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Resumo

A contaminacdo do ambiente marinho e da sua componente bibtica por detritos de
plastico, incluindo particulas com dimensdo inferior a 5 mm conhecidas como
microplasticos, € um problema ecoldgico que tem vindo a aumentar. As zonas costeiras de
regides industriais e urbanizadas sédo particularmente vulneraveis a contaminag¢do por
plasticos uma vez que estdo sob pressdo antropogénica acrescida. A monitorizacdo da
contaminacdo destas zonas por plasticos é fundamental para entender a dimensdo do
problema e os efeitos que podem estar a ser exercidos nas comunidades bioldgicas.

Os objetivos da presente dissertacdo foram avaliar a contaminagcdo de moluscos
gastrépodes (Phorcus lineatus) da zona costeira noroeste de Portugal por particulas
suspeitas de serem plasticos (PS-PL) e potenciais efeitos biol6gicos. Esta espécie foi
escolhida como bioindicador principalmente por ser abundante em povoamentos de
substrato rochoso desta zona costeira e de outras zonas costeiras do nordeste do Oceano
Atlantico, por ter sido utilizado como bioindicador da poluicéo e dos seus efeitos em estudos
anteriores e por a contaminacdo de popula¢cbes desta espécie por plasticos ser ainda
pouco conhecida.

Em novembro de 2020, foram recolhidos exemplares de Phorcus lineatus em seis
locais de amostragem, doravante indicados por locais, localizados em praias da zona
costeira do noroeste de Portugal, nomeadamente: Vila Praia de Ancora, Praia do Cabedelo,
Sao Bartolomeu do Mar, Cabo do Mundo, Homem do Leme e Sao Félix da Marinha. Foram
recolhidos 55 organismos em cada local, tendo também sido registados alguns parametros
abidticos (temperatura, salinidade, pH e turbidez da Agua do mar). No laboratério, todos os
organismos foram medidos e pesados individualmente. De 25 organismos foram isolados
a glandula digestiva, as branquias e o pé. Posteriormente as amostras foram utilizadas
para a determinagcdo de biomarcadores, nomeadamente, a atividade das enzimas
colinesterases (ChE), isocitrato desidrogenase (IDH), octopina desidrogenase (ODH),
glutationa S-transferases (GST), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT), e os niveis de peroxidacao lipidica (LPO). Os restantes 30 organismos
foram imediatamente conservados para posterior isolamento e caraterizacdo de PS-PL. No
dia em que se procedeu a extracdo das particulas, a glandula digestiva foi isolada
separadamente das branquias e do pé. As amostras foram pesadas. De seguida, foi feita
a digestao, a filtracao e a secagem das amostras. Cada filtro foi observado a lupa e as PS-
PL registadas foram caracterizadas de acordo com o seu tamanho, forma e cor,
quantificadas e guardadas para posterior caracteriza¢cao quimica.

Foram encontradas algumas diferencas nos pardmetros abidticos da 4gua do mar e

nas dimensdes dos exemplares recolhidos entre locais.



No total, foram recolhidas 712 PS-PL dos organismos analisados. Destas, 99,6%
tinham dimensdao inferior a 5 mm, sendo suspeitas de serem microplasticos. As PS-PL
tinham dimensdes variadas, sendo as classes de tamanho 101 — 500 um, 501 — 1000 pm
e 1001 — 2500 pm as mais registadas. As PS-PL eram na sua maioria fibras (87%), tendo
ainda sido encontrados fragmentos (6%), filmes (5%) e pellets (1%). As cores encontradas
foram:  branco/esbranquicado  (36%), azul/azulado  (28%), preto (17%),
vermelho/avermelhado (15%) e amarelo (4%). Do namero total (N = 180) de gastropodes
analisados, 94% tinham PS-PL. A percentagem de gastropodes com PS-PL por local foi:
97% em Vila Praia de Ancora, 100% em Praia do Cabedelo, 97% em S&o Bartolomeu do
Mar, 97% em Cabo do Mundo, 93% em Homem do Leme e 80% em Sao Félix da Marinha.
O numero total de PS-PL nos organismos recolhidos por local foi: 118 em Vila Praia de
Ancora, 107 em Praia do Cabedelo, 99 em Sao Bartolomeu do Mar, 177 em Cabo do
Mundo, 152 em Homem do Leme e 59 em S&o Félix da Marinha. A média e o desvio padrao
(DP) do niimero de PS-PL por gastrépode e local foi: 4 (+ 2) em Vila Praia de Ancora, 4 (+
3) em Praia do Cabedelo, 3 (+ 3) em Sao Bartolomeu do Mar, 6 (x 3) em Cabo do Mundo,
5 (£ 3) em Homem do Leme e 2 (+ 2) em Sao Félix da Marinha. A média (+ DP) do numero
de PS-PL expressa por peso da amostra de tecido analisado por local foi: 6 (= 3) em Vila
Praia de Ancora, 8 (+ 8) em Praia do Cabedelo, 6 (+ 5) em S&o Bartolomeu do Mar, 11 (+
6) em Cabo do Mundo, 7 (+ 4) em Homem do Leme e 4 (+ 4) em S&o Félix da Marinha.
Encontraram-se diferencgas significativas no numero de PS-PL por gastrépode e nimero
de PS-PL por peso da amostra de tecido analisado entre locais.

Considerando o numero total de gastropodes recolhidos, a média (+ DP) de cada um
dos biomarcadores foi: 81 (= 30) para a atividade das ChE, 2 (= 1) para a atividade da IDH,
171 (x 51) para a atividade da ODH, 16 (+ 11) para a atividade das GST nas branquias e
117 (+ 44) na glandula digestiva, 15 (+ 4) para a atividade da GR, 0,5 (x 0,3) para a
atividade da GPx, 81 (+ 31) para a atividade da CAT e 0,7 (+x 0,4) para os niveis de LPO.
Encontraram-se diferencas significativas nos biomarcadores entre locais. A comparagéo
entre locais, em termos gerais, permite salientar as seguintes diferencas: os gastropodes
recolhidos no Cabo do Mundo tinham menor atividade das ChE e da IDH e maior atividade
das GST (branquias) e ODH relativamente a exemplares de outros locais; 0s gastropodes
de Homem do Leme tinham menor atividade da IDH, maior atividade das GST (branquias),
ODH, GR e CAT e niveis de LPO mais elevados do que alguns organismos provenientes
de outros locais; os gastropodes de S&o Bartolomeu do Mar tinham maior atividade das
GST (glandula digestiva), GR e CAT e niveis aumentados de LPO relativamente a alguns
gastropodes de outros locais.

Os resultados obtidos indicam que os organismos de P. lineatus da zona costeira do

noroeste de Portugal apresentam consideravel contaminacao por uma grande diversidade
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de PS-PL, principalmente por fibras e particulas suspeitas de serem microplasticos. As PS-
PL, assim como outros contaminantes que se sabem estarem presentes nos locais de
amostragem estudados, poderdo estar a exercer efeitos adversos, tais como
neurotoxicidade (Cabo do Mundo), altera¢des no metabolismo energético (Cabo do Mundo,
Homem do Leme) e na biotransformacgéo de xenobidticos (Cabo do Mundo, Homem do
Leme e S&o Bartolomeu do Mar) e danos lipidicos (Homem do Leme e Sao Bartolomeu do
Mar). A espécie investigada, P. lineatus, demonstrou ser adequada para a monitorizacdo
da contaminacdo por PS-PL e microplasticos em zonas costeiras em que seja abundante,
bem como dos seus potenciais efeitos bioldgicos.

Na sequéncia deste estudo e de outros que tém vindo a ser desenvolvidos,
recomenda-se a continuacdo e intensificacdo da monitorizacdo a longo prazo em
populacdes selvagens das aguas marinhas sob jurisdicdo Portuguesa, de modo a
aumentar o conhecimento sobre a sua contaminagéo por plasticos e 0s seus potenciais

efeitos biolégicos, o qual é necessario para suportar medidas de mitigagdo adequadas.

Palavras-chave: gastrépode marinho; Phorcus lineatus; populacdo selvagem:; lixo marinho;
plasticos; microplasticos; biomarcadores.
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Abstract

The contamination of the marine environment and its biota by plastic debris, including
particles smaller than 5 mm known as microplastics, is an increasing ecological problem.
Coastal areas of industrial and urbanized regions are particularly vulnerable to this type of
environmental contamination as they are under increased anthropogenic pressure.
Monitoring the plastic contamination in these areas is essential to understand the magnitude
of the problem and its potential biological effects.

The objectives of this Master Thesis were to evaluate the contamination of molluscs
gastropods (Phorcus lineatus) from the Northwest Atlantic coast of Portugal by particles
suspected of being plastics (PS-PL) and potential biological effects. This species was
selected as a bioindicator mainly because it is abundant in the rocky shore of this coastal
area and other coastal areas of the Northeast Atlantic Ocean, has been used as a
bioindicator of pollution in other studies and the knowledge on the contamination of
populations of this species by plastics and its potential effects is still limited.

In November 2020, Phorcus lineatus specimens were collected at six sampling sites,
hereinafter indicated as sites, in beaches of the Northwest Atlantic coast of Portugal,
namely: Vila Praia de Ancora, Praia do Cabedelo, Sdo Bartolomeu do Mar, Cabo do Mundo,
Homem do Leme and Sao Félix da Marinha. Fifty-five organisms were collected at each
site, and some abiotic parameters (temperature, salinity, pH, and turbidity of sea water)
were also recorded. In the laboratory, all the organisms were weighed and measured. From
25 organisms, the digestive gland, gills, and foot were isolated. Subsequently, the samples
were used for the determination of biomarkers, namely, the enzymatic activity of
cholinesterase (ChE), isocitrate dehydrogenase (IDH), octopine dehydrogenase (ODH),
glutathione S-transferase (GST), glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx)
and catalase (CAT) and lipid peroxidation levels (LPO). The remaining 30 organisms were
immediately preserved for further isolation and characterization of PS-PL. On the day of
particle extraction, the digestive gland was isolated separately from the gills and foot, and
all samples were weighed. Afterwards, the samples were digested, filtered, and dried
according to procedures previously described in the literature. Each filter was observed with
a maghnifier, and each PS-PL was characterized according to its size, shape, and colour. All
the PS-PL were stored for characterization of their chemical composition.

Some differences in seawater abiotic variables and in morphological parameters of the
specimens among sites were found.

Intotal, 712 PS-PL were recovered from the analysed organisms. Of these, 99.6% were
smaller than 5 mm, therefore suspected of being microplastics. PS-PL had varied
dimensions, with the 101 — 500 pm, 501 — 1000 pm, and 1001 — 2500 pum size classes being
particularly abundant. The PS-PL were mostly fibres (87%), and fragments (6%), films (5%)
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and pellets (1%) were also found. The colours found were: white/whitish (36%), blue/bluish
(28%), black (17%), red/reddish (15%) and yellow (4%). Of the total number (N = 180) of
gastropods analysed, 94% had PS-PL. The percentage of gastropods with PS-PL per site
was: 97% in Vila Praia de Ancora, 100% in Praia do Cabedelo, 97% in S&o Bartolomeu do
Mar, 97% in Cabo do Mundo, 93% in Homem do Leme and 80 % in S&o Félix da Marinha.
The total number of PS-PL recovered per organism and per site was: 118 in Vila Praia de
Ancora, 107 in Praia do Cabedelo, 99 in Sdo Bartolomeu do Mar, 177 in Cabo do Mundo,
152 in Homem do Leme and 59 in S&o Félix da Marinha. The mean and standard deviation
(x SD) of the number of PS-PL per organism and per site was: 4 (x 2) in Vila Praia de
Ancora, 4 (+ 3) in Praia do Cabedelo, 3 (+ 3) in S&o Bartolomeu do Mar, 6 (= 3) in Cabo do
Mundo, 5 (x 3) in Homem do Leme and 2 (+ 2) in Sao Félix da Marinha. The mean (x SD)
of the number of PS-PL expressed per weight of the analysed tissue and per site was: 6 (£
3) in Vila Praia de Ancora, 8 (= 8) in Praia do Cabedelo, 6 (+ 5) in S0 Bartolomeu do Mar,
11 (£ 6) in Cabo do Mundo, 7 (x 4) in Homem do Leme and 4 (x 4) in Sao Félix da Marinha.
Significant differences in the number of PS-PL per organism and in the number of PS-PL
per weight of the analysed tissue among sites were found.

