., 2019; GOMES et al.,
2022).

Embora os efeitos possam variar, grande parte da preocupacgao cientifica esta voltada
para o consumo de moluscos na alimentagdo, considerando que dados sobre interagdes e
impactos de MP na satde humana ainda estdo surgindo (WU et al., 2021; HAN et al., 2022).
Inclui-se, ainda, investigacdes relacionadas ao cultivo de ostras e mariscos, do ramo alimenticio
e/ou da produgdo de pérolas. Especificamente, a utilizacdo de contas plasticas (do inglés,
“plastic beads”) j4 é adotada como substrato artificial para a fabricagdo de pérolas. E divulgado
que tal aplicacdo aumentou a taxa de produgdo deste artefato, e aparentemente ndo traz danos
a saude dos animais; embora mais pesquisas também sejam necessarias. Nesse sentido, a
maioria das pesquisas cientificas envolvendo MPs e moluscos, até o momento, foram realizadas
com bivalves (WU et al., 2021; HAN et al., 2022).

A recente revisao de GOMES e colegas (2022) sobre os impactos ecotoxicologicos dos
MPs sustenta a popularidade dos moluscos na investigagao de interagdes. Os resultados indicam
que, dentre os artigos selecionados (i.e., n=175), o filo Mollusca ocupou a terceira posi¢cao na
frequéncia de estudos (21%), como ilustrado abaixo (Fig. 3). E pertinente destacar que tal
revisdo utilizou critérios muito mais rigidos, quando comparado com as demais, como a
inclusdo de controles positivo e negativo, nuimero minimo de réplicas= 3, confirmacdo da
composi¢ao do polimero (FT-IR), confirmacdo da concentragdo de exposicao (em nimero de
particulas). O que possivelmente justifica a exclusdo de ~21% dos trabalhos inicialmente

selecionados (GOMES et al., 2022).
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Fig. 3: Frequéncia de estudos realizados com MPs até 2019 em taxons considerados
representativos, com base nos dados incluidos na revisao realizada por GOMES e colaboradores

(2022).

Como mencionado, inimeros trabalhos enquadram a ingestdo como principal via de
contaminagdo por MPs. BESSELING e colaboradores (2019) acreditam que organismos
filtradores, bem como os bioturbadores (i.e., que revolvem a dgua e o sedimento) possuem a
capacidade de alterar as concentragdes de MPs no sedimento e na coluna d’agua. Isto € possivel
devido ao habito filtrador e a presenga de muco ao seu redor que seria um ligante adicional aos
MPs. Acredita-se que tais fenomenos possam intensificar a biomagnificagdo de MPs nas
relagdes troficas (i.e., cadeia alimentar), e também apontam para mais vias de incorporagdo de
MPs. Adicionalmente, ¢ observado a acumulacdo de microplastico em branquias e outros
tecidos moles dos moluscos (e.g., cavidade do manto e pé), embora mais informagdes sejam
necessarias para atribuir relagdes precisas em niveis ecossistémicos (DIOSES-SALINAS;

PEREZ-BACA; DE-LA-TORRE, 2019; GUTOW et al., 2019, 2019; WU et al., 2021).
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1.2.1. Estudos envolvendo MPs e gastropodes

Pesquisas cientificas utilizando gastropodes como modelos bioldgicos também sdo
popularmente realizadas no monitoramento ambiental de contaminantes, bem como na
ecotoxicologia (BEGLIOMINI et al., 2017; NAJI; NURI; VETHAAK, 2018; RADWAN; EL-
GENDY; GAD, 2020; XU et al., 2020). Pode-se afirmar que o interesse nessa aplicagdo
aumentou a partir de estudos que evidenciaram a capacidade destes organismos em acumular
substancias. Nesse sentido, MELO e colaboradores (2000) consideram necessaria tal utilizagao
na busca de possiveis efeitos e interagdes causadas por substancias. Consideram, ainda, que a
representatividade (em niveis troficos) pode contribuir na disponibilizagdo de novas
informagoes. Especificamente afirmam que fatores como ampla distribuicdo geografica,
abundancia e nivel trofico relevante tornam os caramujos do género Pomacea um modelo
biologico adequado (como a maioria dos moluscos) (MELO et al., 2000).

Embora existam pesquisas relacionadas a contaminantes e poluentes, como
mencionado, grande parte da literatura disponivel esta, no geral, dividida em dois outros temas
principais: 1) aspectos ecoldgicos (dispersdo, relagdes troficas, reproducdo e ciclo de vida,
fatores abioticos e alimentagdo, relagdes com parasitas, etc.) (GLASS; DARBY, 2009;
GODOY; CASTRO-VAZQUEZ; VEGA, 2013; LOBO-DA-CUNHA et al., 2018; LOBO-DA-
CUNHA, 2019) e 2) mecanismos relacionados a formacdo e caracterizagdo de conchas
(MARXEN et al., 2003; EBANKS; O'DONNELL; GROSELL, 2010a; YANG et al., 2016; LIU
et al., 2017).

Especificamente, em relacdo aos MPs, a literatura ainda estd surgindo (DIOSES-
SALINAS; PEREZ-BACA; DE-LA-TORRE, 2019; GOMES et al., 2022). Para ilustrar, uma
pesquisa rapida na plataforma Science direct com os termos gastropod AND microplastic
retorna um total de 285 artigos; dos quais 24 foram publicados até 2017 e o restante (i.e., 261)
compreende o periodo entre 2018 e 2022. Além disso, boa parte dos trabalhos nao sdo
exclusivamente relacionados a gastrépodes, outros possuem um viés de monitoramento
ambiental, ao passo que poucos sdo voltados para a ecotoxicologia. No entanto, ¢ possivel
perceber que associado a preocupagdo emergente, em respeito dos MPs, pesquisas com
gastropodes estdo ganhando popularidade (observagao do autor).

A aparente discrepancia dos estudos com bivalves, em relagdo aos demais grupos,
aparenta incentivar a realiza¢do de novas pesquisas na busca de informagdes especificas. Como
exemplo, diversos trabalhos envolvendo MPs e gastrépodes utilizam como referéncias

pesquisas relacionadas a bivalves, e evidenciam a falta de dados especificos para este

17



contaminante e grupo (observacao do autor). Na revisao de KUKKOLA e colaboradores (2021)
¢ possivel perceber que a mesma desigualdade também se aplica nos estudos envolvendo
exclusivamente organismos e/ou ecossistemas dulcicolas (Fig. 4).

Em relagdo aos efeitos, destacam-se, no geral os mesmos observados em bivalves, como
estresse oxidativo, resposta imunes, e alteracdes genéticas; geralmente acessadas por meio de
variaveis subletais. Além disso acredita-se que, como invertebrados bénticos, os gastropodes
estao potencialmente mais suscetiveis a interagdes com microplasticos decantados no assoalho
aquatico; o que também se aplica para gastropodes terrestres. Como mencionado anteriormente,
os indicios da aderéncia de MPs no muco ligante, especialmente na regido do pé, sustentam a
possibilidade de transferéncia pela cadeia trofica (considerando ainda que outros animais se
alimentam deste muco) (KUKKOLA et al., 2021; ROZMAN et al., 2021).

A revisao de RADWAN; EL-GENDY; GAD (2020) também defende a utilizagdo de
gastropodes (terrestres) nas investigagdes com poluentes e contaminantes em geral. Os autores
afirmam que a combinag¢do de diferentes biomarcadores ¢ uma abordagem eficiente e que
permite uma “visdo geral” das interagdes e efeitos. Além disso, complementam que, embora
existam esforgos para o avango destas investigagdes, muitas informacdes ainda sdo necessarias
ndo so6 para validar, mas também comparar os dados obtidos em laboratério com aqueles

observados no ambiente.
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Fig. 4: Grupos em destaque nas pesquisas com MPs, relacionadas exclusivamente a

organismos de dgua doce, no periodo de 2011 a 2020. Nota-se que, em especial, gastropodes e
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bivalves possuem uma diferenga entre si maior que 50% no nimero de estudos. Fonte:

KUKKOLA e colaboradores (2021).

Recentemente, uma pesquisa de campo utilizou gastrépodes das espécies Lanistes
varicus and Melanoides tuberculata na investigag¢ao da presenca de MPs em um sistema pluvial
da Nigéria (os autores afirmam ser o primeiro estudo empirico da Africa ocidental a utilizar
gastropodes no acesso desta contaminacdo) (AKINDELE; EHLERS; KOOP, 2019). Os
resultados evidenciaram a ingestdo e o acimulo nos tecidos, de fibras e filmes de nylon e
polietileno, respectivamente. Por fim, os autores ressaltam que os resultados estdo de acordo
com os macro-residuos na regido e possivelmente a fragmentacdo aconteceu in situ
(AKINDELE; EHLERS; KOOP, 2019).

Investigagdes relacionadas ao crescimento e alteragdes de conchas também aparentam
ser promissoras no acesso da toxicidade de poluentes e contaminantes. BEGLIOMINI e
colaboradores (2017) utilizaram como modelo bioldgico gastropodes da espécie Lottia
subrugosa, que habitavam regides costeiras com trés niveis de impacto ambiental (i.e., baixo,
médio e alto). Os autores buscavam potenciais alteracdes na morfologia das conchas destes
animais, causadas por contaminantes de origem antrépica, como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, bifenilas policloradas, e pesticidas organoclorados, em regides costeiras. Nesse
sentido, alteragdes nas conchas ndo sé foram evidenciadas como também maiores nas regides
com alto indice de contaminantes. Foi verificado que os parametros biométricos das conchas
(i.e., altura, largura e espessura) sofrem redugdo nas regides de maior impacto ambiental. Os
autores sugerem uma diminui¢do na velocidade de crescimento da concha, enquanto analises
com biomarcadores também constataram danos no DNA e aumento da peroxidagao lipidica nos
tecidos de L. subrugosa nas mesmas regioes. Adicionalmente, a analise dos elementos das
conchas indicou diferengas na composicao, entre as regides estudadas. Curiosamente, conchas
de animais provenientes das regides de maior impacto possuiam menor concentragao de célcio
em suas composi¢oes (quando comparadas com as de menor impacto). Embora os autores
sustentem que as diferencas de composi¢do sejam possivelmente causadas pela interacao e
substitui¢io por outros metais (como o Cd*"), a reducdo de calcio aparentemente estd
relacionada a redug@o dos pardmetros biométricos bem como a alteragdes nos mecanismos de
formacao da concha (BEGLIOMINI et al., 2017).

Vale ressaltar que, para moluscos, a incorporacao de ions de calcio ¢ fundamental, via
alimentacao ou diretamente do ambiente; considerando o mecanismo da formacao de conchas

(i.e., biomineraliza¢dao) (SIMKISS; MASON, 1983). No entanto, aparentemente, ainda nao
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existem pesquisas especificas que investigaram possiveis interacdes dos MPs nos mecanismos
da biomineralizacdo de gastropodes. Na verdade, o primeiro registro da acumulagdo de
microplasticos (via ingestdo) em tecidos de moluscos, foi publicado em 2012 com evidéncias
sobre a glandula digestiva do bivalve Mytilus edulis (e.g., VON MOOS; BURKHARDT-
HOLM; KOHLER, 2012). Pesquisas mais recentes também reportaram fatos até ento inéditos,
como a aderéncia de MPs em partes moles, como no manto e no pé de gastropodes e bivalves,
considerados uma nova via de acumulacdo (BRATE et al., 2018; GUTOW et al., 2019). Além
disso, HAN e colaboradores (2022) observaram, pela primeira vez, a incorporacao de MPs na
concha da ostra marinha Pinctada fucata. As exposi¢des a 0,2; 0,5; e 1,0 g/ de MPs de
polietileno, com tamanho médio de 20 um, causaram também um aumento na expressao de
genes relacionados a biomineralizacdo da ostra. Adicionalmente, a presenga de microplasticos
aderidos na borda do manto (intimamente relacionada ao processo de calcificagdo) foi
confirmada por técnicas de microscopia e fluorescéncia. Os autores afirmam que a presenca de
MPs neste epitélio alterou a deposicao das novas camadas da concha (sob a forma de cristais
irregulares), possivelmente causados por interagdes e/ou afinidade quimica com o polietileno.
Acredita-se que o aumento da expressao dos genes relacionadas a biomineralizacao ocorreu na
tentativa de imobilizar rapidamente as particulas plasticas. Por fim, ndo s6 destacam a
relevancia dos achados, mas também sugerem que mais estudos sejam realizados, inclusive
com diferentes concentracdes; considerando que outros moluscos (além de bivalves) também
podem partilhar da recém descoberta via de incorporacao de MPs (HAN et al., 2022).

