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RESUMO

Rani-Borges, B. Interagdes e impactos de distintos microplasticos sobre microalgas e
macroinvertebrados aquaticos. 2022. 162 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Ambientais) —
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Universidade Estadual Paulista,
Sorocaba, 2022.

A poluicdo plastica é hoje ubiqua e permeia em praticamente todos os sistemas aquaticos,
desde aguas continentais, areas costeiras, oceanos até regides remotas e polares. Ap06s 0
seu descarte e por diversas vias, 0s plasticos acabam chegando aos corpos d'agua, onde
sofrem exposicdo a condi¢cBes ambientais, bidticas e abioticas, capazes de induzir a
degradacédo e fragmentacdo dos plasticos em pedacos menores. Microplasticos (MP) séo
particulas antropogénicas (< 5 mm) e sdo hoje considerados os detritos mais difundidos
nos ambientes aquaticos. Os ecossistemas de agua doce sdo recursos especialmente
suscetiveis a variagcdes de ordem da qualidade ambiental e, a falta de dados referentes aos
impactos causados por MP, exacerba a vulnerabilidade deste ambiente. Considerando este
cenario, e dados recentes que demonstram que a crescente entrada de MPs no ambiente
aquatico pode provocar graves consequéncia para biota, o presente trabalho teve como
objetivo a realizacdo de uma série de ensaios toxicologicos com MP de caracteristicas
variadas e organismos de diferentes grupos de grande relevancia para esses ecossistemas:
microalgas das espécies Chlorella vulgaris e Raphidocelis subcaptata, e consumidores
primarios, representados por Chironomus sancticaroli, Daphnia similis, Hyalella azteca,
Gmelinoides fasciatus e Gammarus lacustris. Os ensaios foram conduzidos com MP
primarios e secundarios, com diametros de até 100 um e concentragdes variadas. Foram
avaliadas respostas bioldgicas diferentes, de acordo com cada espécie, no geral os
endpoints analisados foram: taxa de crescimento, atividade fotossintética, clorofila a,
mortalidade, ingestdo, egestdo, estresse oxidativo, alteracbes comportamentais e
biofragmentacdo de microplasticos pelos organismos. Os resultados mostraram que a
ecotoxicidade de MP varia de acordo com as caracteristicas fisicas e quimicas das
particulas (tamanho, forma, concentracdo, tipo e tempo de exposi¢cdo) e dos organismos
interagentes, sendo que todos os organismos apresentaram algum efeito toxico durante e
apos o0s periodos de exposicdo. Foram obtidos resultados diversos e inéditos que
contribuem significativamente para o avango do conhecimento na area. Pela primeira vez,
foram registradas alteraces a nivel molecular nas espécies testadas de diptera e anfipoda
apos exposicao sob condi¢cbes ambientalmente relevantes e a biofragmentacdo de MP por
D. similis e por H. azteca. Esses resultados reforcam a hipétese de que MP podem induzir
respostas fisioldgicas nas condi¢cBes em que sdo encontrados atualmente, evidenciando os
perigos a longo prazo. Futuros estudos poderdo se beneficiar de tais desfechos abordados
para estabelecer o padrdo de distribuicdo de MP no ambiente e os riscos ecoldgicos
atribuidos a esses eventos.

Palavras-chave: Plastico; Microalga; Diptera; Cladocera; Anfipode; Agua doce.



ABSTRACT

Rani-Borges, B. Interactions and impacts of distinct microplastics on microalgae and
aquatic macroinvertebrates. 2022. 162 p. Thesis (Doctoral Degree in Environmental
Sciences) - Institute of Science and Technology, UNESP - Sdo Paulo State University,
Sorocaba, 2022.