Considering the total number of gastropods analysed for biomarkers, the mean (+ SD)
of each biomarker was: 81 (+ 30) for ChE activity, 2 (£ 1) for IDH activity, 171 (+ 51) for
ODH activity, 16 (+ 11) for GST activity in the gills and 117 (+ 44) in the digestive gland, 15
(= 4) for GR activity, 0.5 (£ 0.3) for GPx activity, 81 (+ 31) for CAT activity and 0.7 (x 0.4)
for LPO levels. Significant differences among sites were found. Overall, the comparison of
among sites highlights the following differences: gastropods collected in Cabo do Mundo
had lower ChE and IDH activity and higher GST (gills) and ODH activity compared to
specimens from other sites; Homem do Leme gastropods had lower IDH activity, higher
GST (gills), ODH, GR, and CAT activity and higher LPO levels than some organisms from
other sites; gastropods from Sao Bartolomeu do Mar had higher GST (digestive gland), GR,
and CAT activity and increased LPO levels than some organisms from other sites.

In summary, the results obtained indicate that P. lineatus from the coastal zone of the
Northwest of Portugal have considerable contamination by a great diversity of PS-PL,
mainly by fibres and particles suspected of being microplastics. PS-PL, as well as other
contaminants known to be present in the sampling sites studied, may be inducing adverse
effects in organisms, such as neurotoxicity (Cabo do Mundo), alterations in energy
metabolism (Cabo do Mundo and Homem do Leme) and in the biotransformation of
xenobiotics (Cabo do Mundo, Homem do Leme, and S&o Bartolomeu do Mar) and lipid
oxidative damage (Homem do Leme and S&o Bartolomeu do Mar).

The results indicate that P. lineatus is suitable for monitoring contamination by PS-PL

and microplastics in coastal areas where it is abundant, as well as its potential biological
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effects. Following this study and others that have been developed, it is recommended to
continue and intensify long-term monitoring of wild populations in marine waters under
Portuguese jurisdiction to increase knowledge on the contamination of wild populations by
plastics and its potential effects, which is necessary to support adequate mitigation

measures.

Keywords: marine gastropod; Phorcus lineatus; wild populations; marine litter; plastics;
microplastics; biomarkers.
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1. Introducéo

Com o aumento da populacdo humana a nivel global, tem aumentado também a
industrializacdo e a consequente poluicdo ambiental (Coyle et al.,, 2020; Prata et al.,
2020a). Entre os principais problemas ecoldgicos estd o lixo marinho, o qual é
maioritariamente (61 a 87% segundo algumas estimativas) constituido por detritos de
plastico (Barboza et al., 2019).

Os plasticos sdo muito utilizados devido ao seu baixo custo de producéo, resisténcia
a diferentes temperaturas, versatilidade, entre outras propriedades que o0s tornam
adequados para diversos usos, incluindo a nivel médico, diversos tipos de industria,
agricultura, entre muitos outros (Prata et al., 2020a). Por conseguinte, a producdo de
plasticos tem vindo a aumentar e, em 2019, produziram-se 57,9 milhdes de toneladas de
plasticos na Europa e 368 milhdes de toneladas de plasticos em todo o mundo segundo
algumas estimativas (PlasticsEurope, 2020).

Apesar da contribuicdo do plastico para a qualidade de vida humana, o seu incorreto
uso e descarte tem levado a acumulacgdo de plasticos no ambiente, com potenciais efeitos
negativos em diferentes organismos, ecossistemas e saude humana (Prata et al., 2020a;
Thompson et al., 2004). A poluicdo marinha por plasticos pode ter origem em diferentes
fontes (Rodrigues et al., 2018). Os rios sédo considerados uma via de transporte importante
de detritos de plastico do ecossistema terreste para o marinho (Rodrigues et al., 2018;
Lebreton et al.,, 2017). Por exemplo, os plasticos podem ser descartados para o solo
através de perdas durante a manufatura e agua residuais chegando ao oceano através dos
rios (Lebreton et al., 2017). Os plasticos podem também ser diretamente descartados para
o ambiente marinho através da atividade piscatéria, atividade turistica, entre outros tipos
de atividade marinha (Coyle et al., 2020; Prata et al., 2020a). Em Portugal continental, a
guantidade de plasticos encontrados na costa, nomeadamente, 185,1 itens/m? de plasticos
(Martins e Sobral, 2011), é superior a quantidade de plasticos encontrada em outras paises
com maior territério como, por exemplo, a Ridssia com 0,2 itens/m?, onde 55,1% eram
plasticos, e o0 Japdo com 3,4 itens/m?, onde 72,9% eram plasticos (Kusui et al., 2003).

Os plasticos presentes no ambiente marinho sdo muito diversificados e incluem
particulas com diversas dimensdes. As particulas de plastico com dimensdes inferiores a
5 milimetros séo vulgarmente designadas por microplasticos (Picé e Barcelé 2019). De
acordo com a sua origem, os microplasticos sdo frequentemente divididos em
microplasticos primarios e microplasticos secundarios. Os microplasticos primarios séo
produzidos ja com dimensdes na escala dos micro- ou hanometros para serem utilizados
na industria téxtil, equipamentos eletronicos, produtos de higiene e cuidado pessoal, entre

outros tipos de utilizacdo (GESAMP, 2016; Pic6 e Barceld, 2019). Os microplésticos



secundarios resultam da fragmentagdo sucessiva de residuos de plastico de maior
dimenséo que ocorre no ambiente (GESAMP, 2016).

Os microplasticos tém uma distribuicdo a nivel global (Coyle et al., 2020).
Efetivamente, os estudos que tém sido realizados demonstraram a presenca de
microplasticos em diversas areas (Feng et al., 2019; Reguera et al., 2019; Zhang et al.,
2019), sendo particularmente abundantes em zonas costeiras de regides industrializadas
e urbanizadas e em zonas de confluéncia de correntes marinhas de grande amplitude,
vulgarmente designados por “giros oceanicos” (Franco et al., 2020; Jiang et al., 2020).

Os microplasticos presentes no meio marinho podem ser ingeridos por diferentes
organismos (Barboza et al., 2020; Bessa et al., 2018; Reguera et al., 2019; Zhang et al.,
2019). A ingestdo de microplasticos pode ocorrer devido a estas particulas terem
semelhangas de cor, forma e tamanho com presas (Barboza et al., 2018a; Feng et al.,
2019), acidentalmente, por exemplo em organismos que se alimentam por filtragdo
(Reguera et al.,, 2019). A populagdo humana estd também provavelmente exposta a
microplasticos através do consumo alimentar de espécies marinhas, entre outras vias de
exposicdo. Por exemplo, estimativas apontam para a ingestdo de 842 microplasticos por
ano através do consumo de tecido muscular de peixes do Oceano Atlantico em adultos
(Barboza et al., 2020). Para além deste tipo de efeitos, estudos laboratoriais tém
demonstrado a capacidade dos microplasticos para causarem neurotoxicidade (Oliveira et
al., 2013), inflamacé&o (von Moos et al., 2012), supressao imunitaria, apoptose hemolitica
(Canesi et al., 2015) peroxidacao lipidica (Barboza et al., 2018b), disturbios no metabolismo
energético (Wright et al., 2013), alteracdo do comportamento (Barboza et al., 2018c; Fonte
et al., 2016), reducdo do desempenho reprodutivo (Besseling et al., 2014) e crescimento
(Watts et al., 2015), entre outros (Barboza et al., 2018a; Miranda et al., 2019). Por outro
lado, estudos laboratoriais também documentaram a inexisténcia de efeitos adversos a
exposi¢ao a microplasticos como, por exemplo, em zooplancton marinho ap0s exposi¢éo
aguda (Beiras et al., 2018) e em bivalves marinhos apds exposicao crénica (Santana et al.,
2018).

Diversos estudos tém também demonstrado a capacidade de varios tipos de
microplasticos para modular a toxicidade de outros contaminantes ambientais, incluindo
farmacos (Fonte et al., 2016; Prata et al., 2018), metais contaminantes (Barboza et al.,
2018b; Miranda et al., 2019; Santos et al., 2021), hidrocarbonetos (Oliveira et al., 2013),
entre outros.

Pelos motivos acima referidos, é importante continuar o estudo sobre a contaminacao
e efeitos de microplasticos em organismos marinhos, particularmente em populacées
naturais. Portugal, com a sua extensa area maritima € um dos principais consumidores de

produtos provenientes da pesca per capita na Europa (Barboza et al., 2020). Para além
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disso, como Estado-Membro da Unido Europeia deve cumprir a Diretiva Quadro da
Estratégia Marinha (MSFD, Directive, 2008/ 56/ EC) e monitorizar a qualidade das suas

areas costeiras, incluindo a presencga de lixo marinho.

1.1. Contaminacdo por microplasticos em &aguas marinhas sob jurisdicdo de
Portugal

A presenca de microplasticos tem sido reportada em diversos ambientes marinhos,
estando normalmente associada a centros urbanos ou éareas de elevada atividade
antropogénica (Coyle et al., 2020; Rodrigues et al., 2020). Em Portugal, diversos estudos
demonstraram a presenca de microplasticos em zonas costeiras, tendo a maior
concentracao sido encontrada na regido Centro, seguida das encontradas nas regides do
Sul e do Norte (Antunes et al., 2018; Martins e Sobral, 2011). Por exemplo, um estudo
realizado na praia da Barra, localizada na regido Centro, demonstrou que em média por
cada Kg de sedimento recolhido estavam presentes 100 microplasticos (Chouchene et al.,
2021). Um outro estudo, realizado ao longo da costa algarvia, demonstrou que em média
por cada Kg de sedimento recolhido estavam presentes 10 particulas de microplasticos
(Frias et al., 2016). Nas ilhas dos Acores e da Madeira a concentracao de microplasticos
encontrada foi menor, respetivamente, 0,077 — 0,144 e 0,040 — 0,087 microplasticos/m?
(Herrera et al., 2020).

Em estuérios (Guilhermino et al.,, 2021; Rodrigues et al., 2019) a presenca de
microplasticos também tem sido demonstrada. Os estudos em estuérios tém tido especial
relevancia, dado que diferentes organismos habitam ou permanecem as primeiras fases
de vida nestes locais (Rodrigues et al., 2019). A exposi¢ao a microplasticos pode provocar
diferentes efeitos adversos em organismos estuarinos, entre os quais, diminuir a
capacidade dos organismos para discriminarem presas de microplasticos (de S et al.,
2015) e afetar o crescimento e desenvolvimento dos organismos (Rodrigues et al., 2019)

Estudos em ecossistemas marinhos e estuarinos portugueses tém documentado a
contaminacdo por microplasticos em diferentes tipos de organismos, incluindo tartarugas
marinhas (Barreiros e Barcelos, 2001; Barreiros e Raykov, 2014; Pham et al., 2017), aves
(Nicastro et al., 2018; Rodriguez et al., 2016), peixes (Barboza et al., 2020; Bessa et al.,
2018; Guilhermino et al., 2021; Neves et al., 2015), bivalves (Marques et al., 2021; Pequeno
et al., 2021) e zooplancton (Frias et al., 2014). Contudo, sdo necessarios mais estudos que
indiguem os potenciais efeitos adversos provocados pela contaminacao por microplasticos
em populacdes do ambiente marinho e estuarino em Portugal com o objetivo de gerar mais

conhecimento cientifico.