Nesse sentido, ¢ justificavel a busca de informagdes sobre os possiveis efeitos dos MPs
no mecanismo da biomineralizacdo; ademais, a utilizagdo de gastrépodes como modelo
bioldgico nesta tematica se apresenta com potencial ineditismo. Assim, adotamos o caramujo
dulcicola Pomacea canaliculata como organismo teste desta investigacdo. A espécie P.
canaliculata (Lamarck, 1822) pode ser encontrada em diversos paises do mundo como invasor
comum de plantagdes de arroz (ESTEBENET et al., 2006). No entanto, no extremo sul do
Brasil, tal organismo apresenta, ainda, importancia ecologica. S3o caramujos nativos (i.e.
neotropicais) € ocupam um nivel tréfico relevante, exercendo o controle sobre comunidades de
microalgas e macrofitas aquaticas; servem também como recurso para o gavido-caramujeiro
Rostrhamus sociabilis (Vieillot, 1817) (Aves: Accipitridac) (BERGMANN, 2012). Assim,
torna-se importante a criagdo de protocolos para a utilizagdo de organismos nativos e
ambientalmente relevantes na avaliagdo de possiveis contaminantes dos ambientes dulcicolas

em estudos ecotoxicoldgicos.
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Vale ressaltar que tal espécie também atende os requisitos popularmente indicados nas
pesquisas para a caracterizagdo de organismos sentinelas (ou biomonitores); a saber: 1) alta
distribuicdo e facilidade de coleta/cultivo 2) interagir significativamente com o ecossistema ao
redor (i.e., nivel trofico relevante) 3) possuir, na literatura, dados suficientes que permitam a
discussdo dos resultados e 4) as respostas devem ser razodveis e mensuraveis (MELO et al.,
2000; AKINDELE; EHLERS; KOOP, 2019; DING et al., 2021).

Como dito anteriormente; diversos trabalhos evidenciaram respostas via biomarcadores
apos acumulacdo de MPs. No entanto, os efeitos fisioldogicos da contamina¢dao por MPs sdo
frequentemente indiretos e podem também ser resultado da combinagdo de outros efeitos
(dentre eles, possivelmente estresse oxidativo). Para tanto, investigacdes fisioldogicas com P.
canaliculata apds exposicao aos MPs aparenta ser razoavel. Especificamente, a investigagcao da
fisiologia da biomineralizagao por meio de biomarcadores pode entregar novas informagoes
sobre os efeitos em gastropodes, como mencionado. Ademais, os processos envolvidos neste

mecanismo estdo detalhados abaixo.

1.3. Mecanismos da biomineralizacao

Moluscos de agua doce enfrentam um desafio na constru¢do de suas conchas, uma vez
que sdo hiperosmoéticos quando comparados ao ambiente. Em particular, eles lidam com
gradientes osmaticos e idnicos entre a hemolinfa e a 4gua. Tal condigao facilita o ganho de agua
e perda de ions por difusdo (SANTINI et al., 2011). Portanto, a constru¢do da concha requer
um “sistema de construcao”, regulado pelo organismo. Recentemente, fisiologistas passaram
descrever o processo como um mecanismo biologicamente controlado, € ndo apenas mediado,
como considerado anteriormente (WEINER; DOVE, 2003; CLARK, 2020; CLARK et al.,
2020).

O aparato envolvido na formacdo de conchas garante as condigdes necessarias de
nucleacdo mineral, que, logicamente, s6 ¢ possivel devido a absor¢cdo e incorporagdo de
precursores até o local de mineralizacdo, especialmente ions célcio e afins (do inglés “calcium-
related ions) (CHECA, 2018). Assim, observa-se que a formagao de novas camadas da concha
ocorre com certo nivel de sincronicidade, considerando a captagdo dos precursores (da agua e
alimentos), sua distribuicdo ao corpo, principalmente através do sistema circulatorio, e o
processo final de secrecdo (i.e., deposi¢do) (SIMKISS; MASON, 1983). Nesse sentido, a
dindmica existente nos transportes para a promoc¢ao do crescimento de conchas, como um

processo ininterrupto, ¢ bem descrita (WATABE, 1983). Dentre as necessidades fisioldgicas, o
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crescimento ¢ um requisito distinto para os moluscos conchiferos, considerando que a concha
deve acompanhar o tamanho do corpo mole. Nesse sentido, a maioria exibe fases de
crescimento expressivo (observado como linhas de crescimento), mas que reduzem com o
tempo (WILBUR; SALEUDDIN, 1983).

Interessante ressaltar que os moluscos possuem, nesse “sistema de constru¢do”, uma
"caixa de ferramentas conservada" (do inglé€s, “conserved toolbox’), considerada por muitos
como um trago ontogenético, € que possivelmente permitiu o sucesso evolutivo do grupo
(CLARK, 2020; CLARK et al., 2020). Acredita-se que a base da biomineralizagdo esta
especificamente relacionada aos niveis de transcri¢do e expressdo génica; das proteinas da
matriz da concha (SMPs, do inglés “shell matrix proteins”), dominios de anidrase carbonica,
ligantes de quitina (CB, do inglés “chitin-binders”), receptores semelhantes a calcitonina, entre
outros. Portanto, alteragcdes nestes niveis de expressao génica podem intensificar ou reduzir o
mecanismo de formagao da concha e suas relagdes com os precursores (CHECA, 2018; CLARK
et al., 2020).

Além disso, autores afirmam que a biomineralizacdo ocorre simultancamente aos
demais processo fisioldgicos, e com um certo nivel de consonéncia, impulsionada pela propria
homeostase (CHECA, 2018; CLARK et al., 2020; MARIN, 2012; SONG et al., 2019). Tal
caracteristica também fica evidente ao considerar a expressdo génica entre as fases de vida, os
fatores de crescimento e as atividades enzimadticas envolvidas. Gastrépodes juvenis, por
exemplo, estdo relacionados a altas expressoes de SMPs, uma vez que o crescimento apds a
eclosdo € mais intenso quando comparado aos organismos reprodutivos (isto €, adultos). Além
disso, diversos estudos envolvendo gastropodes e bivalves, observaram que o crescimento
também ¢ fortemente relacionado aos fatores abidticos, tais como concentragdo de calcio e
bicarbonato, disponibilidade de alimentos, lotagao (do inglés, “crowding’), pH e temperatura
(HUNTER, 1990; ICHINOSE, 2002; ESTEBENET; MARTIN; BURELA, 2006; ROGEVICH;
HOANG; RAND, 2008; GLASS; DARBY, 2009). Em geral, os autores apresentam que o
crescimento ndo ¢ interrompido sob condig¢des reduzidas ou aumentadas, mas que estas
realmente refletem na morfologia da concha; como maior fragilidade, menor espessura, e até
mesmo apontam para reducdes na taxa de crescimento.

Estas descobertas indicam a existéncia de estratégias fisiologicas que poderiam ajudar
os organismos a alcangar a constru¢do da concha, tais como fonte de precursores endogenos
e/ou coleta de reservas (principalmente Ca?>" e HCO5"), o que, por sua vez, ajuda a entender que

a biomineralizacdo ndo ¢ um processo "passo a passo’, mas sim um mecanismo “autonomo”
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(do inglés, “self-driven”) que pode ser modulado (EBANKS; GROSELL, 2008; CHECA,
2018).

1.3.1. Requisitos da biomineraliza¢do

Evidéncias indicam que o processo de biomineralizacao ¢ “universal”, considerando que
também se aplica na formagdo de ossos, exoesqueletos e partes mineralizadas de diversos
grupos (WATABE, 1983; WILBUR; SALEUDDIN, 1983; SONG et al., 2019). Para os
moluscos a criagdao da concha somente ¢ possivel devido a combinacao de aspectos evolutivos,
principalmente morfoldgicos e fisiologicos (MARIN, 2012). Atualmente, sabe-se que ¢
necessario atender alguns requisitos, quimicos e bioldgicos, para que a mineralizagdo ocorra, a
saber: 1) um espaco que permite a interacdo dos precursores ¢ formagdo mineral 2) uma
impermeabilizacdo que impede o contato com a 4gua e consequente dissolu¢do dos minerais 3)
um fluido (i.e., meio) basico e supersaturado que garante a deposicao mineral por afinidade 4)
uma matriz organica e extracelular que sustenta a estrutura das camadas da concha em formacao
e 5) um epitélio calcificador que atua na secrecdo dos materiais precursores € na manutengao
do pH (MARIN, 2012).

A matéria prima das conchas ¢ essencialmente o carbonato de célcio (CaCO3), que no
geral se apresenta sob a forma mineral de calcita, aragonita e nacre, podendo variar dentre as
espécies (MARIN, 2012). A formagdo de CaCOs ¢ resultado de uma reacao entre ions calcio
(Ca*") e bicarbonato (HCO5"), considerados como principais precursores da biomineralizacio.
Para termos ilustrativos, utiliza-se, na mineralogia, o empilhamento de tijolos na constru¢do de
um muro, como analogia mais proéxima para os processos envolvidos na mineralizagdo, que
ocorrem em duas partes: a deposicao dos materiais e a sequente nucleagdo mineral (MARIN,
2012).

Morfologicamente, a concha dos moluscos apresenta uma camada externa organica, o
periostraco (Fig. 5), cuja funcao ¢ impermeabilizar as camadas calcarias contra a dissolucao
pela 4gua, além de permitir a deposicao subjacente (MARIN, 2012). Abaixo do periostraco
encontram-se ainda mais duas camadas cristalinas, sendo o ostraco, em disposi¢do prismatica,
a camada do meio e o hipostraco, com disposi¢do pavimentosa, a camada mais interna

(MARIN, 2012).
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Face externa

Fig. 5: A figura mostra uma raspagem na face externa da concha de P. canaliculata, onde ¢
possivel identificar as trés diferentes camadas gerais da concha dos moluscos: A) peridstraco

B) ostraco e C) hipodstraco. Fonte: acervo pessoal.

Na regido anterior da concha, abaixo do peridstraco, encontra-se um pequeno
compartimento, preenchido por uma matriz ‘gelatino-fibrosa’ (do inglés, “silk-fibroin-like gel”)
e por um fluido supersaturado de carbonato de calcio (CaCO3); o espago e fluido extrapalial,
respectivamente (Fig. 6) (MARIN, 2012). Tais componentes agrupam uma mistura complexa
de proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos e polissacarideos que interagem com o0s ions
minerais, controlando a nucleagdo (i.e., deposicdo cristalina) (SIMKISS; MASON, 1983).
Nesta regido € possivel encontrar, ainda, agregados calcarios preenchidos por substancia amorfa
de carbonato de célcio (Ca*" e HCO3'), que ficam armazenados em vesiculas sob a forma de
granulos (ABOLINS-KROGIS, 1976). E na matriz calcificante, que os fons calcio reagem com
o bicarbonato, formando carbonato de calcio (CaCO3), possibilitando a deposi¢cdo e formagao
dos cristais da concha (WILBUR; SALEUDDIN, 1983). Logo abaixo, encontra-se a borda do
manto (do inglés, “mantle edge”) que por sua vez ¢ formada pelo epitélio externo do manto, ou
manto calcificante, na parte superior (i.e., em contato com o espago extrapalial) e pelo epitélio
interno do manto na parte inferior (i.e., em contato com o ambiente) (Fig. 6) (SILLANPAA;

SUNDH; SUNDELL, 2018). A borda do manto ¢ a responsavel pela absor¢ao (via ambiente e
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hemolinfa) e secre¢do dos precursores que formardo a concha (em direcdo ao espago
extrapalial). Todo o processo tem origem na regido do sulco periostracal, onde células epiteliais
do manto externo secretam o peridstraco novo, enquanto a calcificagdo propriamente dita ocorre
sequencialmente no espacgo extrapalial. Ademais, acredita-se que tal regido atua, ainda, na
formacao da matriz extracelular e demais componentes; para tanto alguns autores nomeiam esta

regido como “glandula do manto” (do inglés, “mantle gland) considerando o papel secretor

(SILLANPAA; SUNDH; SUNDELL, 2018).