Plastic pollution is now ubiquitous and permeates virtually all aquatic systems, from inland
waters, coastal areas, oceans to remote and polar regions. After its disposal and through
various ways, the plastics end up reaching water bodies, where they are exposed to
environmental, biotic and abiotic conditions, capable of inducing the degradation and
fragmentation of plastics into smaller pieces. Microplastics are anthropogenic particles (< 5
mm) and are now considered the most widespread debris in aquatic environments.
Freshwater ecosystems are resources especially susceptible to variations in environmental
quality, and the lack of data on the impacts caused by plastic microparticles exacerbates
the vulnerability of this environment. Considering this scenario, and recent data that
demonstrate that the increasing entry of microplastics into the aquatic environment can
cause serious consequences for biota, the present work aimed to carry out a series of
toxicological tests with microplastics of varied characteristics and organisms from different
groups of organisms. great relevance for these ecosystems: microalgae of the species
Chlorella vulgaris and Raphidocelis subcapitata, and primary consumers, represented by
Chironomus sancticaroli, Daphnia similis, Hyalella azteca, Gmelinoides fasciatus and
Gammarus lacustris. Assays were conducted with primary and secondary microplastics,
with sizes up to 100 um and varying concentrations. Different biological responses were
evaluated, according to each species, in general the endpoints analyzed were: growth rate,
photosynthetic activity, chlorophyll a, mortality, ingestion, egestion, oxidative stress,
behavioral changes and microplastic biofragmentation by organisms. The results showed
that the toxicity of microplastics varies according to the physical and chemical
characteristics of the particles (size, shape, concentration, type and exposure time) and of
the interacting organisms, with all organisms having some toxic effect during and after the
exposure periods. Diverse and unpublished results were obtained that contribute
significantly to the advancement of knowledge in the area. For the first time, changes were
recorded at the molecular level in the diptera and amphipod species tested after exposure
under environmentally relevant conditions and PM biofragmentation by D. similis and by
H. azteca. These results reinforce the hypothesis that PM can induce physiological
responses in the conditions in which they are currently found, highlighting the long-term
dangers. Future studies may benefit from such addressed outcomes to establish the pattern
of PM distribution in the environment and the ecological risks attributed to these events.

Keywords: Plastic; Microalgae; Diptera; Cladocera. Amphipod; Freshwater.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

1 APRESENTACAO

A presente tese de doutorado encontra-se estruturada em 7 capitulos, iniciando com
a introducdo do tema, seguindo para pesquisa desenvolvida em laboratorio, a qual
encontra-se ao longo dos capitulos 2 a 6, e finalizando com a apresentacdo das

considerac0es finais (capitulo 7).

Os capitulos apresentados neste documento incluem o conteddo parcial ou total de
artigos cientificos ja publicados ou em processo de submissdo. Todos os trabalhos que
estdo aqui reproduzidos tiveram a discente como primeira autora e principal condutora dos

experimentos, analises e escrita dos manuscritos.

2 ENUNCIADO DO PROBLEMA

Plasticos sdo polimeros sintéticos produzidos pela polimerizacdo de mondmeros
derivados de petrdleo, carvdo ou gas natural (Cole et al., 2011; Plastics Europe, 2015).
Atualmente existem centenas de diferentes tipos de plasticos (Andrady e Neal, 2009),
sendo que 90% da producdo global corresponde a polietileno (PE), polipropileno (PP),
poliestireno (PS), policloreto de vinila (PVC) e polietileno tereftalato (PET) (Phuong et al.,
2016).

O plastico é um material de baixo custo que pode ser produzido e moldado com
caracteristicas variadas em termos de tamanho, forma, densidade e flexibilidade/rigidez
(Wagner e Lambert, 2017). E considerado muito estavel e é um dos materiais mais
versateis do mundo. As mais diversas areas utilizam o plastico em suas atividades,
produtos e servi¢os, como nas industrias de embalagens, automotiva, téxtil e eletronica,
bem como na agricultura, salde e utilidades domésticas, equipamentos de seguranca,
construcdo civil, tintas e brinquedos para criancas e animais de estimacdo (Berger et al.,
2015; Wagner e Lambert, 2017; Wooten e Smith, 2013; Worm et al., 2017).