1.2. Phorcus lineatus como organismo bioindicador

Phorcus lineatus (da Costa, 1778), espécie também conhecida por Monodonta lineata,
entre outras designagbes (Figura 1), é um gastropode herbivoro, de dimensbes e
mobilidade reduzidas, amplamente distribuido ao longo da costa oeste da Europa (Almeida
e Nunes, 2019). Esta espécie tem sido utilizada como bioindicador em estudos de
biomonitorizagcdo da poluicdo e dos seus efeitos. Por exemplo, individuos de P. lineatus
recolhidos na costa norte de Espanha foram utilizados para monitorizar a contaminagéo
por microplasticos (Janssens e Garcia-Vazquez, 2021). No estuéario do rio Shannon na
Irlanda foram utilizados para monitorizar a contaminacdo por metais contaminantes
(O'Leary e Breen, 1997). Em Portugal, esta espécie foi utilizada em estudos de
biomonitorizacdo da poluicdo por diferentes contaminantes ambientais, nomeadamente,
produtos petroliferos e seus efeitos (Tim-Tim et al., 2009), bem como metais contaminantes
e seus efeitos (Cabral-Oliveira et al., 2015; Cunha et al., 2007).

Figura 1 — Foto de Phorcus lineatus.

Assim, esta espécie podera ter potencial para ser utlizada em estudos de
biomonitorizacdo da poluicdo por microplasticos e dos seus efeitos em zonas costeiras
rochosas.

1.3. Objetivos
Os objetivos da presente dissertagdo foram investigar a contaminagéo por particulas
suspeitas de serem plasticos (PS-PL) em organismos da espécie Phorcus lineatus
recolhidos em diversos locais da zona costeira do noroeste de Portugal, assim como
potenciais efeitos que possam estar a ser induzidos pela contaminacéo presente nesses

locais.



2. Material e Métodos
2.1. Reagentes e outros agentes quimicos
O reagente Biorad utilizado para a determinacdo da proteina nas amostras bioldgicas
foi fornecido pela Bio-Rad (Alemanha). Os restantes agentes quimicos foram de grau

analitico e fornecidos pela Sigma-Aldrich (Alemanha) ou Merck (Alemanha).

2.2. Locais de amostragem
Para este estudo foram selecionados seis locais de amostragem, doravante indicados
como locais, ao longo da costa noroeste de Portugal, situados nas praias de Vila Praia de
Ancora (S1), Praia do Cabedelo (S2), S&o Bartolomeu do Mar (S3), Cabo do Mundo (S4),
Homem do Leme (S5) e Sao Félix da Marinha (S6). Os locais estéo indicados na Figura 2
e as respetivas coordenadas geogréficas na Tabela 1. Estes locais foram selecionados
pois tém vindo a ser utilizados pela equipa em estudos de biomonitorizacdo da

contaminagdo ambiental e seus efeitos bioldgicos.
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Figura 2 — Localizacao dos locais de amostragem presentes ao longo da costa noroeste de Portugal. S1 — Vila
Praia de Ancora; S2 — Praia do Cabedelo; S3 — Sado Bartolomeu do Mar; S4 — Cabo do Mundo; S5 — Homem
do Leme; S6 — Sédo Félix da Marinha.



Tabela 1 — Coordenadas geograficas dos locais de amostragem.

Local de amostragem Coordenadas geogréficas

S1 — Vila Praia de Ancora 41°48'58.931"N, 8°52'17.374"W
S2 — Praia do Cabedelo 41°40'45.922"N, 8°50'11.810"W
S3 — S&o Bartolomeu do Mar 41°34'27.264"N, 8°48'2.358"W
S4 — Cabo do Mundo 41°13'15.802"N, 8°42'58.092"W
S5 - Homem do Leme 41°9'31.818 "N, 8°41'10.096 "W
S6 — Sao Feélix da Marinha 41°2'8.918"N, 8°38'55.181"W

A praia de Vila Praia de Ancora, onde se localiza S1, é extensa e situa-se nas
proximidades de pequenas vilas piscatérias e da foz do Rio Ancora, o qual tem uma
extensao de cerca de 21 Km desde a nascente até a foz (Tim-Tim et al., 2009). Decorrente
das atividades piscatérias existe um pequeno porto, o qual foi sujeito a obras de
requalificacdo ha alguns anos. Apos o términus da constru¢cdo do novo porto a sua bacia
apresentava um elevado indice de assoreamento. Por conseguinte, em certas ocasifes, o
acesso ao canal e ao porto acumulam sedimentos, o que implica operac¢des de dragagem
frequentes (Santos-Ferreira et al., 2015). De referenciar que a praia de Vila Praia de Ancora
tem tido bandeira azul desde 2014 (APA, 2020).

A praia do Cabedelo, onde se situa 0 S2, tem um areal extenso e localiza-se na foz do
Rio Lima. Este rio, com uma extensédo de cerca de 108 Km, tem a sua nascente na Serra
de Sao Mamede, em Espanha (Rocha et al., 2021). Percorre cerca de 67 Km em territorio
portugués e desagua no Oceano Atlantico na costa noroeste de Portugal, nas proximidades
da cidade de Viana do Castelo. Ao longo do curso de agua principal existe uma degradacao
da qualidade da agua, em parte devido a descargas de efluentes domésticos e industriais
(Guimarées et al., 2012). E de referir também que o estuério do Rio Lima alberga no seu
interior o Porto de Viana do Castelo e nas imediac6es uma fabrica de pasta de papel.
Apesar da diminuigc&o de cargas e descargas de diferentes materiais entre os anos de 2015
e 2020, o Porto de Viana do Castelo é considerado um dos grandes operadores mundiais
do setor maritimo-portuario (APDL, 2019). Recentemente, realizaram-se obras de
requalificacdo nas proximidades do Porto de Viana do Castelo, entre as quais o
aprofundamento do anteporto, estradas de acesso e canal de acesso aos estaleiros (APDL,
2019). A praia do Cabedelo tem tido bandeira azul desde 2011 (APA, 2020).

A praia de S&o Bartolomeu do Mar, onde se situa 0 S3, € uma praia de areal curto com
seixos (Tim-Tim et al., 2009). Devido ao elevado processo erosivo sentido nesta linha de
costa, foram executadas variadas ac¢des que incluiram a demolicdo de 27 edificagBes

localizadas na zona de risco, reabilitacdo e protecdo do corddo dunar, restruturacdo da
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praia, entre outras (Norte, 2014). Esta praia ndo tem tido classificacdo de qualidade
ambiental (APA, 2020).

A praia do Cabo do Mundo, onde se localiza S4, € uma praia com afloramentos
rochosos, situa-se nas imediacdes das ribeiras da Joane e de Guarda e tem tido bandeira
azul desde 2014 (APA, 2020). Perto da praia situa-se a antiga refinaria de petréleo de
Matosinhos, uma fabrica de materiais de construcéo, entre outros. Para além disso, o Porto
de Leixdes também se localiza nas imedia¢6es da praia do Cabo do Mundo. Entre os anos
de 2015 e 2020, verificou-se um aumento de cargas e descargas de diferentes tipologias
no Porto de Leixdes (APDL, 2019).

A praia do Homem do Leme, onde se situa S5, é uma praia de areal extenso com
afloramentos rochosos e tem tido bandeira azul desde 2011 (APA, 2020). Mais a sul
desagua o Rio Douro com uma extensdo de 927 Km e a maior bacia hidrografica da
Peninsula Ibérica com uma éarea total de 97 476 Km? (APA, 2019). Este rio com nascente
na serra de Urbion em Espanha e foz no Oceano Atlantico junto as cidades do Porto e
Gaia, percorre cerca de 208 Km em territério portugués (APA, 2019). Ao longo do seu
percurso, o Rio Douro esta continuamente exposto a descargas de efluentes domésticos e
industriais, aterros urbanos e industriais, atividades agricolas e pecuéarias, diferentes
atividades de recreio, entre outros (APA, 2019).

A praia de Séo Félix da Marinha, onde se localiza o S6, é uma praia urbana com
morfologia arenosa e rochosa onde desagua a Ribeira do Prego. Desde 2015 a praia tem
tido bandeira azul (APA, 2020).

Em novembro de 2020, em cada local de amostragem foram recolhidos a méo, na
zona intertidal e durante a maré baixa, 55 exemplares de P. lineatus: 25 para determinacao
de biomarcadores e 30 para investigacdo da sua potencial contaminag¢éo por PS-PL. Os
organismos foram transportados para o laboratério o mais rapidamente possivel em malas
térmicas com agua do local onde foram recolhidos.

Na altura da amostragem, foi medida a salinidade, a turbidez, a temperatura e o pH da
dgua em cada um dos locais utilizando uma sonda multiparamétrica (Hydrolab DS5X,

Alemanha), tendo sido feitas trés determinacfes por local.

2.3. Pardametros morfométricos e preparacdo das amostras bioldgicas
No laboratério, foi determinado o peso corporal total, incluindo a concha (peso
hamido), de cada exemplar (balanca Kern 572, Kern & SohnGmbH, Alemanha). Foram
ainda determinados os seguintes parametros morfométricos utilizando um paquimetro
digital Electronic Digital calliper (China): dimensao vertical entre o vértice e a base da

concha (altura); méxima dimens&do entre os bordos anterior e posterior da concha



(comprimento) e maxima dimenséo perpendicular a anterior (largura), conforme ilustrado

na Figura 3.

Figura 3 - Esquema representativo dos parametros morfométricos determinados nos

exemplares de Phorcus lineatus. A — Altura; C — Comprimento; L — Largura.

Apoés a determinacdo dos parametros morfométricos, os gastropodes destinados a
investigar a contaminacdo por PS-PL foram conservados a — 20°C (Ariston, Merloni
Eletrodomésticos S.A., Portugal).

Os gastropodes destinados a determinar os biomarcadores biolégicos foram colocados
sobre o gelo, de modo a serem sacrificados pelo frio, sob efeito da anestesia induzida pelo
frio. Utilizou-se papel de aluminio entre os organismos e 0 gelo para evitar quaisquer
contaminagoes.

Todos os procedimentos descritos seguidamente foram efetuados sobre gelo, tendo
0s microtubos sido sempre mantidos em gelo, mesmo durante as homogeneizac¢des. Todas
as pesagens foram efetuadas numa balanca Kern 572 (Kern & SohnGmbH, Alemanha),
todas as homogeneizacdes foram efetuadas utilizando um homogeneizador Ystral D-79282
(Power Technology Inc., EUA) e todas as centrifugacfes foram efetuadas numa centrifuga
5810 R (Sigma-Aldrich, Alemanha). Imediatamente apds a sua preparacdo, as amostras
foram congeladas e mantidas a — 80°C até a sua posterior utilizacao.

A componente corporal mole foi extraida da concha de cada gastropode, tendo sido
depois pesada (peso humido) utilizando a balanga anteriormente indicada. Seguidamente,
a glandula digestiva, o pé e as branquias foram isolados e cuidadosamente lavados
separadamente com agua ultrapura.

A glandula digestiva foi dividida em duas partes. A primeira parte foi colocada num
microtubo de 2 mL com 1,3 mL de tampé&o fosfato (100 mM, pH = 7,4) e homogeneizada
durante 15 segundos. Posteriormente, 300 pL do homogeneizado foram transferidos para
um microtubo de 1,5 mL com 4 pL de hidroxitolueno butilado (BHT) e metanol 4%. O
restante homogeneizado foi centrifugado a 10000 g durante 15 minutos a 4°C. Do
sobrenadante, foram retiradas amostras de 200 pL para trés microtubos de 1,5 mL. A
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segunda parte da glandula digestiva foi colocada num microtubo de 2 mL com 500 pL de
tampéo fosfato (100 mM, pH = 6,5) e homogeneizada durante 15 segundos. De seguida, o
homogeneizado foi centrifugado a 9000 g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido para um microtubo de 1,5 mL.