Prismatic
layer

Macreous
layer

Periostracum

=~ Outer
epithelium

Pallial muscle

Mucocyte
gt Y

Inner epithelium

Fig. 6: A figura mostra os componentes morfofisiolégicos envolvidos no processo de
biomineralizagdo de moluscos. Cada regido estd indicada por setas, bem como as
nomenclaturas. Vale ressaltar que, na regido do manto externo diferengas no epitélio garantem

a formagao especifica de cada camada. Fonte: MARIN et al., 2007.

Estudos morfologicos demonstram que as camadas recém formadas ainda sdo finas e
quebradicas; na extremidade deposicional a concha nova surge como uma linha visivel,
geralmente prateada e/ou brilhosa, destacando toda a regido do peridstraco novo (SIMKISS;

MASON, 1983).
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1.3.2. Mobilizacdo iénica e biomarcadores da biomineralizagcdo

Como mencionado, a biomineralizagdo requer um processo efetivo de captacio e
distribuigdo de cdlcio a partir do meio e da alimentagdo. Para os moluscos as vias de
incorporacdo e mobilizacdo de calcio foram inicialmente descritas por Simkiss e Mason (1983)
no chamado ciclo do célcio (Fig. 7). A absorcao direta de ions dissolvidos no ambiente, pelo
manto externo, ou a partir da alimentacao, pelo sistema digestivo (em especial intestinos e
glandula digestiva) da inicio as possiveis vias do calcio no organismo. A circulacdo aberta dos
moluscos permite que a hemolinfa transporte os ions por espagos entre os tecidos (i.e.,
hemocele) garantindo uma ampla distribui¢do pelo corpo. Parte do célcio disponivel flui pela
hemolinfa até os tecidos do manto externo, onde ocorre a formacao da concha; enquanto outra
por¢do se agrupa formando vesiculas de reserva (semelhante ao espaco extrapalial),
armazenadas no tecido conjuntivo, adjacente ao manto externo. E importante destacar que, na

época desta publicagdo, as células da hemolinfa eram identificadas como amebdcitos e nao

possuiam fun¢do bem descrita e/ou conhecida (SIMKISS; MASON, 1983).

AGUAE ABSORCAO
ALIMENTO DIRETA

RESERVAS NO
TECIDO CONJUNTIVO

MOBILIZACAO
VIA HEMOCITOS

Fig. 7: A figura mostra as vias de absor¢do e incorporagdo de calcio em moluscos, bem como

a posterior mobiliza¢do para os tecidos e para a concha. Fonte: SIMKISS; MASON, 1983.
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Atualmente a nomenclatura utilizada ¢ “hemdcito”; sabe-se também que os moluscos
possuem no minimo dois tipos e que estes atuam na biomineraliza¢do transportando os
precursores do CaCOs3 via tecido conjuntivo e hemolinfa, até o epitélio externo do manto. Em
casos especificos, como perda de tecido e danos na concha, os hemécitos podem realizar o
transporte diretamente até o espaco extrapalial (MARIGOMEZ et al., 2002; MOUNT et al.,
2004; SONG et al., 2019).

A formacao de conchas ¢, em grande parte, possivel devido a atuacao de transportadores
e catalisadores e as principais enzimas envolvidas no processo sdo a Ca>" ATPase ¢ a anidrase
carbonica (CHECA, 2018; SILLANPAA; SUNDH; SUNDELL, 2018; ZEBRAL et al., 2019;
CLARK et al., 2020). Em suma, um carreador transmembrana, que envia o calcio para
diferentes compartimentos, € uma metalo-enzima ¢ responsavel pela catalise do CO», cujos
subprodutos da reagdo inclui o HCO3". Acredita-se, na literatura, que existam relagdes entre a
absorcdo de Ca®" e a producio endogena de HCOs™ catalisada (EBANKS; GROSELL, 2008).

EBANKS e colaboradores (2010) apoiam tais relagdes acima. Ao investigar a tomada
destes ions a partir do fluido perivitelinico, do caramujo dulcicola Lymnaea stagnalis, os
autores descobriram que os embrides mantinham um platd de fluxo liquido' niio apenas para o
Ca?" mas também para HCOj3". Além disso, testaram 0s mesmos embrides em condi¢des com e
sem HCOs, na busca de possiveis relagdes entre a absor¢do ionica de Ca®>" e HCOs".
Curiosamente, os resultados mostraram que o fluxo liquido de Ca** foi significativamente maior
sob condi¢des livres de HCO3", enquanto o fluxo alcalino titulavel liquido (ou seja, HCO3")
diminuiu ~30%, quando comparado a condi¢do de controle. Os resultados sugerem que a
diminui¢ao observada no fluxo liquido de HCO3™ ¢ um mecanismo de compensacao decorrente
da producdo endodgena, como resultado da hidratacdo do CO, (catalisada pela anidrase
carbonica). Além disso, os dados da excre¢ao de amonia, para a mesma condicao (ou seja, livre
de HCO3") apontam que ~50% a mais de amonia foi excretada. Os resultados fazem sentido ao
rever a equacio da hidratacdo do CO; (e.g., CO2 + H,O — HCO3 + H" — CO3* + H"), onde a
produgcdo e conseguinte extrusdo de protons (necessaria para a manutencdo do pH)

possivelmente aumenta o "aprisionamento de NH3 como NH™

no sistema circulatério, como
mencionado. Por fim, acredita-se que o aumento da extrusdo de H" cria um gradiente
eletroquimico para a influxo de Ca*" via canais de calcio voltagem-dependentes (CCVD) via

manto interno de L. stagnalis, com a hiperpolarizagdo das membranas apicais. Tal resposta

1 Do inglés, “net flux plateau”, que diz respeito a quantidade de substancias que entraram e
sairam das células, de acordo com a seguinte equagdo: Fluxo liquido = influxo — efluxo.
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poderia explicar o aumento observado na absor¢io de Ca’' na regido e, além disso, pode
estabelecer uma relagdo entre as vias de célcio e producdo de bicarbonato (EBANKS;
O’DONNELL; GROSELL, 2010).

A pesquisa de WETZEL e colaboradores (2002), apresentou que a inibi¢ao da anidrase
carbonica, nos musculos de ratos Wistar, reduziu o transito intracelular de calcio,
posteriormente alterando a contracdo muscular. Os autores observaram que no reticulo
sarcoplasmico (RS) (e.g., relacionado ao armazenamento de Ca’’, potenciais de aclo e
contragdes) a inibi¢do da anidrase carbonica causou uma diminui¢ao na producdo de HCO3 e
H', como esperado. Para melhor entendimento, o trocador de membrana Ca'/H" ATPase realiza
principalmente o influxo de Ca®" (para o limen do RS) enquanto envia prétons de volta para o
citosol. Assim, ao marcar as células dos feixes musculares, com o corante fluorescente Fura-2
(que se liga rapidamente ao Ca*" livre), observaram que a inibi¢io da anidrase carbonica causou
um actmulo de Ca?" luminal. Nesse sentido, o menor influxo de prétons no limen (via
H'ATPase) dificultaria a recaptagio transitéria de Ca®* ao citosol. Finalmente, os autores
afirmaram que, pelo aumento da intensidade do sinal Fura-2, o transito mais lento do Ca*"
retardou o relaxamento muscular. Embora o processo de hidratagdo de CO; também ocorra na
auséncia da anidrase, os autores afirmam que a presenga do catalisador ¢ fundamental,
considerando as evidéncias da relagdo com o Ca?" livre e a rapidez necessaria para o processo
(WETZEL et al., 2002). Como mencionado, tais evidéncias sugerem relagcdes entre anidrase
carbonica, a entrada e o transito de calcio nas células. Especialmente, nos organismos
calcificadores, a produgdo enddogena de HCO;3 aparenta estar sujeita a modificagdes de acordo
com as necessidades do organismo, no que diz respeito a formagao da concha (ZEBRAL et al.,
2019).

E importante perceber que os transportes idnicos, relacionados a biomineralizagio
acontecem por diferentes vias (Fig 8). Morfologicamente os epitélios do manto (i.e., interno e
externo) sao “espelhados”, considerando as dobras e o sulco periostracal (Fig. 6). Nesse sentido,
o epitélio interno do manto possui face apical voltada para a cavidade do manto (em contato
com a agua do ambiente) (Fig 8). Tal regido ¢ coberta por um muco ligante, com fungao de
aprisionar substancias, € serve como defesa a corpos estranhos e parasitas, além de auxiliar na
absor¢do. Além disso, na mesma regido, canais de céalcio voltagem-dependentes (CCVD)
garantem a entrada de Ca®". J4 a face basolateral estd voltada para o tecido conjuntivo; nesta
regido enzimas Ca’*ATPase realizam a tomada do Ca?* em dire¢io a hemolinfa (Fig 8).
Adicionalmente, a enzima anidrase carbonica, dentro das células do manto interno, catalisa a

hidratagdo do CO», proveniente da hemolinfa, produzindo HCOs; e protons H® que sdo
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extrudidos para o ambiente por transportadores apicais H ATPase e trocadores Ca?"2H"; tal

processo facilita a manutengdo do gradiente eletroquimico (CHECA, 2018; CLARK, 2020;
MARIN, 2012).
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Fig. 8: Representacdo dos tecidos do manto e do espago extrapalial. As estruturas e a

direcdo dos transportes encontram-se identificadas no esquema.
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Por outro lado, para o manto externo, considera-se que a face em contato com o tecido
conjuntivo/hemolinfa também ¢ basolateral, ao passo que a outra face, voltada para o espaco
extrapalial, ¢ apical (Fig. 8). Na regido basolateral, embora a entrada de Ca’" (nas células)
também ocorra por CCVD, é evidenciado a presenga de Ca’>"ATPases, com transporte voltado
para a hemolinfa (relacionadas as sinalizagdes do metabolismo). Ja4 na regido apical,
Ca?"ATPases enviam Ca’" ao espaco extrapalial, enquanto CCVD podem, quando necessario,
retornar o Ca®" da matriz para a célula. Nesta regidio, encontram-se também transportadores
H'ATPase, que captam os protons, provenientes da hidratagdo do COz no espago extrapalial
(Fig. 8) (CHECA, 2018; CLARK, 2020; MARIN, 2012).

Sabe-se, com certeza, que o Ca’>" é o precursor mais abundante da biomineralizagio
(Marin, 2012). Assim, devido a Ca?’"ATPase, presente nos epitélios da borda do manto, a
captacao e secrecdo sao possiveis; para a hemolinfa e espago extrapalial, respectivamente, como
mencionado. Vale destacar que Ca*"ATPases também estdo presentes no epitélio da glandula
digestiva, contribuindo com o fornecimento de Ca?* direcionado a hemolinfa, como visto
anteriormente no ciclo do célcio. Ademais, a dindmica desta bomba garante que a concentragao
intracelular de Ca’" permaneca em niveis baixos em ambos os epitélios (EBANKS;
O’DONNELL; GROSELL, 2010; MARIN, 2012; LOBO-DA-CUNHA et al., 2018). Portanto,
tanto a glandula digestiva quanto a borda do manto atuam como epitélios absortivos, em relagao
ao fluxo de Ca”" no corpo, proveniente da 4gua e dos alimentos (MARIGOMEZ et al., 2002).
Entretanto, mesmo que a glandula digestiva forneca ions para a hemolinfa (e.g., Na*, K*, Ca**,
HCOys"), contribuindo para a biomineralizagdo, seu papel além da digestdo envolve a
desintoxica¢do, que garante a defesa e saude dos organismos (LOBO-DA-CUNHA et al., 2018;
LOBO-DA-CUNHA, 2019). Por outro lado, a borda do manto atua principalmente na formacao
da concha; entretanto sua participacdo na regulacdo i0nica, especialmente de célcio e
bicarbonato, também seja descrita na literatura (SILLANPAA; SUNDH; SUNDELL, 2018;
CLARK et al., 2020).