Atualmente, uma das maiores preocupacdes da sociedade é a enorme quantidade de

artefatos plasticos descartados de forma inadequada no meio ambiente, onde estdo sob



processo constante de fragmentacdo, sendo lentamente transformados em inUmeras
particulas de microplasticos (MP) (Backhaus e Wagner, 2020). MP podem ser
classificados de acordo com varias de suas caracteristicas fisicas e quimicas, como tipo de
polimero, cor e formato da particula, mas uma das classificagdes mais utilizadas refere-se a
sua via de origem, dividindo-os em MP primarios e secundarios (Cole et al., 2011). Os MP
primérios sdo aqueles fabricados industrialmente com tamanhos de até 5 mm para uma
finalidade especifica, ou seja, sdo particulas que existem como resultado de sua liberacéo
direta e que acabam no ambiente por meio de sistemas de tratamento de esgoto, aterros
sanitarios ou deposicdo de residuos solidos em locais inadequados. J& os MP secundéarios
ocorrem como resultado de processos de quebra ou fragmentacdo de materiais plasticos
maiores, devido a varios fatores, como radiacédo ultravioleta, condi¢gdes de vento e ondas,
atrito e temperatura (Wagner e Lambert, 2017). De modo geral, os MP secundarios nada
mais sdo do que MP primarios ja processados, transformados em produtos, como garrafas,
sacolas, roupas, etc.

Organismos aquaticos estdo especialmente vulneraveis a presenca de MP no
ambiente, podendo sofrer efeitos deletérios em decorréncia do periodo de exposicéo.
Estudos realizados em varias espécies de animais aquaticos, incluindo crustaceos,
invertebrados, peixes, algas e zooplancton (Bergami et al., 2017; Chae e An, 2017; Ma et
al.,, 2016) apontam que microparticulas plasticas ingeridas ou aspiradas podem ser
adsorvidas por organismos e atravessar as barreiras imunoldgicas, afetando 6rgéos, tecidos

e até a funcionalidade das células, causando efeitos toxicos ou letais (Rafiee et al., 2018).

Os diferentes formatos de MP s&o capazes de induzir respostas variadas nos
organismos expostos, ja que as caracteristicas intrinsecas a cada tipo estabelecem uma
interacdo diferente com os organismos (Wright et al., 2013), podendo ser absorvidos, ficar
aderidos a membrana externa ou, inclusive, servir como superficie para o crescimento de
microrganismos, por exemplo. Além disso, a distribuicdo espacial e 0s processos de
bioacumulacdo e biomagnificacdo sdo diretamente influenciados pelas caracteristicas

morfologicas dos fragmentos (Auta et al., 2016).

A maioria dos estudos com MP tém se concentrado nos impactos dos MP em
consumidores das cadeias alimentares aquéticas e as informacGes sobre 0s organismos na
base da cadeia alimentar sdo bastante limitadas até 0 momento. A especial falta de dados
no que diz respeito a interacdo entre MP e os produtores primarios e consumidores

primarios, é grave do ponto de vista ecoldgico. Organismos como microalgas e os diversos
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CAPITULO 7 - CONSIDERACOES FINAIS

1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS DESFECHOS

As pesquisas atuais com MP tém focado principalmente no ambiente marinho,
enquanto os impactos de MP em ecossistemas de 4gua doce sdo muito menos estudados.
Deste modo, dada a importancia dos habitats de &gua doce para a manutencdo da
biodiversidade, € essencial a realizacdo de mais estudos para revelar os efeitos do MP
também para a sua biota. Por ora, os estudos dos efeitos dos MP em organismos de dgua
doce indicam que os efeitos toxicos agudos causados por MP podem ndo ser tdo evidentes
sob baixas concentragdes, ou ainda sob concentragcdes ambientalmente relevantes. Por isso,

exposicOes de carater de medio a longo prazo devem ser investigados.