As branquias foram colocadas hum microtubo de 2 mL com 600 pL de tampé&o fosfato
(100 mM, pH = 6,5 e homogeneizadas durante 20 segundos. Seguidamente, o
homogeneizado foi centrifugado a 9000 g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido para um microtubo de 1,5 mL.

O pé foi dividido em trés partes. A primeira parte foi colocada num microtubo de 2 mL
com 1 mL de tampéo Tris (50 mM, pH = 7,8) e homogeneizada durante 30 segundos.
Seguidamente, o homogeneizado foi centrifugado a 3300 g durante 3 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi recolhido para um microtubo de 1,5 mL. A segunda parte do pé foi
colocada num microtubo de 2 mL com 1 mL de tampdao Tris (20 mM, pH = 7,5 com acido
etileno diamina tetraacético (Na;EDTA) 1 mM e ditiotreitol (DTT) 1 mM) e homogeneizada
durante 30 segundos. O homogeneizado foi centrifugado a 3300 g durante 3 minutos a
4°C. O sobrenadante foi recolhido para um microtubo de 1,5 mL. A terceira parte do pé foi
colocada num microtubo de 2 mL com 1 mL de tampéo fosfato (100 mM, pH = 7,2) e
homogeneizada durante 30 segundos. O homogeneizado foi centrifugado a 3300 g durante
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido para um microtubo de 1,5 mL.

2.4. Biomarcadores selecionados e sua determinacéao

Os biomarcadores determinados foram: a atividade das enzimas colinesterases (ChE),
isocitrato desidrogenase (IDH), octopina desidrogenase (ODH), glutationa S-transferases
(GST), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT) e os niveis
de peroxidacao lipidica (LPO). A atividade das ChE, IDH e ODH foram determinadas em
amostras do pé, mantidas em tampao fosfato (100 mM, pH = 7,2), tampao Tris (50 mM, pH
= 7,8) e tampédo Tris (20 mM, pH = 7,5), respetivamente. A atividade da enzima GST foi
determinada nas amostras das branquias e da glandula digestiva, mantidas em tampao
fosfato (100 mM, pH = 6,5). A atividade das enzimas GR, GPx, CAT e os niveis de LPO
foram determinados em amostras da glandula digestiva, mantidos em tampao fosfato (100
mM, pH =7,4).

A atividade total das enzimas ChE foi selecionada para este estudo como biomarcador
de neurotoxicidade e porque tem sido amplamente utilizada em estudos de
biomonitorizacdo dos efeitos da poluicdo em organismos selvagens (Cunha et al., 2007),
incluindo na zona costeira da regido Norte de Portugal utilizando P. lineatus como
bioindicador (e.g. Tim-Tim et al., 2009). A atividade enzimética das ChE é fortemente

inibida por inseticidas organofosforados e carbamatos, sendo também inibida por outros

9



contaminantes ambientais em algumas espécies, podendo afetar o desempenho na
transmisséo colinérgica no sistema nervoso de invertebrados e vertebrados (Guilhermino
et al., 1998). Estas tém também um papel importante na biotransformacéo de alguns
agentes quimicos que ocorrem como contaminantes ambientais (Guilhermino et al., 1998).

A atividade das enzimas IDH e ODH foi selecionada para este estudo dada a sua
importancia na producgéo de energia celular. Em estudos de monitorizagdo com moluscos,
sdo normalmente utilizadas como biomarcadores dos processos energeéticos aerdbio e
anaerdbio, respetivamente (Lima et al., 2007). A IDH é responséavel pela regeneracdo de
NADPH, cofator da GR na converséao de glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida
(GSH), durante o ciclo do acido citrico (Lima et al., 2007). A ODH € uma enzima que
substitui a lactato desidrogenase e regenera NAD* durante a glicélise anaerdbia nos
tecidos de alguns invertebrados marinhos (Lima et al., 2007; Livingstone et al., 1990).

A atividade total das enzimas GST foi selecionada por desempenhar uma funcéo
fundamental no processo de biotransformacéo e nas defesas antioxidantes. Estas enzimas
catalisam a conjugagdo da GSH com compostos eletrofilicos facilitando a sua posterior
eliminacado (Bhagat et al., 2016; Proki¢ et al., 2019). Sdo também responséaveis pela defesa
de proteinas, lipidos e ADN contra danos oxidativos (Bhagat et al., 2016). A presenca de
contaminantes ambientais (e.g. hidrocarbonetos policiclicos aromaticos — PAHs —
pesticidas) induz a atividade das GST, por outro lado, pode ser inibida por outros, como
por exemplo alguns metais pesados (Cunha et al., 2007). Dada a sua relevancia, tem sido
também muito utilizada em estudos de biomonitorizagdo ambiental, incluindo em P. lineatus
(Cunha et al., 2007; Madeira et al., 2019; Tim-Tim et al., 2009).

Foram também selecionados como biomarcadores, as atividades de enzimas
antioxidantes dada a sua importancia na prevencéo contra o aumento do stresse oxidativo
e rapida resposta a muitos contaminantes ambientais que aumentam este tipo de stresse.
A oxidacdo da GSH é catalisada pela GPx dando origem a GSSG; a reacdo em sentido
contrério é catalisada pela GR (Lima et al., 2007). A CAT facilita a remocéao de peréxido de
hidrogénio (H202), metabolizando-o em agua e oxigénio molecular (Proki¢ et al., 2019).
Como a atividade das enzimas antioxidantes é induzida perante a presenca de alguns
contaminantes ambientais, as mesmas tém sido utilizadas em diferentes estudos (Almeida
e Nunes, 2019; Fernandez et al., 2010; Lima et al., 2007; Madeira et al., 2019).

Os niveis de LPO foram selecionados porque indicam dano oxidativo em lipidos, um
efeito que pode comprometer a integridade das membranas, afetar muitos processos
fisiologicos e facilitar a entrada de contaminantes ambientais nos organismos e nas células
(Bhagat et al., 2016; Proki¢ et al.,, 2019). Por conseguinte, os niveis de LPO s&o
vulgarmente determinados em estudos de biomonitorizacdo (Fernandez et al., 2010; Lima
et al., 2007; Madeira et al., 2019).
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No dia em que se procedeu a determinacao de cada biomarcador, as amostras foram
descongeladas em gelo. Posteriormente, determinou-se para cada uma das amostras a
quantidade de proteina utilizando o método de Bradford (Bradford, 1976), adaptado a
microplaca (Frasco et al., 2002). De forma resumida, numa microplaca de 96 pocos, foi
feita uma curva de calibracao utilizando gama-globulinas de bovino como proteina padréo.
Cada amostra foi diluida 1:4 (v/v) com o tampé&o no qual a amostra estava conservada.
Para a determinacdo da proteina, colocaram-se 10 uL de amostra diluida e 40 pL de
tampdo correspondente a cada biomarcador. De seguida, transferiu-se 10 yL das amostras
diluidas para os trés pocos seguintes e adicionou-se 250 uL de solucao de Biorad (1 porgao
de Biorad para 4 de 4gua ultrapura). Apés 15 minutos a temperatura ambiente num agitador
(Orbital Shaker SO3, Stuart Scientific, Reino Unido), fez-se a leitura da absorvancia a 600
nm e a 25°C (espectrofotometro Bio-Tek Powerwave 340, Bio-TeK instruments, EUA). Com
base nas determinagfes efetuadas, a proteina das amostras enzimaticas foi padronizada
para 1 mg/mL.

A atividade das enzimas ChE, IDH, ODH, GST, GPx e GR e os niveis de LPO foram
determinados no espectrofotometro indicado para a determinacéo da proteina, a 25°C. A
atividade da enzima CAT foi determinada num espectrofotometro UV-Vis V-630 (Jasco,
EUA) a 240 nm e 25°C.

Para a determinacdo da atividade total das enzimas ChE utilizou-se o método de
Ellman (Ellman et al., 1961) adaptado a microplaca (Guilhermino et al., 1996). De forma
resumida, foi preparada uma solugdo de reacdo contendo 200 pL de uma solucdo de
acetiltiocolina (75 mM preparada com 0,1084 g de acetiltiocolina em 5 mL de agua
ultrapura) e 1 mL de uma solugéo de &cido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB) (10 mM
preparada com 0,0198 g de DTNB e 0,0075 g de hidrogenocarboneto de sddio (NaCHO3)
em 5 mL de tampéo fosfato 100 mM, pH = 7,2) em 30 mL de tampao fosfato (100 mM, pH
=7,2). A cada um de 3 pocos de uma microplaca, foram adicionados 50 pL de amostra ou
tampédo fosfato (100 mM, pH = 7,2) no caso das réplicas de branco. Seguidamente,
adicionou-se 250 pL de solucdo de reagdo a cada poco. A absorvancia foi lida
imediatamente a 405 nm durante 5 minutos.

Relativamente a determinagéo da atividade enziméatica da IDH utilizou-se o método de
Ellis e Goldberg (Ellis e Goldberg, 1971) adaptado a microplaca (Lima et al., 2007).
Resumidamente, foi preparada uma solucéo de reacdo contendo 15 mL de uma solugéo
de cloreto de manganésio (Il) tetrahidratado (20 mM preparada com 0,0594 g de cloreto de
manganésio (ll) tetrahidratado em 15 mL de agua ultrapura) e 15 mL de uma solucéo de
DL-isocitrico (72 mM preparada com 0,2795 g de &cido DL-isocitrico em 15 mL de agua
ultrapura) em 40 mL de tampé&o Tris (50 mM, pH = 7,8). A cada um de 3 pocos de uma

microplaca, foram adicionados 50 pL de amostra ou tampao Tris (50 mM, pH = 7,8) no caso
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das réplicas de branco. De seguida, foram adicionados 200 uL de solucdo de reacdo a
cada poco. Para iniciar a reagéo, adicionaram-se 50 pL de uma solu¢cdo de NADP* (3 mM
diluindo 0,0574 g de NADP* em 25 mL de agua ultrapura) a cada poco. A absorvancia foi
lida seguidamente a 340 nm durante 3 minutos.

Para a determinacéo da atividade da enzima ODH utilizou-se o método de Livingstone
(Livingstone et al., 1990). Resumidamente, foi adicionado a cada um de 3 pocos de uma
microplaca 50 pyL de amostra ou tampéao Tris (20 mM, pH = 7,5) no caso das réplicas de
branco. ApGs este passo, adicionaram-se 200 pL de solu¢do de reacdo, previamente
preparada com 15 mL de uma solucdo de L-Arginina (33 mM diluindo 0,0871 g de L-
Arginina em 15 mL de agua ultrapura), 40 mL de tamp&o Tris (20 mM, pH = 7,5), 15 mL de
uma solucado de NADH (1,6 mM preparada com 0,0170 g de NADH em 15 mL de agua
ultrapura) e 30 mL agua ultrapura. Com o intuito de iniciar a reagéo, adicionaram-se 50 pL
de uma solugéo de piruvato de sodio (5 mM diluindo 0,0055 g de piruvato de sodio em 10
mL de tampao Tris 20 mM, pH = 7,5). De imediato, foi lida absorvancia a 340 nm durante
3 minutos.

Quanto a atividade total das enzimas GST foi determinada segundo o método de Habig
(Habig et al., 1974). De forma resumida, foi preparada uma solugéo de reagcédo contendo
150 pL de uma solucéo de 2,4-dinitroclorobenzeno (CDNB) (60 mM preparada com 0,6077
g de CDNB em 50 mL de etanol 100%) e 900 uL de uma solucéo de GSH (10 mM diluindo
0,3073 g de GSH em 100 mL de tampé&o fosfato 100 mM, pH = 6,5) em 4,95 mL de tampéo
fosfato (100 mM, pH = 6,5). A cada um de 3 poc¢os de uma microplaca, foram adicionados
50 uL de amostra ou tampéao fosfato (100 mM, pH = 6,5) no caso das réplicas de branco.
Seguidamente, adicionou-se 250 UL de solucéo de reacdo a cada poco. A absorvancia foi
lida imediatamente a 340 nm durante 5 minutos.