Ap0s revisar os transportes relacionados a produg@o de conchas de moluscos aquaticos,
observagoes de CLARK, (2020), sustentam que os transportes i0nicos nos epitélios do manto,
especialmente do Ca**, favorecem a via da biomineraliza¢do (Fig. 9). Para o manto interno,
EBANKS; O’DONNELL; GROSELL (2010) sugerem que o trocador Ca*>*/2H" na membrana
apical contribua duplamente na absor¢do de calcio nos organismos € na extrusdo de protons H"
para o ambiente, produzidos apos hidratagdo do CO», como mencionado (Fig. 8). No mesmo
sentido, CLARK, (2020) afirma que a mobilizagdo de célcio nas células do manto externo

também pode estar relacionada a outros transportadores, tais como Na'/K ATPases (NKA) e
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os trocadores Na'/Ca*" basolaterais (Fig. 9). Adicionalmente, SILLANPAA; SUNDH;
SUNDELL (2018) verificaram que para a Ostra-do-pacifico Crassostrea gigas, a inibicdo da
NKA diminuiu em 25% o transporte total de célcio no manto externo. Esta informagao pode
indicar um auxilio basolateral na captacio de Ca’’, embora falte evidéncias para responder
precisamente a questdo. Os autores reforcam a existéncia apical da Ca**ATPase, mas sugerem
que o trocador Na*/Ca®", na mesma regido, também participa da secrecdo de célcio para o
espago extrapalial, considerando os valores observados (SILLANPAA; SUNDH; SUNDELL,
2018; CLARK et al., 2020) (Fig.9).
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Fig. 9: Representacio dos transportes relacionados a biomineralizagdo nos epitélios do
manto de moluscos. Os ions estdo indicados na figura, VDCC: do inglés “voltage-dependant
calcium chanel. Fonte: criado com base nas informacdes publicadas por SILLANPAA;
SUNDH; SUNDELL, 2018; EBANKS; O’DONNELL; GROSELL, 2010; CHECA, 2018;
CLARK, 2020.
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Especificamente, o bombeamento de célcio no manto externo compreende quase 50%
do transporte total de calcio envolvido na formagdo das conchas dos moluscos (CLARK et al.,
2020). A inibigdo especifica da Ca** ATPase (i.e., por caloxina), no manto externo de C. gigas,
diminuiu em ~32% o transporte total de Ca*" neste epitélio, enquanto um inibidor geral de
ATPases (i.e., vanadato) diminuiu em ~14%. Estes resultados sustentam a ideia de que o
bombeamento de Ca" est4 centrado em dire¢fio ao espaco extrapalial, como dito anteriormente,
enquanto a retomada basolateral de Ca®* (para hemolinfa) esta mais relacionada a regulagio e
sinalizacdo metabdlica (Fig. 9) (SANTINI et al., 2011; CLARK, 2020; CLARK et al., 2020).
Por fim, afirmam que a entrada de ions de célcio pelo epitélio interno, via CCVDs apicais,
compreende ~20% da absor¢do total de calcio, ndo s6 em C. gigas mas também em outros
bivalves e gastropodes, refor¢ando que a absorcao, via alimentagao (i.e., glandula digestiva)
também é fundamental (EBANKS; O’DONNELL; GROSELL, 2010; SILLANPAA; SUNDH;
SUNDELL, 2018).

Informagdes adicionais, a respeito da “fisiologia do calcio”, podem auxiliar o
entendimento da biomineralizagdo como um processo ‘“resiliente”, mas suscetivel a
modifica¢des. Como mencionado, diversos autores consideram a biomineralizagdo como uma
consequéncia adaptativa dos moluscos, uma vez que nenhum mecanismo exclusivo esta
envolvido na formacao de conchas. No entanto, acredita-se que o metabolismo seja adaptado
para favorecer a formacdo da concha, de acordo com a homeostase dos organismos
(SILLANPAA; SUNDH; SUNDELL, 2018; CLARK et al., 2020).

Alguns mecanismos apresentam semelhanc¢as com os de outros seres vivos, tais como
os vertebrados. Em humanos, por exemplo, a producao do hormonio calcitonina (CALC) pode
regular a disponibilidade e absor¢do de Ca>"; e a0 mesmo tempo, promover sua deposi¢do nos
0ss0s, alterando o processo de mineralizagdo (CARDOSO et al., 2020). Um estudo recente com
bivalves (Mytilus galloprovincialis e C. gigas), investigaram estas semelhancas funcionais
entre fatores reguladores de moluscos e humanos. Os resultados experimentais mostraram que
os fatores de transcri¢ao da borda do manto responderam as incubag¢des com CALC humanas,
aumentando a expressdao genética dos receptores. Os autores observaram que tal aumento
promoveu a captagio de Ca?* da hemolinfa para as células do manto. Assim, acredita-se que 0s
moluscos também apresentam um sistema regulatério (para o Ca"), que possivelmente modula
a biomineralizagao, de acordo com os “aportes sensoriais” (do inglés, “sensorial inputs’), como

mencionado pelos autores (CARDOSO et al., 2020).
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1.3.3. Mecanismos da regeneragdo da concha

A investigagao da capacidade de regenerar conchas também ¢é popularmente abordada
na malacologia. Moluscos ‘conchiferos’ possuem, como defesa, a capacidade de reconstruir
suas conchas frente a possiveis intempéries externas, tais como, lesdes por impacto, ataque de
predadores e parasitas (WATABE, 1983). As primeiras pesquisas evidenciaram a rapida e
eficiente capacidade em regenerar partes da concha; no entanto os processos envolvidos eram
bem incertos (MEENAKSHI et al., 1975; ABOLINS-KROGIS, 1976; WATABE, 1983). Ainda
que o processo de biomineralizagdo também se aplique para a regeneragao de conchas, uma vez
que utiliza os mesmos precursores, 0s mecanismos envolvidos sdo outros (MOUNT et al.,
2004). No geral, evidéncias mais recentes indicam que o processo ndo depende exclusivamente
do transporte mediado, entre epitélios e células, tampouco de enzimas catalizadoras (KADAR,
2008; YANG et al., 2016; LIU et al., 2017). Na verdade, acredita-se que a disponibilizagdo dos
precursores ocorra por meio da dissolucdao de reservas, enquanto a mediagdo do transporte
ocorre via hemocitos, até o local perdido/lesionado. Sem davidas, a
necessidade de regeneracao da concha cria um cenario de estresse fisiologico nos animais. A
maior parte das evidéncias apresentam, cm comum, o aumento do niumero total de hemocitos
(NTH), especialmente na hemolinfa, o que sustenta (em partes) a participagdo destes no
processo (MOUNT et al., 2004; KADAR, 2008; LIU et al., 2017). Na verdade, o aumento do
NTH ¢ interpretado como resposta imunoldgica ndo especifica, considerando que também ¢
reportado em situagdes de infec¢des parasitarias e inflamagdes (VON MOOS; BURKHARDT -
HOLM; KOHLER, 2012; LOBO-DA-CUNHA et al., 2018). Além disso, acredita-se que a
regeneragdo ocorra apds uma combinagdo de processos, como alteragdes no epitélio externo do
manto, aumento da expressdo génica de proteinas da matriz extracelular, alteragdes nas
atividades enzimaticas, aumento da absor¢do de calcio (via manto interno e sistema digestivo)
e dissolucao de reservas (KADAR, 2008; YANG et al., 2016; LIU et al., 2017).

Embora as  evidéncias
abordem diferentes tipos de organismos, como bivalves (em maioria) e gastropodes, marinhos
e dulcicolas, as informagdes parecem se cruzar. Nesse sentido, mesmo que alguns processos
possivelmente ocorram de maneira simultanea, € plausivel descrever os passos da regeneracgao.
A pesquisa de KADAR (2008) com o mexilhdo marinho Bathymodiolus azoricus, afirma que
num primeiro momento, pos lesdo, se inicia a mobilizagdo de hemdcitos via hemolinfa até o
tecido conjuntivo adjacente ao manto externo e a parte da concha perdida. Concomitantemente,

os autores perceberam um aumento de 50% na NTH em comparacdo ao controle, além da
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degradacio dos tecidos, na regido em que os hemocitos foram encontrados (KADAR, 2008)
Estudos mais antigos, envolvendo a regeneragao dos mexilhdes Arcuatula senhousia
(estuarino) e Anodonta sp. (dulcicola) reportaram, de inicio, apenas mudangas na morfologia
do epitélio externo do manto, como células alongadas e espacadas, enquanto para os
gastropodes dulcicolas Pomacea paludosa e L. stagnalis foi observada a degeneragdo no
epitélio externo do manto (ABOLINS—KROGIS, 1976; WATABE, 1983; WILBUR;
SALEUDDIN, 1983). Em todos os casos, os autores acreditam que os hemdcitos passem pelos
espacos disponiveis no epitélio, em direcdo ao espacgo extrapalial, como um tipo de vazamento
(do inglés, “leakage”). Por outro lado, a pesquisa de MOUNT e colaboradores (2004) observou
que, para a ostra-americana Crassostrea virginica, o aumento da NTH foi de apenas 10%. Os
autores defendem que o baixo aumento do nimero, em comparagao a outros estudos, estd mais
relacionado com a mobilizacao dos hemocitos ja existentes, de outras partes do corpo, do que
propriamente com a producdo celular. No entanto, também observaram a acumulacdo de
hemocitos na superficie apical do epitélio externo do manto, formando um tipo de barreira
(MOUNT et al., 2004). Em relagdo ao calcio, os estudos indicam uma diminui¢ao nos
niveis circulantes (i.e., hemolinfa) logo ap6s a lesdo (MOUNT et al., 2004; KADAR, 2008;
LIU et al., 2017). A maioria das pesquisas observaram que os hemdcitos carregavam calcio em
seu interior, o que possivelmente justificaria a queda dos niveis hemolinfiticos. Em
contrapartida, os niveis de calcio circulantes, em geral, aumentaram alguns dias depois; nesse
momento considera-se também que as reservas de calcio, do tecido conjuntivo, sdo mobilizadas
(MOUNT et al., 2004; KADAR, 2008; LIU et al., 2017). No estudo envolvendo C. virginica,
andlises radioisotOpicas sustentam que na regeneracdo o epitélio externo do manto ¢é
responsavel por ~2,5% da rotatividade do célcio (i.e., do inglés “furnover”); o restante (i.e., do
inglés “nonexcheable pool”) é retido na face apical (MOUNT et al., 2004). Acredita-se que as
reservas sejam uma das fontes desse calcio, e que o transporte realmente ocorra via hemocitos,
considerando que apresentaram granulos birrefringentes em seu interior (indicativo de calcio
e/ou substancia amorfa de CaCO3) (MOUNT et al., 2004). Os resultados da microscopia do
mexilhdo B. azoricus também indicaram aumento semelhante na intensidade da coloracao dos
hemécitos (KADAR, 2008). Curiosamente, os autores encontraram hemocitos fortemente
corados na face basolateral do epitélio interno do manto, o que possivelmente esta relacionado

com o aumento da absorc¢do de calcio do ambiente (KADAR, 2008).