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que a ecotoxicidade dos MP é
variada de acordo com as caracteristicas fisicas e quimicas das particulas (tamanho, forma,
concentracgéo, tipo dos MP e tempo de exposi¢do) e dos organismos interagentes. Para 0s
organismos foi possivel observar que apresentaram algum efeito toxico durante e apds os
periodos de exposicdo a MP. De modo geral, com base nos dados apresentados, é possivel
sugerir os endpoints que foram mais afetados, de acordo com cada classe de organismo
estudado, foram: reducéo da producgéo de pigmentos fotossintetizantes (clorofila a) para as
microalgas; estresse oxidativo para os diptera e anfipoda; mortalidade para os cladécera.

Também é importante destacar que todos os consumidores primarios investigados
ingeriram as particulas as quais foram expostos. Ambas espécies testadas (D. similis e H.
azteca), mostraram-se capazes de reduzir os tamanhos das particulas de forma eficiente,
portanto, de induzir a biofragmentacao.

2 CONSIDERACOES SOBRE OS MICROPLASTICOS E ORGANISMOS-TESTE
EMPREGADOS

Ao longo dos 5 estudos experimentais realizados, foram utilizados microplasticos
compostos pelas principais matrizes poliméricas produzidas e encontradas no ambiente,
garantindo relevancia ecologica para os estudos e, consequentemente, para os resultados
obtidos. Tendo em vista aproximar os resultados de estudos laboratoriais ao que ocorre no

ambiente em condic¢Bes naturais, também foram usadas particulas variadas no que diz



respeito a morfologia (MP regulares e irregulares), origem (MP primario e secundario),
estados de conservacdo (virgem e envelhecido) e com tamanhos variados, incluindo as
faixas que sdo mais frequentemente encontradas no ambiente com tamanhos entre 50 e 630
um (Klein et al., 2015; Laermanns et al., 2021).

Uma deficiéncia adicional dos estudos atuais de MP em ambientes aquaticos é o
uso de concentracOes de exposi¢do irrealisticamente altas. A grande maioria dos estudos é
feita com concentragdes entre 50 e 10.000 particulas de MP por mL (Capolupo et al., 2018;
Phuong et al., 2016), que excedem significativamente as concentracbes de MP medidas no

ambiente natural.

Diante da caréncia de estudos envolvendo concentragdes realistas, bem como
tempos de exposi¢cdo mais longos, foram propostos designs experimentais que levaram em
conta dados ambientais e periodos de exposicao prolongados (subcrénico e crénico) em

todos os experimentos.

Relativamente aos organismos utilizados como modelos nos ensaios de
ecotoxicidade, estes foram todos vidveis do ponto de vista experimental. Os endpoints
avaliados variaram de acordo com as particularidades de cada grupo estudado, assim como
as respostas bioldgicas. Nenhum organismo se mostrou completamente resistente frente a
exposicdo aos MP. Assim, 0s organismos-teste adotados no presente estudo se mostraram
bons bioindicadores de contaminacdo ambiental no que se refere a MP. O grupo que se

mostrou mais sensivel foi de cladocera, apresentando sensibilidade a nivel individual.

3 PERSPECTIVAS DA PESQUISA COM MICROPLASTICOS

A busca pela compreensdo dos impactos que podem ser causados pela presenca de
MP nos ecossistemas aquaticos continentais esta se tornando indispensavel. Sabe-se que a
pesquisa sobre MP e sua relacdo com invertebrados é escassa, mas crescente e que ha
muitos obstaculos a serem superados em termos de limitagGes técnicas e metodoldgicas na
pesquisa com MP. Assim, ha uma necessidade urgente de mais pesquisas sobre a interagao
entre as diferentes estruturas quimicas MP e os diversos organismos com compdem esses

ecossistemas.
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