Para a determinacdo da atividade da enzima GPx utilizou-se o método de Flohé e
Glnzler (Flohé e Giulnzler, 1984) adaptado a microplaca (Lima et al., 2007).
Resumidamente, a cada um de 3 po¢os de uma microplaca adicionaram-se 50 pL de
amostra ou tampao fosfato (100 mM, pH = 7,5 preparado com 0,0065 g de nitrato de sédio
(NaNO3) em 100 mL de tampéao fosfato 100 mM, pH = 7,5) no caso das réplicas de branco.
De seguida, foram adicionados a cada poc¢o 130 pL de tampéo fosfato (100 mM, pH = 7,5
com NaNOs3), 30 pL de uma solucéo de GR (30 U/mL preparada com 539 uL de GR em 20
mL de tampé&o fosfato 100 mM, pH = 7,5) e 30 pL de uma solugdo de GSH (0,2 mM
preparada com 0,0615 g em 1 L de tampé&o fosfato 100 mM, pH = 7,5). Apés 10 minutos
de incubacéo, foram adicionados a cada poco 30 pL de uma solugdo de NADPH (1 mM
preparada com 0,7440 g de NADPH em 1 L de tampéao Tris 100 mM, pH = 7,0) e 30 pL de
uma solucéo de H,O, (6 mM preparada com 0,2041 g de H.Oz,em 1 L de tampao fosfato

100 mM, pH=7,5). De imediato, foi lida a absorvancia a 340 nm durante 5 minutos. Foi
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realizado exatamente o mesmo procedimento numa segunda microplaca, contudo néo foi
adicionado H20- as amostras.

Relativamente a determinagdo da atividade da enzima GR utilizou-se o método de
Calberg e Mannervik (Carlberg e Mannervik, 1975) adaptado a microplaca (Lima et al.,
2007). De forma resumida, a cada um de 3 pocos de uma microplaca adicionaram-se 50
pL de amostra ou tampao fosfato (100 mM, pH = 7,5) no caso das réplicas de branco. Apos
este passo, foram adicionados 190 pL de tampao fosfato (100 mM, pH = 7,5) e 30 uL de
uma solucédo de GSSG (5 mM diluindo 0,0460 g de GSSG em 15 mL de &gua ultrapura).
Apbs 10 minutos de incubacéao, foi iniciada a reacdo com 30 pL de uma solucédo de NADPH
(1 mM diluindo 0,0125 g de NADPH em 15 mL de tampao Tris 10 mM). A leitura da
absorvancia foi lida seguidamente a 340 nm durante 3 minutos.

Quanto a determinacgédo da atividade enzimatica da CAT utilizou-se o método de Aebi
(Aebi, 1984). Foram adicionados a uma cuvette 50 uL de amostra ou tampao fosfato (50
mM, pH = 7,0) no caso das réplicas de branco. De seguida, foram adicionados 950 uL de
tampdo fosfato (50 mM, pH = 7,0) e 500 pL de uma solugéo de H>O, (30 mM diluindo 238
puL de H.O2em 70 mL de tampéo fosfato 50 mM, pH = 7,0) para iniciar a reagdo. A leitura
da absorvéancia foi imediatamente realizada a 240 nm durante 1 minuto.

Os niveis de LPO foram determinados através da quantificacdo das substancias
reativas do &cido tiobarbittrico (TBARS) segundo o método de Ohkawa (Ohkawa et al.,
1979). Resumidamente, foi preparada uma solugédo de acido tricloroacético 12% (TCA)
(preparada com 12 g de TCA em 100 mL de &gua ultrapura) e uma solugdo de &cido
tiobarbitarico 0,73% (TBA) (preparada com 0,73 g de TBA em 100 mL de agua ultrapura).
O tampéo Tris-HCI (60 mM, pH = 7,4) foi preparado com uma solu¢éo de Tris-HCL (1,89 g
de Tris-HCL diluido em 50 mL de &gua ultrapura) e uma solugéo de acido pentético (DTPA)
(0,1 mM diluindo 0,0071 g de DTPA em 50 mL de agua ultrapura). De seguida, foram
transferidos 200 L do homogeneizado de glandula digestiva para tubos de 15 mL e foram
preparadas 3 réplicas de branco com 200 pyL de tampao fosfato (100 mM, pH = 7,4).
Posteriormente, a cada tubo foi adicionado 1 mL de solugdo de TCA 12%, 800 pL de
tampdao Tris-HCI (60 mM, pH = 7,4) e 1 mL de solucdo de TBA 0,73%. Ap6s 60 minutos a
100°C, as amostras foram centrifugadas a 11500 g durante 5 minutos e 25°C utilizando a
centrifuga referida na seccdo 2.4. ApéOs este passo, foram recolhidos 300 pL do
sobrenadante para cada um de 3 pocos de uma microplaca. A absorvancia foi lida
imediatamente a 535 nm.

No final da determinacéo da atividade das enzimas e dos niveis de LPO, a quantidade
de proteina em cada amostra foi novamente determinada e este valor foi utilizado para
expressar a atividade enzimatica. Todas as atividades enzimaticas foram determinadas a

partir da parte linear da curva de reacgéo. As atividades das enzimas ChE, IDH, ODH, GST,
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GPx e GR foram expressas em nanomoles de substrato hidrolisado por minuto por mg de
proteina (nmol/min/mg de proteina). A atividade da enzima CAT foi expressa em
micromoles de substrato hidrolisado por minuto por mg de proteina (umol/min/mg de
proteina). Os niveis de LPO foram expressos em nanomoles de TBARS por mg de proteina
(nmol TBARS/mg de proteina).

2.5. Isolamento e caraterizagdo primaria das particulas

O procedimento experimental foi executado em areas previamente limpas e de acesso
restrito. Todas as medidas recomendadas para evitar a contaminacdo externa e cruzada
das amostras foram seguidas, tal como recomendado em Gago et al. (2018).
Resumidamente, foi utilizada uma bata de algodao limpa, luvas de nitrilo e dadas as
circunstéancias relativamente a contingéncia do COVID-19 foi utilizada mascara de algodao
feita por uma costureira local. Todas as superficies de trabalho e instrumentos (tesoura,
pinca, bisturi, entre outros) utilizados foram limpos com etanol a 70%. Os materiais de vidro
(gobelés, caixas de Petri, baldes volumétricos, entre outros) foram limpos com agua
ultrapura. Estes procedimentos de limpeza e desinfegdo foram realizados antes, entre
amostras e no final de cada etapa experimental. Todos os filtros de microfibras de vidro e
poro de tamanho 1,2 ym (Munktell & Filtrak GmbH, Alemanha) utilizados durante o
procedimento experimental foram previamente analisados numa lupa (SMZ800, Nikon,
Japao) com camara CMOS incorporada (Leica S9i, Leica Microsystems GmbH, Alemanha),
com o intuito de verificar possiveis contaminagfes. Em todas as etapas do procedimento
experimental foram utilizadas trés placas de Petri com filtros para servirem de controlo
relativamente a potencial contaminacdo externa. No final de cada etapa experimental os
filtros foram tapados e posteriormente analisados na lupa anteriormente referida (Barboza
et al., 2020; Dehaut et al., 2016). O processo de digestéo e filtracdo das amostras foi
realizado numa hotte (Industrial Laborum lbérica, Portugal). Para o processo de digestédo
foram utilizados brancos, apenas com agua ultrapura e hidréxido de potassio 10% (KOH)
(Barboza et al., 2020). Os brancos foram filtrados e analisados simultaneamente com as
amostras de forma a verificar possiveis contaminacdes provenientes das solugbes
utilizadas durante o procedimento experimental (Dehaut et al., 2016).

No dia dos procedimentos de extracdo de particulas, os gastropodes que tinham sido
reservados para o efeito foram descongelados. Foi lavada a concha de cada organismo
duas vezes com &gua ultrapura e uma vez com etanol 70% (Karami et al., 2017). Os
organismos foram colocados num tabuleiro forrado com papel de aluminio e tapados com
papel de aluminio, para evitar quaisquer contaminacfes. De seguida foi extraido a cada
organismo o tecido corporal da concha, tendo sido depois pesado utilizando a balan¢a HL-

200i (A&D Company, Limited, Jap&o). Cada organismo foi cuidadosamente lavado com
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adgua ultrapura. Seguidamente, a glandula digestiva foi isolada e pesada utilizando a
balanca anteriormente referida. ApOs este passo, 0 pé e as branquias foram isolados e
pesados em conjunto utilizando a balanga anteriormente mencionada.

A cada amostra foi adicionado um volume de uma solugéo de KOH 10%, previamente
preparada com agua ultrapura, pelo menos trés vezes superior ao volume do material
biolégico, com o intuito de digerir a matéria organica das amostras. Seguidamente, todas
as amostras foram incubadas durante 24 horas a 60°C numa estufa (Binder BD056,
ProfiLab24 GmbH, Alemanha), tal como indicado em Dehaut et al. (2016). Quando
finalizada esta etapa, cada amostra foi filtrada em condicBes de vacuo através de um filtro
de microfibras de vidro e poro de tamanho 1,2 um (Munktell & Filtrak GmbH, Alemanha)
com o auxilio de uma bomba (Chemical Duty Pump WP6122050, Merck Millipore,
Alemanha). Cada filtro foi cuidadosamente colocado numa caixa de Petri, a qual foi
fechada. De seguida, as caixas de Petri com os filtros foram colocadas na estufa
anteriormente mencionada durante 24 horas a 40°C.

Cada filtro foi observado a lupa (SMZ800, Nikon, Japao) com camara CMOS (Leica
S9i, Leica Microsystems GmbH, Alemanha) e sistema de imagem acoplados e cada uma
das particulas foi fotografada. As imagens foram comparadas com particulas identificadas
como plastico por espetroscopia infravermelha com transformacao de Fourier (FT-IR) em
trabalhos anteriores e posteriormente analisadas utilizando um programa de imagem

(ImageJ disponivel em https://imagej.nih.gov/ij/download.html), o qual foi também utilizado

para medir cada uma das particulas.

As particulas suspeitas de serem plasticos foram caracterizadas primariamente, de
acordo com o seu tamanho, forma e cor. Para caracteriza¢éo da forma, as particulas foram
divididas e quantificadas nas seguintes categorias (Karami et al., 2017): fibra — particula
fina e alongada; fragmento — particula irregular; pellets — particula regular; filme — particula
fina e maleavel. Relativamente a cor, foram consideradas as seguintes categorias
(Guilhermino et al., 2021): brancas/esbranquicadas, transparente, azul/azuladas, preto,
cinzento, vermelho/avermelhado (incluindo rosa e laranja), amarelo, entre outras. De
acordo com a sua maior dimensao, as particulas foram incluidas nas seguintes classes de
tamanho (Barboza et al., 2020; Guilhermino et al., 2021): < 100 ym; 101 — 150 ym; 151 —
500 um; 501 — 1500 pm; 1501 — 3000 um; 3001 — 4999 um; = 5000 um.

As concentracdes de PS-PL foram expressas como numero de PS-PL por organismo
(nimero PS-PL/organismo) ou nimero de PS-PL por peso da amostra de tecido analisado
(nimero PS-PL/g).
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2.6. Anélise estatistica

Os dados de cada parametro abidtico e biolégico foram testados separadamente
quanto a normalidade da sua distribuicdo utilizando o teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade de varidncia utilizando o teste de Levene. Quando estes requisitos da
Analise de Variancia (ANOVA) foram conseguidos (sem ou com transformacao dos dados),
utilizou-se a ANOVA de um fator para comparar os dados dos diferentes locais, seguida do
teste de comparacdes multiplas de Tukey. Nos restantes casos, 0s locais ou 0s organismos
neles recolhidos foram comparados utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Quando foram obtidas diferencas significativas utilizou-se de seguida o teste de Nemenyi
(Zar, 1999).