A primeira camada a ser regenerada ¢ o peridstraco e sua produgdo acontece

rapidamente, com objetivo de reestabelecer a impermeabilizacdo do espago extrapalial
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(WILBUR; SALEUDDIN, 1983). Para tanto, observa-se que o reparo ¢ mais eficiente quando
ocorre em regides proximas a borda do manto, quando comparado aos reparos no meio da
concha (YANG et al., 2016; LIU et al., 2017). Por fim, uma vez no espago extrapalial, as
pesquisas indicam duas possibilidades: 1) os hemocitos liberam os cristais e granulos que
permitem a nucleagdo das novas camadas (especialmente as inorganicas) e retornam para a
hemolinfa e 2) os hemocitos sofrem autolise diretamente na regido de deposi¢do, servindo como
‘substrato’ para a nucleagdo de novos cristais, sucessivamente (MOUNT et al., 2004; KADAR,
2008). Embora eficiente, as camadas da concha regenerada ndo se assemelham as da concha
“normal”; é possivel observar a presenca de cicatrizes permanentes nos locais lesionados
(YANG et al., 2016; LIU et al., 2017). Duas
pesquisas mais recentes investigaram a capacidade de regeneragdo de P. canaliculata, associada
a biomarcadores da biomineralizacao, como a concentra¢ao de calcio circulante e a atividade
da enzima anidrase carbonica (YANG et al., 2016; LIU et al., 2017). Ambas as pesquisas
evidenciam que tal organismo apresenta uma velocidade de regeneracdo maior, quando
comparado com outros gastropodes e bivalves. Apods a lesao foi observado um aumento na
CTH, além de quedas significativas na concentracao de célcio circulante nos primeiros dias,
com valores de pico no quinto dia, e posterior retorno da concentragdo para niveis normais (i.e.,
pré lesdo). Para a enzima anidrase carbonica, os resultados indicaram queda na atividade logo
no primeiro dia, no entanto houve a retomada, que alcangou um pico de atividade também no
quinto dia, concomitante a finalizacdo do peridstraco novo (YANG et al., 2016; LIU et al.,
2017). Os autores afirmam
que os achados estdo de acordo com os registros da literatura, e possivelmente indicam que a
queda da concentracdo de célcio ocorreu em conjunto com o aumento e mobilizagdo dos
hemocitos (YANG et al., 2016; LIU et al., 2017). Ja os valores de pico de célcio podem ser
indicio da dissolu¢do das reservas, enquanto os da atividade enzimatica, da formagdo do
peridstraco novo, considerando que ‘coincidentemente’ até o quinto dia, os animais haviam
completado a producdo desta camada. Por outro lado, a formagdo das camadas subjacentes
ocorreu de maneira mais lenta ap6s o quinto dia, o que também esta de acordo com os registros
da regeneragio de L. stagnalis e P. paludosa (WATABE, 1983; KADAR, 2008; YANG et al.,
2016; LIU et al., 2017). Por fim, ainda que existam duvidas sobre a maneira em que 0s
hemocitos participam da regeneracdo das conchas, alguns dos autores defendem que tal
associacao seja uma importante aquisicdo evolutiva, que contribuiu para o sucesso e dispersao
dos moluscos conchiferos (KADAR, 2008; MARIN, 2012; YANG et al., 2016; LIU et al.,
2017).
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1.3.4. A biomineralizagcdo de moluscos na investigacdo de contaminantes e poluentes

Nos ultimos anos 0 mecanismo da biomineralizagdo ganhou popularidade em pesquisas
envolvendo mudancas climaticas, especialmente nas relacionadas ao aumento da temperatura e
niveis de didoxido de carbono atmosférico e a consequente acidificagdo oceanica (SZALAJ et
al., 2017; ZEBRAL et al., 2019; CHAVES LOPES et al., 2020). No entanto o foco se manteve,
até o momento, para a calcificagdo de corais, que aparentemente sofrem alteragdes em tal
cenario. Por outro lado, para os moluscos, a utilizacdo de parametros biométricos e
biomarcadores da biomineralizagcdo, também se mostrou promissor no acesso da toxicidade de
contaminantes em estudos de exposi¢cdo (BEGLIOMINI et al., 2017). Acredita-se que possiveis
alteracdes na formag¢do da concha podem indicar um comprometimento, ndo s6 da homeostase,
mas também na satide dos organismos (BEGLIOMINI et al., 2017).

O estudo de SANTINI (2011), envolvendo os efeitos da exposi¢cdo de cobre (Cu) no
bivalve de 4gua doce Anodonta anatina, evidenciou alteragdes nas atividade da Ca>*ATPase e
anidrase carbonica. Os resultados indicaram quedas significativas nos epitélios da borda do
manto, bem como na glandula digestiva. Particularmente, ambos Ca*" and Cu®" compartilham
um raio i6nico semelhante, portanto uma competicao no transporte era esperado (considerando
também que ¢ classicamente descrita). Para tanto, os autores afirmaram que tal “disrup¢ao da
homeostase” pode interferir nas vias de tomada de Ca®’ e possivelmente comprometer o
processo da biomineralizagdo (SANTINI et al., 2011).

Ao expor o marisco branco, Amarilladesma mactroides a benzofenona-3 (BP3)
(composto comum em protetor solar), a pesquisa de CHAVES-LOPES e colaboradores (2020)
verificou um aumento na atividade da anidrase carbdnica na glandula digestiva e nenhuma
alteracdo no manto. Em relacdo a Ca’>*ATPase, nenhuma alteracdo ocorreu em ambos 0s
epitélios. No mesmo sentido, ao realizar os experimentos em cenarios de acidificagdo oceanica
(i.e., pH 7,6), os autores observaram a repeticdo dos resultados anteriores. No entanto, ¢
pertinente destacar que a notavel diferenca nos valores de controle da anidrase carbonica
(menores no pH 7,6), podem sugerir que, para a glandula digestiva, tal enzima estd mais
relacionada ao equilibrio acido-base do que propriamente com a biomineralizacdo (CHAVES

LOPES et al., 2020).

Nesse sentido, ¢ possivel perceber que a utilizagdo destes biomarcadores pode entregar
boas respostas em estudos ecotoxicoldgicos. Especificamente, em relacdo aos microplasticos,

algumas pesquisas evidenciaram efeitos na concentracdo de cdlcio de organismos aquaticos
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(WATTS et al., 2016; LEI et al., 2018; RODA et al., 2020). Para tanto, a investigagcdo da
concentragdo de calcio pode ser interessante para acessar a biomineralizagao, considerando a
importancia deste ion como precursor do CaCOsz. No entanto, pesquisas relacionando
microplasticos e calcificacdo ainda estdo surgindo.

Para o peixe dulcicola, P. lineatus, 24 h de exposicdo a MPs causou uma queda
significativa nas concentra¢des de calcio plasmatico; os autores também observaram uma
diminui¢do no transporte ativo de célcio nas branquias (RODA et al., 2020). A mesma redugao
de calcio também foi observada no intestino do nematddeo terrestre Caenorhabditis elegans 48
h pos exposicdo a MPs (LEI et al., 2018). Curiosamente, ambos os trabalhos sugerem a
ocorréncia de estresse oxidativo, embora somente para C. elegans a anélise de biomarcadores
do estado oxidativo foi significativa. Aparentemente os resultados sdo em maioria indiretos, no
entanto a presenca de efeitos em concentracdes i0nicas pode sugerir a existéncia de um
desbalango no gradiente eletroquimico das células, possivelmente causado pela toxicidade dos
microplasticos. Na verdade, acredita-se que efeitos como alteragdes de transportes e atividades
enzimaticas podem ser consequéncias de processos mais complexos relacionados a
detoxificagdo e defesa dos organismos, por exemplo (WATTS et al., 2016; LEI et al., 2018;
RODA et al., 2020).

A pesquisa de TANG e colaboradores (2020) evidenciou alteragdes na expressao de um
gene envolvido no transito intracelular de calcio (e.g., calmodulina, CaM) apos exposi¢ao a
MPs. A pesquisa com o bivalve costeiro Tegillarca granosa, verificou que a menor expressao
do gene CaM refletiu na diminui¢do da concentragdo de calcio intracelular dos organismos.
Especificamente, os autores acreditam que o gene CaM esta relacionado a ativagdo de canais
de célcio voltagem-dependentes (CCVD) das membranas, e os resultados observados indicam
um comprometimento da capacidade regulatoria de célcio, causada pelo menor influxo nas
células (TANG et al., 2020). Vale ressaltar que ions calcio também estao relacionados a outros
processos, como o controle da proliferacio e apoptose celular, respostas imunolégicas,
reconhecimento de patdgenos e fagocitose e a propria biomineralizacdo. Nesse sentido os
autores defendem que os resultados da exposi¢ao podem, nao s6 indicar a combinagdo de outros
efeitos, como estresse oxidativo, mas também um possivel comprometimento dos processos
mencionados anteriormente (TANG et al., 2020).

J& a pesquisa de HAN e colaboradores (2022), apresentou pela primeira vez, evidencias
da exposigdo a MPs relacionadas ao mecanismo da biomineralizagdo. Os resultados de
exposi¢ao da ostra da pérola Pinctada fucata, evidenciaram uma nova via de acumulacao de

MPs. Em sete dias foi possivel perceber MPs acumulados em diversos pontos da borda do
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manto; as analises microscopicas sustentaram que o ocorrido se tratava de uma forte aderéncia
ao tecido, e nao apenas de acumulagdo superficial como ¢ comumente reportado nas pesquisas.
Nesse sentido, as técnicas de microscopia de luz e fluorescéncia evidenciaram o
encapsulamento de MPs na face interna da concha de P. fucata, especialmente na regido do
peridstraco e da camada prismatica. Adicionalmente, os autores também verificaram um
aumento notavel na expressdo de genes relacionados a biomineralizacdo (e.g., proteinas da
matriz, dominios de anidrase carbonica, fatores de crescimento e proteinas ligantes de CaCO3).
Curiosamente, os valores encontrados estdo de acordo com a expressdo génica de bivalves e
gastropode juvenis, e os autores defendem que a biomineralizacdo pode ser promovida na
presenca de microplasticos. No entanto, ressaltam que provavelmente os resultados sao uma
soma de estratégias defensivas na tentativa de “superar” a contaminacao por MPs, e ndo devem
ser interpretados como uma melhoria do mecanismo, mas sim como resposta a um estresse
(HAN et al., 2022).

Como explicado, os organismos que possuem concha calcdria necessitam da
incorporagao efetiva dos ions calcio para o seu desenvolvimento. Ao passo que novas
evidéncias surgem, a investigagdo da toxicidade de MPs, associada aos mecanismos da
formagao de conchas se mostra interessante, especialmente em moluscos. De tal maneira,
conforme as informacdes apresentadas, adotamos o caramujo de dgua doce Pomacea
canaliculata como modelo bioldgico. Assim, o presente estudo se propde a averiguar possiveis
interferéncias da exposi¢ao a MPs de PE em alguns biomarcadores da biomineralizagcdo, como
a atividade de enzimas envolvidas (Ca** ATPase e anidrase carbonica), concentracdo de calcio

da hemolinfa e a capacidade de regeneragao.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da exposi¢ao de microplasticos (MPs) de polietileno na biomineralizacao

da concha do gastrépode Pomacea canaliculata.

2.2. Objetivos especificos

Verificar se a exposicdo de MPs altera a concentracdo de ions célcio circulantes na
hemolinfa de P. canaliculata;

Verificar se a exposi¢do de microplastico MPs altera a atividade dos biomarcadores
envolvidos no processo de biomineralizagio: Ca** ATPase e anidrase carbonica;

Verificar se a exposi¢do de MPs altera a capacidade de P. canaliculata em regenerar lesoes

na concha.

3. HIPOTESE

Visto que a exposic¢do do peixe dulcicola Prochilodus lineatus a microplasticos (MPs) de
PE provocou redugdes na atividade da enzima Ca®* ATPase e nas concentragdes plasmaticas de
Ca®" e resultados semelhantes também foram observados na concentragio de célcio intestinal
do nematddeo Caenorhabditis elegans; hipotetizamos que os MPs também podem alterar os
mesmos biomarcadores fisiologicos em P. canaliculata, um molusco calcificador dulcicola, e,

portanto, prejudicar processo de biomineralizagao.
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ABSTRACT

The concern regarding plastic microparticles, between 1um and Smm (MPs), has gained
force with the increase of researches reporting toxic effects on biota, especially aquatic. In recent
years, published papers have highlighted changes in ion transport and concentration, especially
calcium in organisms exposed to MPs. For calcifying organisms, such as mollusks, maintaining
calcium homeostasis is critical for the construction of shells and mineralized parts. In this sense,
this study aimed to investigate the effects of polyethylene (PE) MPs on biomarkers of
biomineralization in the freshwater gastropod Pomacea canaliculata. To this end, animals were
exposed to 20 ug/L (MP) and dechlorinated water (CTR) in two experimental sets: (1) animals in
physiological condition for 24 h and 72 h and (2) animals in regeneration condition for 72 h and
120 h. The results of the first set showed that in 24 h the hemolymph calcium concentration
decreased and CaATPase activity was unchanged in the digestive gland, but increased at the mantle
edge. For the enzyme carbonic anhydrase, the activity decreased in the gland and increased in the
mantle at this same time. By 72 h, the calcium concentration of the hemolymph did not change,
while both enzyme activities increased in both epithelia. In the second set, the hemolymph calcium
concentration increased in 72 h, while calcium pumping decreased in both epithelia. For AC the
results were opposite, increase in the gland and decrease in the mantle. At 120 h, there was no
difference in hemolymph calcium concentration, while calcium pumping followed reduced in both
epithelia. CA continued to increase in the gland while in the mantle no further differences were
observed. Finally, we can state that (20 ug/L) PE MPs were able to alter P. canaliculata hemolymph
calcium concentration, as well promote the enzymatic activity involved in the biomineralization

process, specially in the mantle of non-excised gastropods.