As andlises estatisticas e a comparacao dos dados dos diferentes locais utilizando o
teste de comparacdes multiplas de Tukey foram realizadas no programa IBM SPSS
Statistics versdo 27. No caso de existirem diferencas estatisticamente significativas a
comparagdo entre os grupos utilizando o teste de Nemenyi foi realizada no programa
Microsoft Office Excel 365. As diferencas entre os grupos analisados foram consideradas

significativas para um valor de p < 0,05.
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3. Resultados

3.1. Parametros abiéticos

Os resultados dos parametros abidticos e da sua andlise estatistica estéo indicados

na Tabela 2.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo (+ DP) dos paradmetros abidticos determinados nos locais de amostragem,

nomeadamente: Vila Praia de Ancora (S1), Praia do Cabedelo (S2), S&o Bartolomeu do Mar (S3), Cabo do

Mundo (S4), Homem do Leme (S5) e S&o Félix da Marinha (S6). Sdo também apresentados os resultados do

teste de Kruskal-Wallis (H) e teste de Nemenyi. N — NUumero de réplicas. Diferentes letras na coluna do teste

de Nemenyi indicam diferencgas significativas entre locais (p < 0,05).

Parametros Locais de ) Teste Teste
o Média (+ DP) .
abioticos amostragem Nemenyi Kruskal-Wallis
S1 13,5 (+ 0,3) b
S2 14,09 (+ 0,08) a,b
S3 15,07 (£ 0,07) a
Temperatura (°C) Hs = 15,756; p = 0,008
sS4 14,75 (+ 0,02) a,b
S5 15,083 (+ 0,006) a
S6 14,12 (£ 0,09) a, b
S1 8,3(x0,2)
S2 8,2(£0,2)
S3 8,267 (£ 0,003)
pH Hs=7,364; p = 0,195
S4 8,08 (+ 0,06)
S5 8,26 (+ 0,03)
S6 8,27 (+ 0,06)
S1 34,21 (+0,01) b
S2 35,11 (+ 0,06) a, b
- S3 34,703 (+ 0,006) a,b
Salinidade (mScm) Hs = 15,855; p = 0,007
S4 35,7 (+0,2) a
S5 35,63 (+ 0,01) a
S6 35,3 (£ 0,2) a, b
S1 2,7 (£0,2) a,b
S2 1,4 (£0,2) b
. S3 12,2 (£ 0,3) a
Turbidez (NTU) Hs=16,182; p = 0,006
S4 8,67 (+ 0,06) a,b
S5 2,13 (+ 0,06) a, b
S6 2,2(£0,2) a, b
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Foram encontradas diferencas significativas de temperatura, salinidade e turbidez da
agua entre locais. Relativamente ao pH da agua ndo se obtiveram diferencas significativas
entre locais.

A temperatura da agua nos locais S3 e S5 era superior a registada no local S1. Quanto
a salinidade nos locais S3 e S4 era superior a registada no local S1. A turbidez da agua no

local S3 era superior a registada no local S2.

3.2. Parametros morfométricos
Os resultados dos parametros morfométricos dos gastropodes e os resultados da sua

analise estatistica estao indicados na Tabela 3.

Tabela 3 — Média e desvio padrdo (+ DP) dos parametros morfométricos determinados nos organismos
provenientes, nomeadamente: Vila Praia de Ancora (S1), Praia do Cabedelo (S2), Séo Bartolomeu do Mar (S3),
Cabo do Mundo (S4), Homem do Leme (S5) e Sao Félix da Marinha (S6). S8o também apresentados os
resultados do teste de Kruskal-Wallis (H) e teste de Nemenyi. Peso corporal total (peso humido) — peso do
organismo com concha; Peso da parte corporal mole — peso total humido do organismo sem concha; N —
Numero de organismos analisados. Diferentes letras na coluna do teste de Nemenyi indicam diferencas
significativas entre locais (p < 0,05).

Parametros Locais de ) Teste Teste
. N Média (+DP) .
morfométricos amostragem Nemenyi Kruskal-Wallis
S1 1,2 (x0,1) a
S2 1,1 (x0,2) b
S3 1,1 (x0,1) b
Altura (cm) 55 Hs = 35,264; p < 0,001
S4 1,1(x0,1) b
S5 1,1(x0,1) b
S6 1,1(x0,1) b
S1 1,8(x0,1) a
S2 15(0,3) d
_ S3 1,6 (x0,1) c,d
Comprimento (cm) 55 Hs=92,029; p < 0,001
S4 15(0,2) d
S5 1,7 (x0,1) a, b
S6 1,6 (x0,2) b, c
S1 1,6 (x0,1) a
S2 1,3 (#0,3) cd
S3 1,4 (x0,1) c,d
Largura (cm) 55 Hs=81,681; p < 0,001
S4 1,3(x0,1) d
S5 15(x0,1) a, b
S6 1,4 (x0,1) b, c
Peso corporal S1 3,4 (x0,6) a
55 Hs=113,692; p < 0,001
total (g) S2 3(x1) b
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S3 2,7 (£ 0,5) b

sS4 2,1(x0,6) c
S5 3,2(x0,6) a
S6 2,6 (+0,7) b
S1 0,8 (+0,2) a
S2 0,5 (+ 0,3) c
Peso da parte S3 0,5(x0,1) b, c
corporal mole (g) > S4 0,5(x0,1) b, c Hs= 124,762 p < 0.001
S5 0,9 (+0,2) a
S6 0,6 (+0,2) b

Foram encontradas diferencas significativas na altura, comprimento, largura, peso
corporal total e peso da parte corporal mole.

A altura dos gastrépodes do local S1 era superior a registada nos gastrépodes dos
restantes locais que ndo apresentavam diferencgas entre si. O comprimento dos organismos
de S1 era superior ao registado nos organismos de S2, S3, S4 e S6. O mesmo se verificou
gquando comparados os organismos de S5 com os de S2, S3 e S4 e 0s de S6 com os de
S2 e S4. A largura dos gastropodes de S1 era superior em relagéo aos gastropodes de S2,
S3, S4 e S6. O mesmo foi percetivel quando comparados os gastropodes de S5 com o0s
de S2, S3 e S4 e o0s gastropodes de S6 com o0s de S4. O peso corporal total dos
gastrépodes de S1 e S5 era superior ao registados nos gastropodes dos restantes locais.
Os gastropodes de S4 apresentaram peso corporal total inferior ao registado nos
gastrépodes dos restantes locais de amostragem. O peso da parte corporal mole dos
organismos de S1 e S5 era superior aos organismos dos restantes locais. O mesmo se

verificou nos gastropodes de S6 em comparagcao com os de S2.

3.3. Biomarcadores

Os resultados dos biomarcadores sdo apresentados nas Figuras 4 a 8. Foram
encontradas diferencas significativas entre organismos provenientes de diferentes locais
nos seguintes biomarcadores: atividade das enzimas ChE (Hs = 16,886; p = 0,005), IDH
(Hs=33,351; p<0,001), ODH (Hs =22,579; p < 0,001), GST nas branquias (Fs, 144 = 4,510;
p < 0,001) e na glandula digestiva (Hs = 91,205; p < 0,001), GR (Hs = 58,393; p < 0,001),
CAT (Hs = 76,095; p < 0,001) e niveis de peroxidagéo lipidica (Hs = 51,275; p < 0,001). Nao
foram encontradas diferencas significativas na atividade da enzima GPx (Fs, 144 = 0,962; p
= 0,443).

Os organismos recolhidos em S1 e S6 apresentaram atividade das enzimas ChE
semelhantes aos observados em S2, S3 e S5, sendo mais elevados do que os observados

em gastropodes do local S4 (Figura 4).
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Figura 4 — Média e erro padrao da média da atividade total das colinesterases do pé dos 25 gastrépodes
recolhidos em cada um dos locais de amostragem. S1 - Vila Praia de Ancora; S2 - Praia do Cabedelo; S3 - Sdo
Bartolomeu do Mar; S4 - Cabo do Mundo; S5 - Homem do Leme; S6 - S&o Félix da Marinha. Letras diferentes

acima das barras indicam diferencas significativas entre locais (teste de Nemenyi, p < 0,05).

Os organismos recolhidos em S2, S3 e S6 apresentaram atividade da enzima IDH
semelhantes aos observados em S1, sendo superior aos observados em gastropodes S4
e S5 (Figura 5-A). Os organismos recolhidos em S1, S4 e S5 exibiram atividade da enzima
ODH semelhantes aos observados em S2 e S3, sendo mais elevados do que os

observados em organismos do local S6 (Figura 5-B).
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Figura 5 — Média e erro padrao da média da atividade enzimatica da isocitrato desidrogenase (A) e da octopina
desidrogenase (B) do pé dos 25 gastropodes recolhidos em cada um dos locais de amostragem. S1 - Vila Praia
de Ancora; S2 - Praia do Cabedelo; S3 - Sao Bartolomeu do Mar; S4 - Cabo do Mundo; S5 - Homem do Leme;
S6 — Sédo Félix da Marinha. Letras diferentes acima das barras indicam diferengas significativas entre locais

(teste de Nemenyi, p < 0,05).

Os gastrépodes recolhidos em S4 e S5 apresentaram atividade total das enzimas GST
nas branquias semelhantes aos observados em S2, sendo superior aos observados em
gastropodes S1, S3 e S6 (Figura 6-A). Os organismos recolhidos em S3 exibiram atividade

total das enzimas GST na glandula digestiva mais elevada do que os observados em
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organismos dos restantes locais. O contrario foi verificavel nos organismos recolhidos no

local S2 em relagdo aos gastropodes dos restantes locais (Figura 6-B).
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Figura 6 — Média e erro padrdo da média da atividade total das enzimas glutationa S-transferases nas
branquias (A) e na glandula digestiva (B) dos 25 gastropodes recolhidos em cada um dos locais de
amostragem. S1 - Vila Praia de Ancora; S2 - Praia do Cabedelo; S3 - S&o Bartolomeu do Mar; S4 - Cabo do
Mundo; S5 - Homem do Leme; S6 - S&o Félix da Marinha. Letras diferentes acima das barras indicam

diferencas significativas entre locais (teste de Tukey (A) e teste de Nemenyi (B), p < 0,05).

Os gastropodes recolhidos em S1 e S2 apresentaram atividade da enzima GR inferior
aos gastrépodes recolhidos nos restantes locais (Figura 7-A). Relativamente a atividade
enzimatica da GPx nado foram observadas diferengas entre os organismos recolhidos nos

diferentes locais (Figura 7-B).
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Figura 7 — Média e erro padrdo da média da atividade enzimatica da glutationa redutase (A) e da glutationa
peroxidase (B) na glandula digestiva dos 25 gastropodes recolhidos em cada um dos locais de amostragem.
S1 - Vila Praia de Ancora; S2 - Praia do Cabedelo; S3 - S3o Bartolomeu do Mar; S4 - Cabo do Mundo; S5 -
Homem do Leme; S6 - S&o Félix da Marinha. Letras diferentes acima das barras indicam diferencas

significativas entre locais (teste de Nemenyi, p < 0,05).

Os gastropodes recolhidos em S3 e S5 apresentaram atividade da enzima CAT

semelhantes aos observados em S4, sendo superior aos observados em gastropodes dos

21



restantes locais (Figura 8-A). Os organismos recolhidos em S3 e S5 apresentaram niveis

de LPO superior aos observados nos restantes locais (Figura 8-B).
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Figura 8 — Média e erro padrdo da média da atividade enzimatica da catalase (A) e dos niveis de peroxidagéo
lipidica (B) na glandula digestiva dos 25 gastropodes recolhidos em cada um dos locais de amostragem. S1 -
Vila Praia de Ancora; S2 - Praia do Cabedelo; S3 - Sdo Bartolomeu do Mar; S4 - Cabo do Mundo; S5 - Homem
do Leme; S6 - Séo Félix da Marinha. Letras diferentes acima das barras indicam diferencas significativas entre

locais (teste de Nemenyi, p < 0,05).