Key-words: Calcification, Calcium, Ca?*ATPase, Mollusk, Polyethylene, Shell
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1. Introduction

Microplastics (MPs) are considered contaminants of emerging concern for aquatic
ecosystems both marine and freshwater (Gomes et al., 2022). They are ubiquitous plastic
particles ranging between 1 pm and 5 mm, and usually classified in two categories related to
their origin: the primary one comes from intentional or unintentional industrial release
(wastewater), while the secondary ones arises from plastic debris degradation, physical,
chemical, and photodegradation (by UV action) (Bour et al., 2021). Currently, most of research
about MPs is concentrated in the oceans ecosystems, but it is proposed that ocean MPs come
regularly from the freshwater system; however, little is known about MPs contamination in
freshwater (Lu et al., 2021).

Since 2004, there is an increasing in the number of publications reporting that MPs are
potentially harmful to the aquatic biota (Thompson, 2004; Connors et al., 2017). MPs seem to
be a long-term hazard, due to its emerging dispersal and negative effects, which have been
mostly studied in the aquatic biota, from plankton to vertebrates (Bour et al., 2021; Rozman et
al.,2021; Bank and Hansson, 2022). Ingestion has been described as the main via of MPs uptake
and accumulation by the organisms (Dioses-Salinas et al., 2019; De-la-Torre, 2020). It is also
reported the presence of MPs in the digestive trait cells, mostly of fish and mollusks, not only
aggregating into the lumen surface (von Moos et al., 2012; Lei et al., 2018). However, in filter
feeding animals as the bivalves, gills also seem to be an organ with high ability for MPs
accumulation, which may further cause toxic effects (Besseling et al., 2019).

In this sense, there are works already showing oxidative stress, and biochemical
alterations as consequence of MPs exposure (Gomes et al., 2022). In fact, the effects of MPs
exposure for mollusks (as in several other phyla), vary between subcellular, organismic and
population levels, although investigations at the ecosystem level are also emerging (Gomes et
al., 2022). In majority, the most observed effects are changes in biomarkers related to oxidative
stress, genetic and immune toxicity (Tang et al., 2020; Campos da Rocha et al., 2021; Huang
et al., 2021; Han et al., 2022). And also in feeding, reproductive, and developmental capacity
(Sussarellu et al., 2016; Bradney et al., 2019; Luan et al., 2019; Matheus et al., 2020; Inoue et
al., 2021). In addition, some researchers also show histological changes in organs such as gills,
kidney, digestive gland and mantle epithelia (von Moos et al., 2012; Waite et al., 2018; Han et
al., 2022). In this sense, mollusks are very promising for investigations with MPs (Naji et al.,

2018; Dioses-Salinas et al., 2019; De-la-Torre, 2020).
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Recently, findings regarding MPs showed their ability to alter ionic concentrations of
aquatic and terrestrial organisms (Watts et al., 2016; Lei et al., 2018; Roda et al., 2020). The
study conducted by Watts et al., (2016) with the offshore crab Carcinus maenas, observed that
107 microspheres/L of 8 um polystyrene (PS) MPs exposure caused a decrease in gills sodium
(Na*) homeostasis. Later on, Lei et al., (2018) also reported an intestinal Ca®" decrease in the
nematode C. elegans after 5.0 mg/m? of 1um polyethylene (PE) exposure, while Roda et al.
(2020) recently reported decreases in plasma Ca”* concentration and gills Ca?* ATPase for the
freshwater fish Prochilodus lineatus exposed to 20 pg/L of 10-90 um PE MP. It is worthy to
highlight that those works sustained that MPs exposure might further result in ionic imbalance,
especially the one with freshwater fish (Roda et al., 2020). Furthermore, Tang et al., (2020)
reported that 1 mg/L of 30 um PE MPs exposures caused a decrease in genes involved in
intracellular Ca** regulation and biomineralization of the coastal clam Tegillarca granosa.
Thus, it is reasonable to consider that for calcifying mollusks a lack in Ca?’
regulation/availability, caused by MPs exposure, could possibly interfere in their shell
formation.

The biomineralization is the biological process in which mollusks achieve the
construction of their shells, mostly by Ca?* and HCOs mobilization (Marin, 2012). This require
a finely regulated system controlled by mechanisms of ionic homeostasis (Clark et al., 2020).
Shell formation apparatus guarantee the essential conditions of mineral nucleation into the
mineralization site, adjacent to the mantle edged (i.e. extrapalial space) (Checa, 2018). Ion
transport (uptake and distribution) and shell synthesis (ion secretion and deposition) involve
mechanisms that work with synchronicity, in order to allow an uninterrupted animal growth
process (Clark, 2020). The biomineralization start with the resources gathering in the mantle
edge epithelia, which in turn have two faces (Marin, 2012). The inner mantle acts in
environmental Ca®" absorption, via apical channels, while basolateral Ca** ATPases mediate the
uptake to hemolymph (Sillanpd et al., 2018). On the other hand, the Ca*" entrance in outer
mantle occur via basolateral Ca®" channels and apical Ca®* ATPases mediate the secretion into
extrapalial space (Sillanpdd et al., 2018). The dynamics of this pump guarantees that
intracellular Ca®" concentration stays at low levels in both epithelia (Checa, 2018).

In this sense, Ebanks et al. (2010) observed on gastropod Lymnaea stagnalis embryos
that Ca*" and HCOs™ uptake gradually triggered the shell-forming mechanisms. These authors
found that embryos mantle keep a net flux plateau for Ca>* and HCO5". Curiously, under HCO3
free conditions, L. stagnalis had a significantly greater Ca®" net flux, while the HCO3™ flux

decreased. The results point that HCO3 decrease is a compensation mechanism from
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endogenous production, resulted from the CO; hidratation, catalyzed by carbonic anhydrase
(CA) (Ebanks et al., 2010a). In addition, the ammonia excretion results, for the same condition
(i.e., HCOs™ free) point that ~50% more ammonia was excreted (Ebanks et al., 2010a). Those
findings should make sense considering the mantle AC role in biomineralization, by reviewing
the CO» hidratation (e.g., CO2 + H,O — HCO; + H" — COs* + H"), where the protons
extrusion (needed to maintain extrapalial space alkalinity for calcification) should enhance the
“trapping of NH3 as NH4"" in the circulatory system (Ebanks et al., 2010a; Zebral et al., 2019).
Finally, the increased H' excretion is possibly creating an electrochemical gradient for Ca%"
diffusion (via channels) through the inner mantle of L. stagnalis, by enhancing the
hyperpolarization of their apical membranes. This could explain the observed increase in Ca*"
uptake, and furthermore, may stand a relation between calcium and bicarbonate, pathways and
production, respectively (Ebanks et al., 2010a).

In addition, it is known that the synthesis of a new shell layer involves the “mantle edge
— circulatory system — digestive gland” axis, first detailed in the calcium cycle for mollusks by
Simkiss and Mason (1983). Thus, due to Ca’"ATPase and AC, present in the mantle edge
epithelia, the uptake and secretion of precursors are possible (Sillanpdd et al., 2018).
Furthermore, it is worthy to highlight that both enzymes, in the digestive gland epithelium, also
contributes with the precursors supply directed to hemolymph, due to digestion absorption
(Marin et al. 2007; Ebanks et al. 2010; Lobo-da-Cunha et al. 2018). Therefore, both digestive
gland and mantle edge act as absorptive epithelia, from water and food, concerning calcium
uptake onto the body (Marigomez et al., 2002; Marin et al., 2007). Additionally, mantle edge
role in ion regulation, especially calcium and bicarbonate, is also reported in the literature
(Ebanks and Grosell, 2008; Zebral et al., 2019).

Therefore, it is hypothesized that a disruption in the process of Ca*" uptake and
regulation as well as in the formation of carbonated species, caused by MPs or other pollutant,
would affect formation of mineralized parts of calcifying organisms. Particularly, there are only
a few of works regarding biomineralization and MPs, especially for freshwater organisms.

Considering the information exposed above, this work investigated the effects of PE
MPs on Pomacea canaliculata biomineralization biomarkers. P. canaliculata is a gastropod
native from South America, but has been invaded countries like United States, China and
Indonesia (Ichinose, 2002). For this study, we carry out analysis of Ca* ATPase and CA activity
and extracellular Ca?" concentration, since they are intrinsically involved in the

biomineralization of mollusks.
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2. Materials and Methods
2.1. Gastropods cultivation and maintenance

A pinkish eggs mass from the snails Pomacea canaliculata were collected in the
Polegar lake (32° 04’ 43” S and 52° 10’ 03 W), which is located at the Federal University of
Rio Grande (FURG), Southern Brazil. The eggs were stored in an incubator at 24.5°C
(ELETROIlab®, Brazil), with a photoperiod of 12h light: 12h dark, until they lose their color.
Within approximately 45 days, the eggs were completely white, and ~ 340 hatchlings were
born. After hatching the baby snails were divided into eight glass aquariums (30 x 20 x 15 cm)
filled with 8 L of dechlorinated tap water. After one month, the snails were moved to plastic
boxes (45 x 30 x 30 cm) filled with 35 L of dechlorinated tap water at 22°C and photoperiod.
A biologic filter was added in the boxes as well as mussel’s shells to increment the water
hardness. In both conditions the snails were fed ad libitum with fresh lettuce every two days,
combined with a total water renewal when they presented to be no longer interested in the food.
Water quality parameters were measured with Alcon® fishkeeping kits every two days until the
snails reached the size desired for the experiments: pH= 7.5 + 0.03; Free chlorine = @; Total
hardness (CaCOs3) 125 = 10.4; NH3 = 0.0008 £ 0.0004. After
approximately 75 days, the shell length of seven snails were randomly measured and they
presented a medium value of 24.7 £+ 0.14 mm which is considered adequate for the microplastic

(MP) exposure assays (Yang et al., 2016; Liu et al., 2017). Thus, they used for the experiments.
2.2. Experimental Design

It was performed two experimental sets both with the objective to access the gastropods’
physiological condition and their respective biomineralization biomarkers responses facing
microplastics (MPs) exposure. The second set was performed with Pomacea canaliculata with
a shell excision, to check the ability of gastropods to regenerate their shells in the presence and
absence of MPs. For excision, animals were stimulated to retract the operculum, and once they
stopped, a triangle-shaped excision was made in the shell using a small ABC® Iris scissors with
the apex adjacent to the center of the retracted operculum. After shell excision, the animals
were immediately placed on the experimental beakers.

For both experiments, the animals were placed in 600 mL beakers filled with 500 mL
of same dechlorinated tap water used for cultivation (n= 4 animals per beaker) at 22°C, and

photoperiod of 12h light:12h dark. In the two sets, the gastropods were exposed to MPs (n=28)
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or kept under control (n=28) condition. For the first set of experiment, half of the animals were
sampled at 24 h and the rest were sampled at 72 h.

For the second set, performed with excised shell animals, half were sampled at 72 h and
half at 120 h. Food was disposed for excised shell animals at 0 h and 72 h to ensure the
calcification occurrence (Watabe, 1983; Marigomez et al., 2002). In the second set, seven
animals of each condition were photographed every 24 h, using a MI® cellphone camera (REDMI
Note7/14-megapixel [f/2.2, 1.25-micron] (see Figure 5). At each sampling time, animals had
their hemolymph collected by constantly pressing the operculum (Bucci et al., 2013; Montanari
et al., 2020), then, they were euthanized on ice, followed by dissection of mantle and digestive.
The tissues were gently dried with Kleenex® paper, and stored into 2 mL microtubes at -80°C
(ColdLab®) for the analysis of activities of Ca?>* ATPase and CA enzymes. The hemolymph was
also stored at -80°C for further analysis of extracellular Ca®" concentration.

The MP used in this study was the white-polyethylene microspheres (50-99%
polyethylene and 1-49% titanium dioxide, 10-90um diameter, 1.377 g cm™ density) purchased
from Cospheric LLC® (USA) at the concentration of 20 pg/L. According to findings of Lei et
al., 2018; and Roda et al., 2020, this concentration of MP is considered as nonlethal

concentrations for mollusks and also appears to be environmentally relevant.

2.3. Biomarkers

To access activity of CA and Ca’>"ATPase, tissues (pools of 2 animals) were
homogenized by Ultra-turrax t10 basic disperser IKA®, and then vortexed with a buffer
containing 75 mM sucrose, 10 mM tris-base, | mM phenyl methanesulfonyl fluoride (PMSF),
and 1 mM dithiothreitol (DTT), pH in a ratio of 1:4 w/v for both gland and mantle edge. The
homogenates were centrifuged at 20,000xg, 4°C for 20 min. The activity of each of the
enzymes, CA and Ca®* ATPase, were analyzed separately in the supernatant (Lopes et al., 2018).
The analyses were standardized by total protein content in the supernatant determined by the
biuret method (commercial kit VIDA Biotecnologia®, Brazil). The CA analysis was performed
using the method described by Henry (1991). First, the supernatant of each tissue was mixed to
the reaction buffer (10mM Tris-base, 75mM sucrose, 225mM mannitol, and 10mM sodium
phosphate; pH was also adjusted to 8.5) and added to a saturated CO, ultrapure water at ~ 2°C.
The enzyme activity was defined by the pH reduction in the mixture (sample + buffer + CO»>),
which was monitored until 30sec, recording the values downgrade every 5 sec, using a pHmeter
(PHS3BW Engecal®, Brazil). Because of CO» hydration, catalyzed by CA, H" ions are released.
Therefore, it is expected that ampler drops of pH represent greater activity of CA.
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For the Ca**ATPase activity, the analysis followed the method described by Vajreswari
et al. (1983) with adaptations. The homogenate was added to the reaction buffer (5 mM CaCly,
5 mM MgCl,, 20 mM tris-HCI, and 189 mM NaCl; with 1 mM ouabain and 3 mM ATP) into
microtubes and incubated at 30°C for 30 min to allow the enzymatic reaction to occur. Later,
microtubes were placed on ice to stop the reaction. The amount of inorganic phosphate released
into the reaction mixture was determined using a phosphate colorimetric assay kit (MAKO030,
Sigma-Aldrich™). Absorbance was measured at 630 nm on a microplate reader (E[x880 BioTeK
instruments®, USA).

To perform the extracellular calcium quantification, nitric acid 65% Suprapur® (Merck,
Darmstadt, Germany) was used for dilution (500x) within ultrapure water. Equivalent
acidification to 1% of the sample and resistivity of 18 MQ cm (Millipore, Bedford, Maryland,
USA). Calibration samples were prepared with standard monoelemental solutions of 10pug mL-
1 of Ca (CertiPUR® - MERCK, Darmstadt, Germany). Calcium concentrations of gastropods’
hemolymph samples (1:500) were determined by inductively coupled plasma mass
spectrometry (Plasma Quant ICP-MS spectrometer, Analytik Jena, Germany), with kinetic
energy discrimination, using an 89Y as internal standard at a concentration of Iug L-1. The
method was validated, exhibiting good precision (relative standard deviations < 5%), linearity,
and mean analytical recovery values (91 to 103%, CRM DORM-4). The ICP-MS instrumental
LODs and LOQs were 0.020 pg/L and 0.065 pg/L, respectively.

2.3.1. Shell recovery image analysis

To evaluate the shell recovery, pictures of the excised-shell snails (n = 7 per treatment;
control and 20 ug/L MPs) were taken as follows: 0, 24, 48, 72, 96, and 120h. Later, the images
were resized equally and treated by adjusting color, sharpness, brightness, and temperature.
Finally, the regenerated areas were measured with ImageJ software, and the regeneration

percentages (Rq) calculated following the formula:

Ay X 100
A

o

R, =

where A represent the regenerated area values in pixels number for each time, while A, is the

initial excised area.
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2.4. Statistical analyses

Results are expressed as the mean =+ standard error. Significant differences were
determined using the parametric T-test of Welch (p < 0.05), according to the data distribution

(normality and homoscedasticity). The statistics were performed at R® software (R Core Team).

3. Results
3.1. Biomineralization biomarkers — non-excised shell animals

Concerning the Concerning the effects of 20 ug/L of microplastics (MPs) on gastropods
without shell excision, we see that Ca** concentration significantly decreased in hemolymph of
animals sampled at 24 h of test, but not at 72 h. However, it is important to note that there was
a trend of increasing in hemolymph Ca?*" levels at 72 h with a p value of 0.07 (Figure 1), thus,
the result of 24 h contrasts with the one of 72 h.
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Figure 1. Hemolymph Ca?" concentration (mean + SE) of P. canaliculata exposed only to water
(CTR) and to 20pg/L (MP) for 24 and 72 h. Spades indicate significant differences between the

treatments, for each experimental time (p<0.05).
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The Ca?*ATPase activity in the digestive gland was not affected by MPs exposure at 24
h, but after 72 h it increased in MPs exposed animals. In the mantle edge, Ca** ATPase activity
increased after MPs exposure at both 24 and 72 h (Figure 2A). Regarding the carbonic
anhydrase (CA), in the digestive gland MPs caused an activity decrease after 24 h of test; this
being the unique case in which MPs inhibited this enzyme. Oppositely, after 72 h, CA activity
increased in this same tissue. For the mantle edge, an increase following MPs exposure occurred
at both 24 and 72 h (Figure 2B), as observed for Ca** ATPase; however, the augment was about
2-fold, being higher than the one saw for Ca**ATPase activity in all cases. Mantle showed

higher activity of both enzymes.
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Figure 2. Ca?*ATPase (A) and Carbonic anhydrase (B) activities (mean + SE) in the tissues of
P. canaliculata, at physiological condition, exposed only to water (CTR) and to 20ug/L (MP)
for 24 and 72 h. Spades indicate significant differences between the treatments, for each tissue

in each experimental time (p<0.05).
3.2. Biomineralization biomarkers — excised shell animals

Regarding the second experimental set performed with gastropods’ shell excised, it can be seen
that hemolymph Ca?" concentration increased after 72h of test, and within 120 h the

concentration did not change between treatments (Figure 3).
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Figure 3. Hemolymph extracellular Ca®" concentration (mean + SE; n = 7) of P. canaliculata
exposed only to water (CTR) and to 20ug/L (MP) for 72 and 120 h after shell excision. Spades

indicate significant differences between the treatments, for each experimental time (p<0.05).

Figure 4A shows that in the digestive gland, Ca?*ATPase activity decreased at both 72
h and 120 h of MPs exposure, and in the mantle edge, the decrease was observed only at 72 h,
while after 120 h no significant differences was observed between control and MPs exposed
gastropods. The CA activity was quite different from the first experimental set. For the digestive
gland, CA activity increasing was observed at both 72 and 120 h following MPs exposure.
However, CA activity decreased in the mantle edge at both experimental times in animals
exposed to MPs (Figure 4B). Again, mantle showed higher activities of Ca**ATPase and CA

compared to digestive gland.
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Figure 4. Ca>*ATPase (A) and Carbonic anhydrase (B) activity (mean + SE; n = 7) in the tissues
of P. canaliculata, at shell recovery condition, exposed only to water (CTR) and to 20pg/L
(MP) for 72 and 120h after shell excision. Spades indicate significant differences between the

treatments, for each tissue in each experimental time (p<0.05).

3.3. Shell recovery image analysis

The 20 pg/L of MPs exposure induced a hastened regeneration in the shell-excised
gastropods during 72 h (Figures SA and 5B). After 24 h, the MPs exposed animals recovered
8% more than the CTR, for 48 and 72 h the recovery was 16% and 25% higher than the CTR,
respectively. From 96 h and beyond, MPs exposure did not cause significant differences in

gastropods shell recovery.
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Figure 5. The image group the results of the experimental set involving shell excision and
regeneration of P. canaliculata exposed only to water (CTR) and to 20ug/L of PE MPs (MP),
experimental times are indicated below. (A) The recovered area (mean = SE; n = 7) of P.
canaliculata excised shell. Spades indicate significant differences between the treatments for
each experimental time (p<0.05). (B) Shell recovery image analysis of P. canaliculata in CTR
and MP condition recovered medium values are indicated in the image, respectively.
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4. Discussion

Results from present study clearly indicate that 20 pg/L of Polyethylene (PE)
microplastic (MP) interferes with the biomineralization pathways, altering activities of enzymes
involved in Ca** and HCO;" regulations, essentials ions for shell formation. It is also true that
extracellular calcium (hemolymph) was affected. However, these alterations do not seem to
influence short-time shell regeneration ability in the second experimental set, even when the
effect is inhibitory (i.e. inhibition of Ca?*ATPase in digestive gland and mantle and inhibition
of carbonic anhydrase (CA) in mantle), meaning that animals can continuing growth protected
by their shells (Wilbur and Saleuddin, 1983). Several studies have already reported that
gastropods and bivalves growth is strongly related to environmental conditions, such as calcium
and bicarbonate concentration, food disponibility, crowding, pH and temperature. Alterations
of those variables indeed reflect into different shell morphology and shell growth rate,
influencing its size and thickness. However, it is known that these animals have the ability to
manage calcium physiology to favor the biomineralization (Marigémez et al., 2002; Rogevich
et al., 2008; Glass and Darby, 2009; Ebanks et al., 2010; Cooper et al., 2010; Lobo-da-Cunha
et al., 2018).

Assuredly, calcium ions are the most abundant precursor of mineralization (Marin,
2012). After reviewing transports related to aquatic mollusks shell production Clark (2020)
supported the model that the inner mantle epithelium uptakes Ca** to hemolymph, while the
outer mantle cells secrete Ca®" to the extrapallial space, being both apical active transports,
mediated by Ca*" ATPases (Ebanks et al., 2010; Sillanpéi et al., 2018). The Ca**ATPase is
assumed to be in apical and basolateral faces of the outer mantle epithelia but, conceivably, it
is related to other transporters, such as basolateral NKA (Na'/K" ATPase) and Na'/Ca®"
exchangers (Clark, 2020). Sillanpéa et al. (2018) verified that NKA inhibition decreased in 25%
the total calcium transport. This information may indicate a basolateral aid into Ca®" uptake,
and reinforce the existence of, either a pump (i.e., Ca** ATPase) and other calcium exchanger
in the apical membrane, which act mainly in calcium secretion into extrapallial space (Sillanpaa
et al., 2018). Calcium pumping comprehends almost 50% of total Ca*" transport in mollusks
shell formation (Clark et al., 2020) and the specific inhibition (i.e., with caloxin) of Ca>*ATPase
decreased in ~32% the total Ca®* transport, to the extrapalial space, while a general ATPase
inhibitor (i.e., vanadate) decreased it by ~14% (Clark et al., 2020). These results support the
idea that this activity is centered in the direction of calcification, as said before, while the uptake

into hemolymph is more related to Ca®" regulation and balance (Santini et al., 2011). As
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presented, the active calcium secretion (i.e., in the direction to extrapallial space) is more
expressive than its uptake by hemolymph (Clark et al., 2020). In the same way, the entrance of
Ca?" into the body (mainly through foot and mantle cavity) occur via voltage-dependent calcium
channels (CCVD), comprehending ~20% of total calcium uptake from water (Ebanks et al.,
2010).

The first experiment (without shells excision) showed a decreased in Ca*" hemolymph
concentration at 24 h of MPs exposure and this occurred with the digestive gland concomitant
decrease of CA activity and no effect on Ca?>*ATPase activity. Perhaps MPs physically reduced
Ca?" concentration in hemolymph, affecting its entrance into the mantle and digestive gland
cells. However, the hemolymph decrease could be a reflection of mantle edge Ca**ATPase
activity, favoring the biomineralization. Regarding CA, an explanation can be related to what
was found by Wetzel et al. (2002) performing experiments with rats. The authors observed that
an inhibition of CA activity in the sarcoplasmic reticulum (SR) of rat’s muscles caused a
depletion in HCOs and H' production, but also caused an accumulation of free Ca* in the SR,
reducing its availability. On the other hand, Chaves Lopes et al., (2020) indicated that CA
activity in the digestive gland of yellow clam (Amarilladesma mactroides) 1s more related to
acid-basic balance than to biomineralization. Regardless the mechanism that lead to MPs to
cause a Ca?" extracellular depletion or CA inhibition, results presented here suggests that the
gastropods could deal with MPs and reverse this situation at 72 h. In some way MPs has
triggering the increase in Ca’*ATPase activity in digestive gland possibly in order to increase
the ion uptake and recover Ca?>" hemolymph concentration, which was in fact observed at 72 h.