3.4. Contaminacdo dos gastropodes por particulas suspeitas de serem plasticos

N&o foram encontradas PS-PL nos brancos analisados.

Das 360 amostras isoladas dos gastropodes analisados, foram recolhidas 712 PS-PL.
Destas, 99,6% tinham dimensodes inferiores a 5 mm sendo, portanto, suspeitas de serem
microplasticos, e as 3 particulas restantes tinham dimensdes superiores a 5 mm. Do
namero total de PS-PL, 46% foram encontradas nas branquias/pé, e 54% na glandula
digestiva. O numero de PS-PL por tecido e local de amostragem esta indicado na Tabela
4,

Foram registadas as cores branco/esbranquicado, azul/azulado, preto,
vermelho/avermelhado e amarelo nas PS-PL recolhidas das amostras isoladas dos
gastrépodes analisados e os resultados observam-se na Figura 9. Do nimero total de PS-
PL, 258 eram brancas/esbranquicadas, 196 azuis/azuladas, 119 pretas e 109
vermelho/avermelhado, as mesmas foram isoladas em todas as amostras analisadas.
Isolaram-se 30 particulas amarelas e estas ndo foram encontradas nas amostras de
branquias/pé dos gastropodes de S6. As percentagens das cores das PS-PL registadas
foram as seguintes: 36% brancas/esbranquicadas, 28% azuis/azuladas, 17% pretas, 15%

vermelho/avermelhado e 4% amarelas.
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Figura 9 — Percentagem de PS-PL nas branquias/pé (B+P) e glandula digestiva (GD) dos 30 organismos
recolhidos em cada um dos locais de amostragem categorizadas por cores. S1 — Vila Praia de Ancora; S2 —
Praia do Cabedelo; S3 — S&o Bartolomeu do Mar; S4 — Cabo do Mundo; S5 — Homem do Leme; S6 — S&o Félix
da Marinha (S6).

Isolaram-se PS-PL com as formas fibras, fragmentos, filmes e pellets e os resultados
observam-se na Figura 10. Do namero total de PS-PL isoladas, 621 eram fibras, sendo a
forma mais encontrada em todas as amostras analisadas. Foram também isolados 45
fragmentos, 38 filmes e 8 pellets. As percentagens das formas das PS-PL registadas foram
as seguintes: 87% fibras, 6% fragmentos, 5% filmes e 1% pellets.
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Figura 10 — Percentagem de PS-PL nas branquias/pé (B+P) e na glandula digestiva (GD) dos 30 organismos
recolhidos em cada um dos locais de amostragem categorizadas por forma. S1 — Vila Praia de Ancora; S2 —
Praia do Cabedelo; S3 — Séo Bartolomeu do Mar; S4 — Cabo do Mundo; S5 — Homem do Leme; S6 — Sao Félix
da Marinha (S6).
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Uma vez que a forma fibra foi a mais comum e encontrada em todos os locais de
amostragem, as PS-PL foram categorizadas por tamanho e os resultados observam-se na
Figura 11. Do namero total de fibras isoladas, 119 estavam no intervalo de tamanho 1001
— 2500 pm, 73 no de 101 — 500 pum, 67 no de 501 — 1000 pm e 24 no de 2501 — 4999 pum.
Foram registadas 9 fibras com tamanho inferior ou igual a 100 um e apenas 3 com tamanho
superior ou igual a 5 mm. As percentagens de fibras nos diferentes intervalos de tamanho
foram as seguintes: 39,1% no de 1001 — 2500 pum, 28,3% no de 101 — 500 pum, 22,1% no
de 501 — 1000 pm, 8,5% no de 2501 — 4999 pm, 1,4% no de < 100 um e 0,5% no de = 5000

um.
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Figura 11 — Percentagem de fibras nas branquias/pé (B+P) e na glandula digestiva (GD) dos 30 organismos
recolhidos em cada um dos locais de amostragem categorizadas por tamanho. S1 — Vila Praia de Ancora; S2
— Praia do Cabedelo; S3 — Sao Bartolomeu do Mar; S4 — Cabo do Mundo; S5 — Homem do Leme; S6 — Sao
Félix da Marinha (S6).

Dos 180 gastropodes analisados, 94% continham PS-PL. Ainda em relagdo ao niumero
total de organismos, 81% tinham PS-PL nas branquias/pé e 80% na glandula digestiva. As
percentagens de organismos com PS-PL por tecido e por local estdo indicadas na Figura
12. Relativamente ao nimero de organismos analisados em cada local foram encontradas
pelo menos uma PS-PL num local do corpo em: 29 gastrépodes de S1, 30 de S2, 29 de
S3, 29 de S4, 28 de S5 e 24 de S6. As percentagens de exemplares com pelo menos uma
PS-PL num local do corpo por local de amostragem foram as seguintes: 97% em S1, 100%
em S2, 97% em S3, 97% em S4, 93% em S5 e 80% em S6.
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Figura 12 — Percentagem de gastrépodes com particulas suspeitas de serem plasticos em qualquer local do
corpo (Total), nas branquias/pé, e na glandula digestiva provenientes de Vila Praia de Ancora (S1), Praia do
Cabedelo (S2), Sao Bartolomeu do Mar (S3), Cabo do Mundo (S4), Homem do Leme (S5) e Séo Félix da
Marinha (S6).

A Tabela 4 apresenta o numero total de PS-PL recolhidas por tecido e por local de
amostragem e a média do nimero de PS-PL por amostras isoladas dos gastrépodes

analisados.

Tabela 4 - Média e desvio padrdo (+ DP) do nimero de particulas suspeitas de serem plastico por organismo
(N° PS-PL/organismo) registadas em qualquer local do corpo (Total), nas branquias/pé, e na glandula digestiva
dos organismos provenientes de Vila Praia de Ancora (S1), Praia do Cabedelo (S2), S4o Bartolomeu do Mar
(S3), Cabo do Mundo (S4), Homem do Leme (S5) e S&o Félix da Marinha (S6). Sdo também apresentados 0s
resultados do teste de Kruskal-Wallis (H) e teste de Nemenyi. N — NUmero de organismos analisados.

Diferentes letras na coluna do teste de Nemenyi indicam diferengas significativas entre locais (p < 0,05).

N° PS-
Parametro de Locais de NUumero ] Teste Teste
N PL/organismo . .
comparagao amostragem de PS-PL (= DP) Nemenyi Kruskal-Wallis
+
S1 52 2(x1) a,b,c
S2 50 2(x2) a,b,c
S3 41 1(x1) b, c
Branquias/pé 30 Hs = 27,396; p < 0,001
S4 84 3(x2) a
S5 72 2(x2) a, b
S6 30 1(x1) c
S1 66 2(x2) a
S2 57 2(x2) a, b
Glandula S3 58 2(x2) a,b
. . 30 Hs=27,220; p < 0,001
Digestiva S4 93 3(x2) a
S5 80 3(x2) a
S6 29 1(x1) b
Total 30 S1 118 4(£2) a, b Hs=44,170; p < 0,001
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S2 107 4(x3) b,c

S3 99 3(+3) b, c
sS4 177 6 (+3) a
S5 152 5 (+ 3) ab
S6 59 2 (+2) c

Foram encontradas diferencas significativas no numero médio de PS-PL por
organismo nas amostras analisadas de branquias/pé, glandula digestiva e total.

O numero médio de PS-PL/organismo nas amostras de branquias/pé dos gastrépodes
de S4 era superior ao registado nos gastropodes de S3 e S6. O mesmo se verificou nos
gastropodes de S5 em relacdo aos de S6. O numero médio de PS-PL/organismo nas
amostras da glandula digestiva dos gastropodes de S6 era inferior ao registado nos
gastropodes de S1, S4 e S5. O numero médio de PS-PL/organismo no total era superior
nos gastrépodes de S4 em relacdo aos de S2, S3 e S6. O mesmo se verificou nos
gastropodes de S1 e S5 em comparagdo com os de S6.

A Tabela 5 apresenta a média do peso das amostras de tecido analisado e a média do
namero de PS-PL por peso de amostra de tecido analisado dos gastrépodes recolhidos
nos diferentes locais.

Tabela 5 - Média e desvio padrédo (x DP) do nimero de particulas suspeitas de serem plastico por peso de
amostra de tecido analisado (N° PS-PL/g) registadas em qualquer local do corpo (Total), nas branquias/pé, e
na glandula digestiva dos organismos provenientes de Vila Praia de Ancora (S1), Praia do Cabedelo (S2), S&o
Bartolomeu do Mar (S3), Cabo do Mundo (S4), Homem do Leme (S5) e S&o Félix da Marinha (S6). Sado também
apresentados os resultados do teste de Kruskal-Wallis (H) e teste de Nemenyi. N — NUmero de organismos

analisados. Diferentes letras na coluna do teste de Nemenyi indicam diferengas significativas entre locais (p <
0,05).

Parédmetro de N Locais de Peso N° PS-PL/g Teste de Teste de
comparagao amostragem  amostra (g) (= DP) Nemenyi Kruskal-Wallis
S1 0,43 5 (+4) a,b,c
S2 0,28 8 (+11) a,b
S3 0,34 4 (+4) b, c Hs = 22,606;
Branquiasipe 30 S4 0,36 8 (x5) a p <0,001
S5 0,55 5 3) a,b,c
S6 0,34 3(x3) c
S1 0,27 9(x8) a, b
S2 0,23 11 (+ 12) a,b
Glandula S3 0,20 11 (£ 12) a,b Hs=19,381;
Digestiva 30 s4 0,22 17 (£ 14) a p = 0,002
S5 0,24 14 (+ 11) a
S6 0,20 7 (+ 10) b
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S1
S2
S3
S4
S5
S6

Total 30

0,70
0,51
0,53
0,58
0,79
0,55

6 (% 3)
8 (x8)
6 (2 5)
11 (+ 6)
7 (x4)
4 (4)

Hs = 32,445;
p <0,001

Foram encontradas diferencas significativas no nimero médio de PS-PL por peso de

amostra de tecido de branquias e pé, de glandula digestiva e no total.

O numero médio de PS-PL/g nas amostras de branquias/pé dos gastropodes de S4

era superior ao registado nos gastropodes de S3 e S6. O mesmo foi percetivel nos

organismos de S2 em relacdo aos de S6. O numero médio de PS-PL/g nas amostras da

glandula digestiva dos gastropodes de S6 era inferior ao registado nos gastrépodes de S4

e S5. O numero médio de PS-PL/g no total era superior nos gastropodes de S4 em relagéo

aos de S1, S3 e S6. O mesmo se verificou nos organismos de S2 e S5 em relacdo aos de

S6.
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4. Discusséo

Os resultados dos parédmetros abioticos determinados na agua do mar apresentaram
algumas diferencas entre locais, as quais poderdo ter influenciado os niveis dos
biomarcadores nos organismos, tal como referido em estudos anteriores (Cunha et al.,
2007). Os parametros abiéticos podem ainda influenciar a biodisponibilidade de plasticos
e microplasticos (Guilhermino et al., 2021).

Os gastrépodes analisados apresentaram diferencas nos parametros morfométricos.
Estas diferencas podem influenciar a ingestao de plasticos e microplasticos e os resultados
dos biomarcadores (Bessa et al., 2018; de Sa et al., 2015). De forma a compreender melhor
a influéncia dos parametros morfométricos sobre a ingestdo de PS-PL em populacdes de
P. lineatus sdo necessarios estudos adicionais com maior nimero de organismos de

diferentes tamanhos.

4.1. Caraterizacdo primaria das particulas suspeitas de serem plasticos

Nao foram encontradas PS-PL nos brancos analisados, pelo que a potencial
contaminacao tera sido residual. Até ao momento da entrega da dissertacdo, as PS-PL
foram caraterizadas apenas visualmente, sendo necessdria a caracterizacdo da sua
composi¢ao quimica para confirmar que séo particulas de plastico (Picé e Barceld, 2019).

A presenga de PS-PL de diferentes cores, formas e tamanhos indicam grande
diversidade de particulas suspeitas de serem plasticos na agua do mar dos locais
estudados, nas algas de substrato rochoso de que P. lineatus se alimenta e/ou sobre o
substrato rochoso podendo ser ingeridas acidentalmente uma vez que esta espécie é
raspadora. A maioria das PS-PL (99,6%) tinha dimens&o inferior a 5 mm, sendo, portanto,
suspeitas de serem microplasticos, e eram fibras (87%), o que esta de acordo com a
literatura. Por exemplo, cerca de 91% dos microplasticos encontrados em amostras de
agua recolhidas em diversas zonas do globo eram fibras o que indica a sua elevada
abundancia no meio marinho (Barrows et al., 2018). Estudos anteriores onde foram
utilizadas diferentes espécies de gastropodes (Naji et al., 2018; Ojeda et al., 2021; Zaki et
al., 2021) indicam que a maioria dos microplasticos encontrados eram fibras. As fibras
foram também predominantes em estudos com outras espécies recolhidas em aguas
Portuguesas (Barboza et al., 2020; Marques et al., 2021; Pequeno et al., 2021). No
presente estudo, foram também encontrados fragmentos, filmes e pellets, em percentagem
consideravelmente menor do que as fibras, o que indica a sua biodisponibilidade na zona
estudada. No geral, a maioria das fibras registadas encontravam-se nos intervalos de
tamanho 101 — 500 pm, 501 — 1000 pum e 1001 — 2500 pm, estando de acordo com estudos
anteriores no noroeste do Oceano Atlantico (Herrera et al., 2020; Lusher et al., 2014). As

particulas de cores branca/esbranquicada e azul/azulada foram as mais abundantes nos
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organismos analisados. Estudos anteriores registaram a presenca abundante de
microplasticos brancos em sedimentos de praias Portuguesas (Prata et al., 2020b) e azuis

em aguas marinhas sob jurisdi¢cdo de Portugal (Barboza et al., 2020; Neves et al., 2015).

4.2. Contaminacdo dos gastrépodes por particulas suspeitas de serem plasticos

Do namero total de organismos recolhidos, 94% tinham PS-PL. A concentracao de PS-
PL por organismo determinada no presente estudo (1,97 — 5,90 PS-PL/organismo) é
comparavel aos valores encontrados em organismos da mesma espécie recolhidos noutros
locais, por exemplo: 2,90 — 10,00 microplasticos/organismo na costa norte do Canal de
Beagle, Argentina (Ojeda et al., 2021) e 3,5 — 17,7 microplasticos/organismo no Golfo
Pérsico, Irdo (Naji et al., 2018). Os nossos valores, padronizados por peso do tecido
analisado (4,03 — 10,85 PS-PL/g), também s&o comparaveis aos determinados por outros
autores, por exemplo: 1,50 — 5,37 microplasticos/g na costa de Hong Kong, China (Xu et
al., 2020) e 0,2 — 20,0 microplasticos/g no Golfo Pérsico, Irdo (Naji et al., 2018).

As populacdes de P. lineatus provenientes de diferentes locais de amostragem
apresentaram diferentes nimeros de PS-PL, o que pode estar relacionado com o tipo de
contaminacao existente no local e proximidade com fontes emissoras. Por exemplo, o local
Cabo do Mundo insere-se nas imediagfes de uma area urbanizada com um importante
porto comercial, especificamente o Porto de Leix8es, e um parque industrial. O local Sao
Félix da Marinha ndo parece estar sob a influéncia de fontes especificas de contaminagéo.
Outros autores sugeriram também a hipétese da presengca de microplasticos estar
associada a centros urbanos ou areas de elevada atividade antropogénica (Chouchene et
al., 2021; Franco et al., 2020).

Foram encontradas PS-PL nos dois tipos de amostras analisadas (glandula digestiva
e branquias/pé), sendo o niumero de PS-PL na glandula digestiva superior ao encontrado
no outro tipo de amostras, em todos os locais, o que esta de acordo com estudos anteriores
em bivalves (Hariharan et al., 2021; Kolandhasamy et al., 2018).

As PS-PL encontradas na glandula digestiva provavelmente entraram pela cavidade
bucal, podendo ter sido ingeridas através da agua, de algas de que P. lineatus se alimenta,
ou diretamente do substrato por estarem entre algas aquando da atividade raspadora que
€ 0 modo de alimentacao principal deste gastrépode. As PS-PL presentes nas amostras
branquias/pé podem ter sido retidas nas branquias durante a respiracdo, ou incorporadas
no tecido muscular do pé de outra forma. Por exemplo, o pé fornece a locomocéao ao longo
das diferentes superficies do habitat e ajuda na dete¢cdo de alimentos (Smolowitz, 2011;
Sousa et al., 2018), pelo que nédo se pode excluir a hipotese de particulas muito pequenas

poderem ser incorporadas diretamente. A presenca de PS-PL nos tecidos de glandula
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digestiva e branquias/pé pode provocar infe¢des, danos fisicos e consequente morte dos

organismos (Oliveira et al., 2018; von Moos et al., 2012).

4.3. Biomarcadores

Os gastrépodes de Cabo do Mundo apresentaram a menor atividade das enzimas
ChE, o que pode indicar neurotoxicidade causada por contaminantes ambientais, tais como
alguns metais e hidrocarbonetos que se sabem estar presentes neste local, conforme
sugerido em estudos anteriores realizados com moluscos recolhidos neste local (Lima et
al., 2007; Tim-Tim et al., 2009). Os gastropodes deste local também apresentaram elevada
concentracdo de PS-PL podendo ter contribuido para a sua menor atividade das ChE uma
vez que em estudos laboratoriais, alguns microplasticos inibem as ChE de moluscos (Avio
et al., 2015).

Os organismos dos locais Cabo do Mundo e Homem do Leme tinham menor atividade
enzimatica da IDH do que os de outros locais, bem como atividades mais elevadas da
enzima ODH. As enzimas IDH e ODH desempenham um papel importante nos
mecanismos de producao de energia celular e a IDH é importante também para manter o
balango redox, pelo que variacdes da sua atividade sugerem alteracfes nestes processos
(Barboza et al., 2018b; Lima et al., 2007).

Os gastropodes de Cabo do Mundo e Homem do Leme apresentaram elevada
atividade das enzimas GST nas branquias e os gastropodes de Sdo Bartolomeu do Mar a
maior atividade enzimética da GST na glandula digestiva. A atividade das GST é induzida
por diversos contaminantes ambientais, incluindo por compostos petroliferos e metais que
se sabe estarem presentes no Cabo do Mundo (Lima et al., 2007; Tim-Tim et al., 2009) e
ocorrem de forma mais pontual no Homem do Leme (Tim-Tim et al., 2009). Quando na
presenca de diferentes stressores ou contaminantes ambientais pode haver alteragcdo da
atividade das enzimas GST e consequente disrup¢do dos processos onde desempenha
um papel fundamental (Oliveira et al., 2015). Os gastrépodes do Cabo do Mundo e Homem
do Leme apresentaram elevada concentracdo de PS-PL nas branquias e os de Séo
Bartolomeu do Mar elevada concentragdo de PS-PL na glandula digestiva. Estes fatores
parecem também afetar a atividade da enzima GST. O mesmo foi verificado em estudos
anteriores utilizando outras espécies (Barboza et al., 2018a).

Os gastrépodes de Sdo Bartolomeu do Mar e Homem do Leme tinham elevada
atividade das enzimas GR e CAT, assim como dos niveis de LPO. A enzima GR
desempenha um papel essencial em processos de protecdo celular, especificamente no
ciclo da glutationa, mantendo o equilibrio entre a GSH e a GSSG (Lima et al., 2007). Esta
enzima e a CAT fazem parte das defesas antioxidantes e o aumento da sua atividade em

estudos de biomonitorizacdo ambiental é utlizado como indicativo de exposicao a agentes
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gue aumentam o stresse oxidativo, sendo o aumento dos niveis de LPO indicativo de danos
oxidativos nos lipidos (Lima et al., 2007; Tim-Tim et al., 2009). Assim, os resultados obtidos
sugerem que os gastrépodes destes locais estdo expostos a agentes indutores de stresse
oxidativo e podem ser compostos petroliferos que sdo contaminantes destes locais,
conforme anteriormente referido. Os niveis elevados de PS-PL nos organismos destes
locais também podem ter contribuido, uma vez que em estudos laboratoriais com bivalves
e outras espécies se tem verificado que alguns tipos de microplasticos podem aumentar o
stresse oxidativo e consequentemente o dano oxidativo (e.g. Avio et al., 2015; Barboza et
al., 2018a).
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5. Conclusodes

Das amostras recolhidas de 180 gastropodes (P. lineatus) recolhidos em seis locais
da costa noroeste de Portugal foram recolhidas 712 PS-PL. A maior parte das PS-PL
(99,6%) tinha dimensdes inferiores a 5 mm e 87% eram fibras. As fibras tinham diversas
dimensdes e as classes de tamanho mais abundantes foram 101 — 500 pum, 501 — 1000
pm e 1001 — 2500 pum. As PS-PL tinham diversas cores (branco/esbranquicado,
azul/azulado, preto, vermelho/avermelhado e amarelo), sendo as cores
branco/esbranquicado e azul/azulado as mais abundantes. Estes resultados indicam
elevada biodisponibilidade de particulas diversas nos locais estudados.

Do namero total de gastropodes estudados, 94% tinham pelo menos uma PS-PL nos
tecidos corporais analisados. Foram encontradas PS-PL em 80% das amostras de glandula
digestiva e 81% das amostras de branquias/pé. A concentracdo de PS-PL nos organismos
recolhidos em diferentes locais variou entre 1,97 — 5,90 PS-PL/organismo. Os gastrépodes
de Cabo do Mundo tinham o maior nimero de PS-PL e os de S&o Félix da Marinha o
menor. As concentragbes de PS-PL/organismo variaram entre 0,9 e 3,1 nas amostras da
glandula digestiva e entre 1 e 2,89 nas amostras de branquias/pé.

Encontraram-se diferengas significativas nos biomarcadores entre locais. Os
gastrépodes recolhidos no Cabo do Mundo tinham menor atividade das enzimas ChE e
IDH e maior atividade das enzimas GST (branquias) e ODH relativamente a exemplares
de outros locais. Os gastropodes do Homem do Leme tinham menor atividade enzimatica
da IDH, maior atividade das enzimas GST (branquias), ODH, GR e CAT e niveis
aumentados de LPO relativamente a alguns gastropodes provenientes de outros locais. Os
gastrépodes de Sao Bartolomeu do Mar apresentaram maior atividade das enzimas GST
(glandula digestiva), GR e CAT e niveis aumentados de LPO em relacdo a alguns
gastrépodes de outros locais. No seu conjunto, estes resultados indicam que a
contaminacao por agentes quimicos existente no Cabo do Mundo, Homem do Leme e S&o
Bartolomeu do Mar podera estar a causar efeitos adversos nos gastrépodes e que as PS-
PL podem contribuir para 0s mesmos.

Os resultados obtidos indicam também que a espécie P. lineatus é adequada para ser
utilizada como bioindicador da contamina¢cdo ambiental por agentes quimicos, incluindo
PS-PL, bem como dos seus efeitos biolégicos, em estudos de biomonitorizagdo em zonas
costeiras em que seja abundante. Recomenda-se a continuacdo da biomonitorizacdo da

zona costeira do Noroeste de Portugal a longo-prazo.
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