Results in the literature are not well agreed on the effects of MPs on Ca”" homeostasis.
For the freshwater fish Prochilodus lineatus exposed to 20 ng/L of PE MP for 24 h, it was
observed a significant drop in plasmatic Ca** concentration (Roda et al., 2020), in agreement
with our results. It was also reported a Ca?’*ATPase gills activity decrease, the opposite of
mantle edge results (Roda et al., 2020). It is worth saying that gills are more related to ionic
regulation than liver (or digestive gland), and calcium demand for calcifying organisms might
reflect as different effects in different epithelia, such as mantle edge. Adversely to results with
freshwater fish and snails, for the shore crab Carcinus maenas, 10’ microspheres/L of 8 um
polystyrene (PS) exposure, increased plasma Ca®* concentration in 24 h (Watts et al., 2016). In
addition, Lei et al., (2018), reported effects closer associated with the one found by this study;
they show that the terrestrial nematode Caenorhabditis elegans exposed (48 h) to Smg/m? of 5

pum PE MP had a decreased in the intestinal Ca?* concentration. The authors pointed that it was
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a consequence of MPs accumulation into intestinal lumen. Moreover, they showed oxidative
stress establishment (Lei et al., 2018).

In this sense, the digestive system should be one target for MPs investigation. It is
described that for mostly mollusks a binding mucus, that facilitates food and nutrient
absorption, covers the gut lumen (Gutow et al., 2019). In this context, it is plausible that MPs
could be attached to the mucus and be entrapped by endosomes. Actually, this endocytosis
phenomenon by the digestive gland have been already described by von Moos et al., (2012) 6
h after exposing the mussel Mytilus edulis to 2.5 g/L of 1-80 um PE MP. Beyond both gut and
gland accumulation, it was observed a notable inflammation response due to MP entrapment
into eosinophilic granulocytes vacuoles, marked by the increased number of granulocytoma
(von Moos et al., 2012). Thus, the findings sustains that MPs have the potential to trigger
immune responses in the body.

Concerning the mantle, both Ca?*ATPase and CA activities were augmented in this
tissue in both times of the first exposure set, and this can suggest the biomineralization
maintenance, as a compensatory response to keep shell formation, but also the possibility to
detoxify the MPs via shell deposition. Han et al. (2022), recently presented substantial
information by connecting MP exposures and shell biomineralization, after exposing the pearl
oyster Pinctada fucata over 7 days to 1.0 g/L of 20 um PE MP. For the first time, was possible
to observe that MP accumulated in diverse spots of mantle edge, as white floccules covered by
mucus. Furthermore, the fluorescence techniques allowed seeing that MPs were not just
adhered in the tissue surface (Han et al., 2022). It was suggested an encapsulation process
performed by P. fucata. In fact, plastic beads already are being used as artificial subtracts for
pearls formation in oyster farms (Naji et al., 2018). As it seems, the deposition of prismatic and
nacreous layer occurs normally (or even faster depending on beads size) and also increased the
production of pearls (Naji et al., 2018; Han et al., 2022). In the same work, Han et al., (2022)
also looked for differences in biomineralization-related genes of mantle edge cells, specifically
in the formation of nacreous and prismatic layers but also amorphous CaCOj3 binding proteins
(ACBP). It turns out that, in the investigated MP concentrations (e.g., 0.2, 0.5, and 1 g/L), all
genes expression raised not only significantly but also with notable values when compared to
control (only water) (Han et al., 2022). In general, their expression is related to matrix proteins,
CA domains, aragonite and calcite structures and mostly the transformation and growth of
CaCOs crystals. Curiously, ACCBP high expression is naturally observed in juveniles’ bivalves
due to age peak-growth, and this increased expression have been also reported for bivalves

under shell regeneration. Thus, this work concluded that biomineralization is strongly promoted
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in the presence of MP, most likely as a defensive strategy to immobilize foreign particles by
calcification (Han et al., 2022).

As mentioned before the idea of the second set of experiment of this work was to see if
a second stressor, such as the shell excision, could alter the MPs effects concerning the
biomineralization, as well as if MPs could affect shell regeneration. Based on the results from
the first set we imagined that Ca®" concentration in hemolymph would be also decreased or
shell would not regenerate in the MPs exposed animals, even though we did not measure in
these same times.

At 72 h, under shell recovery condition, MP apparently disturbed P. canaliculata Ca**
secretion towards hemolymph and extrapalial space, as the observed decreases in Ca** ATPase
activity at digestive gland and mantle edge, respectively. In addition, at 120 h, this same enzyme
kept suppressed in the gland, while no difference was observed in the mantle. Simultaneously,
it seems that calcium-related reserves were dissolved to support shell regeneration, since
hemolymph Ca®" increased at 72 h. This possibility was supported by Liu et al. (2017) research,
where the authors also found an increase in the extracellular Ca®" concentration 48 h after P.
canaliculata shell excision, but without MPs. Moreover, considering that both epithelia
decreased their Ca®" pumping at 72 h, a lack in calcium supplying to extrapalial space could be
expected, indicating that the regeneration is following another via.

Regarding CA, the activity decreased in the mantle edge, at 72 and 120 h. In fact, this
enzymatic activity was already expected to decrease in the mantle edge, since it is in accordance
with Yang et al., (2016), whose research also involved P. canaliculata under shell excision
condition, but without MPs. Specifically, they found that mantle edge CA activity punctually
decreased within 72h after excision. In the MPs exposed gastropods, we believe that a greater
CA activity could lead to an enhanced uptake of Ca®" from digestive gland lumen due to the
electrical gradient established by H" production. These results could be possibly related to food
disponibility and reserves mobilization, in opposition to the first experimental set.

In fact, shell regeneration condition was not only possible but apparently,
biomineralization was also stimulated in MPs presence once we observed a faster recovery rate.
However, the functional dynamics of shell regeneration are very different, as literature records
already described it for mostly bivalves and gastropods (Watabe, 1983). In experiments
involving shell regeneration, some authors noticed that CA activity decreased after excision,
while hemolymph calcium increased in the following moments (Yang et al., 2016; Liu et al.,
2017). It is also reported that those values pass through peaks within time but tend to return to,

as stated, "pre-excision values" (Kadar, 2008; Liu et al., 2017). These are not only in accordance
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with our results but also reinforce the MPs potential to imbalance the whole calcification
mechanism.

However, it is worthy to highlight that we observed the opposite in our first experiment
(without excision), where we presumed that an increased Ca?*ATPase activity may lead to the
decrease of hemolymph calcium concentration. In fact, when comparing results from both
experiments (with and without shell excision), it becomes evident that both enzymes are over
activated in the mantle when facing a shell repair situation, especially at 120 h. In particular,
the mantle edge epithelia are more related to the shell forming mechanisms than the gland is,
as mentioned before, which could explain the peaking value over the regenerating condition. In
addition, there was a different pattern observed at 72 h between the two sets of experiments. In
the first one, both enzymes were activated in both epithelia, while in the second set they were
suppressed at 72 h, only in the mantle edge, even though at 72 h Ca?"ATPase activity also
decreased.

The shell repair process is known to be mediated by hemocytes and not so dependant to
the enzymatic apparatus (Mount et al., 2004; Kadar, 2008). It seems that the hemocytes work
by collecting and delivering shell precursors onto the damaged area and may also concentrate
at the adjacent tissue below (Mount et al., 2004). The establishment of shell repair is a signal-
dependent process, mainly involving the migration and production of hemocytes, matrix
proteins and growth factor genes expression, but also some outer mantle epithelial breakages
(Liu et al., 2017). Hence, some authors believe that all modifications, stimulated by shell
wounds, are a sum of immunological responses controlled by the mantle, kidney and digestive
gland, as seen before (Kadar, 2008; Lobo-da-Cunha et al., 2018). However, it is worthy of
considering that in our case, the MP presence, as a second stressor (i.e., beyond the excision),
might cause a way more complex condition, possibly involving detoxification as well
(Marigomez et al., 2002; Browne et al., 2008; Han et al., 2022).

Beyond shell formation, gastropods and bivalves also have the peculiar ability to entrap
foreign bodies, such as parasites or strange bodies (e.g., pearl formation) (Kadar, 2008). In this
sense, considering MP contamination, a similar mechanism was recently reported with corals
(Reichert et al., 2022). The process, described as a “long-term MP sinking”, may evidence that
coral reefs can calcificate microparticles into their skeleton, linking it to growth factors. The
harms of these captures are not yet well described but may, indeed, link it to other species'
behavior, when confronting MP by calcification. Similarly, Han et al., (2022) observed MPs
adhered in the shell of the pearl oyster Pinctada fucata, and their research also presented new

information regarding CaCO3 growth in MPs surface. Furthermore, both studies defend that
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MPs entrapment in mineralized parts may possibly be a new path of accumulation (Han et al.,
2022; Reichert et al., 2022). Considering the P. canaliculata faster regeneration, in the MPs
condition, we presume that entrapment mechanisms might also be happening, as an attempt to

immobilize MPs but also achieve shell recovery.

5. Conclusion

Our results indicate that 20 pg/L of polyethylene (PE) microplastic (MP) can alter the
biomarkers of biomineralization, Ca**ATPase, carbonic anhydrase (CA) and hemolymph
calcium concentration. Additionally, in the first experimental set, the inhibitory effects caused
by MPs in the digestive gland CA may be associated with the calcium pumping increase at 72h,
as a compensatory mechanism. Apparently, such results are not only in alignment but also
associated in this same epithelium and could be considered as an onset response of the exposure,
considering that both enzymes were increased later. On the other hand, for the mantle, the
results followed opposite directions between the experimental sets. The increase of both
enzymes in the first set, associated with the decrease in hemolymph calcium, supports that PE
MPs promote the biomineralization of Pomacea canaliculata, possibly involving particle
trapping. Perhaps, the involvement of epithelia in the biomineralization process could justify
the particularities of the effects. Regarding the second set, the inhibition of Ca** ATPase activity
in both epithelia may indicate higher susceptibility to MPs under regeneration conditions and
also suggest another via to achieve shell regeneration. The same is true for CA, except for the
digestive gland, whose activity promotion appears to be higher under this same condition. The
increase in hemolymph calcium was also contrary to the first set. Thus, may indicate the
mobilization of reserves to overcome both shell excision and the presence of MPs. Finally,
although regeneration was promoted after the exposure the costs of this process remains

uncertain.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicam que 20pg/L de microplasticos MPs de polietileno (PE) podem
alterar os biomarcadores da biomineralizacdo, Ca’"ATPase, anidrase carbdnica (AC) e
concentragdo de calcio da hemolinfa de Pomacea canaliculata. Além disso, no primeiro set
experimental, com os animais sem lesdo, ndo foram observados padrdes nas respostas da
glandula digestiva. Por outro lado, para a borda do manto, os resultados apresentaram padrdes
opostos entre os sets experimentais. O aumento da atividade de ambas as enzimas no primeiro,
associada a diminuicdo da hemolinfa de calcio, indica que os MPs promovem a via da
biomineralizac¢ao de P. canaliculata, possivelmente envolvendo o aprisionamento de particulas
no manto externo e na concha. Em relagdo ao segundo set, a inibi¢ao das atividade enzimaticas
em ambos os epitélios sugere a utilizagdo de uma outra via para regenerar a concha lesionada.
Para a glandula digestivas, os resultados possivelmente se relacionam com a captagao de calcio
via alimentagdo. Por fim, embora a regeneragao tenha sido promovida apds a exposi¢ao, o custo
deste processo permanece incerto.

Estudos envolvendo MPs e moluscos estdo ganhando popularidade, como mencionado
anteriormente, no entanto pesquisas envolvendo tais contaminantes e a biomineralizagdo ainda
estao surgindo. Especificamente, a literatura ainda ¢ mais escassa em relacao a espécies de agua
doce bem como gastrépodes, em comparagdo com as pesquisas do ambiente marinho. Nesse
sentido, o presente trabalho contribui com informacgdes relevantes a respeito das interagdes dos
MPs em alguns biomarcadores da biomineralizacdo. Aparentemente, tais efeitos ainda ndo
foram reportados para gastropodes, especialmente dulcicolas, e com certeza abrem precedentes
para futuras pesquisas que aprofundem o entendimento nao s6 nestas varidveis mas também

nas especificidades do processo de formacao de conchas e partes mineralizadas.
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