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Avaliacio da toxicidade das misturas de cobre, zinco e
microplastico no desenvolvimento embrio-larval de ourico-

do-mar Echinometra lucunter.

RESUMO
Metais sdo elementos indestrutiveis que sdo facilmente bioacumulados e

induzem efeitos agudos e cronicos na biota. A presenga de diversos metais
na agua pode acarretar em efeitos aditivos, sinergéticos e antagdnicos
toxicos para a biota. Metais em ambientes aquaticos sempre ocorrem em
misturas, porém os padroes e critérios para a qualidade da agua comumente
consideram somente sua ocorréncia de forma isolada. Por isso, € necessario
conduzir estudos para determinar se os valores legais sdo adequados para
proteger a biota brasileira e gerar dados para subsidiar uma possivel revisao
da legislacdo. Este estudo avaliou a toxicidade do cobre (Cu) e do zinco
(Zn) isoladamente, combinados e em associacdo com microplasticos,
considerando o desenvolvimento embrionario do ourico-do-mar
Echinometra lucunter. Para cada concentracao (i.e., concentragdes de Cu e
Zn isoladamente, e misturas de CuZn com e sem microplasticos) quatro
réplicas foram feitas, além de um controle negativo. As concentragdes teste
foram definidas com base em testes preliminares e foi realizado um teste
para a garantia que os microplasticos nao apresentam toxicidade de forma
isolada. Depois de aproximadamente 36-42 h, os embrides foram contados
sob 0 microscopio Optico para a andlise da taxa de desenvolvimento normal.
Os resultados foram analisados utilizando o software R-Studio para
determinar a concentragdo efetiva a 50% dos organismos (CE50). Foi
testada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e a sua
homocedasticidade pelo teste de Levene. Em seguida, foi utilizada anélise
de variancias (ANOVA) seguida de comparagao multipla de Tukey para a
determinacdo das concentragdes de efeito observado (CEO) e nao
observado (CENO). Os resultados mostraram que a toxicidade dos metais
isolados ¢ menor quando comparada com a mistura , € as CEso-36h foram
0,061 mg/L para o Cu, 0,060 mg/L para o Zn e 0,031 mg/L para o CuZn,
indicando um possivel efeito aditivo. Para a mistura de metais e
microplasticos, o resultado do CEso-36n foi de 0,021 mg/L, indicando que a

presenca de microplasticos potencializou o efeito toxico dos metais. Por sua



vez, as A CEO para ambas as misturas (CuZn com e sem microplasticos)

foram de 0,004 mg/L, enquanto

4
para o Zn ¢ o Cu isoladamente, esses valores foram de 0,01 mg/L ¢ 0,05

mg/L, estando todos os valores, menos o da CEO do Cu, acima dos valores
maximos estabelecidos pela legislacdo, indicando que uma revisdo é

necessaria.

Palavras-chaves: metais, residuos plasticos; misturas; ecotoxicologia;



Evaluation of the toxicity of copper, zinc, and microplastic mixtures
on the embryo-larval development of the sea urchin Echinometra

lucunter.



ABSTRACT

Metals are indestructible elements that are easily bioaccumulated and induce
acute and chronic effects on biota, and their mixtures in the water can lead
to additive, synergistic, and antagonistic toxic effects to the biota. Metals
in aquatic environments always occur in mixtures, but standards and criteria
for water quality have been established only for single elements. Thus, it is
necessary to conduct studies to determine whether the legal values are
adequate to protect the national biota and to generate data to support a
possible revision of Brazilian legislation. This study evaluated the toxicity
of copper (Cu) and zinc (Zn) metals alone, combined, and in association
with microplastics, considering the embryo-larval development of the sea
urchin Echinometra lucunter. For each treatment (i.e. Cu and Zn alone, ,
and the CuZn mixtures with and without microplastics), four replicates
were prepared, plus a negative control. The test concentrations were defined
from preliminary tests and an additional test was made to ensure that the
microplastics would not be toxic without the metal association. After
approximately 36-42 h, the embryos were counted under the microscope to
assess normal development rates. The results were analyzed using the R-
Studio software to determine the effective concentrations to 50% organisms
(EC50). Data were checked for Normality by the Shapiro-Wilk test and
homoscedasticity by the Levene test. ANOVA, followed by the Tukey test,
was used to determine the low observed effect concentration (LOEC) and
no observed effect concentration (NOEC). The toxicity of single was lower
when compared to their mixture, and the ECs0.36n vales were 0.061 mg/L
for Cu, 0.060 mg/L for Zn, and 0.031 mg/L for CuZn, indicating a possible
additive effect. For the mixture of metals and microplastics, the ECs0-36n was
0.021 mg/L, indicating that the presence of microplastics likely potentiated
the toxic effect of metals. The LOECs of both mixtures were 0.004 mg/L,
while for Zn and Cu the LOECs were 0.01 mg/L and Cu, 0.05 mg/L,
respectively. These values (except for the LOECs of Cu) were greater than
the standard values for metallic ions according to CONAMA, indicating

that a revision of the legislation is needed.

Keywords: metals, plastic waste, mixtures; ecotoxicology;
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1. Introducao

1.1 Poluicao aquatica e ecotoxicologia

Contaminantes sdo substancias liberadas devido as atividades
humanas de cunho industrial, doméstico e agricola. Quando esses
contaminantes possuem efeitos deletérios em organismos vivos, eles sdo
considerados poluentes (Moriarty, 1999). Os contaminantes presentes no
ambiente podem ser absorvidos pela biota, que sofre efeitos fisiologicos e
bioquimicos causados por esses compostos nas suas cé¢lulas e tecidos. Esses
efeitos podem incluir interferéncia na producao de ATP, comprometimento
na sintese e liberagao de hormonios, redu¢do da velocidade de crescimento
dos organismos, aumento ou diminuicdo da excrecdo, distarbios
respiratorios € metabolicos e alteracdes enzimaticas (Connel & Miller,
1984).

A crescente industrializacdo e urbanizagdo decorrente do
desenvolvimento  econdmico e crescimento populacional, observada
principalmente apds a Revolu¢ao Industrial, trouxe inimeros beneficios
para a humanidade, porém com eles também vieram inquestionaveis danos
ao meio ambiente devido ao uso abusivo de recursos naturais e a dispersao

desenfreada de contaminantes que atingem os ecossistemas (Connel, 2009).

A poluicdo de corpos hidricos e do solo ocorre quando o descarte ou
disposicao final de residuos ¢ feita de forma inadequada, afetando assim o
meio ambiente e a biota aquatica. Diversas substancias quimicas podem ser
arrastadas pela agua, solubilizadas ou acumuladas no sedimento (Connel,
2009). Isso ocorre principalmente devido ao langamento de dejetos nos
corpos hidricos, devido a falhas no tratamento de efluentes industriais ou
domésticos, no contato de agrotoxicos e produtos quimicos com os lengois
fredticos, o langamento indevido de residuos oriundos da aquicultura, na
mineragdo indevida ou desenfreada em calhas de rios, na auséncia de
alternativas sustentaveis para o descarte de substancias como os aterros e
lixdes e a falta ou ineficiéncia de programas de educacdo ambiental, assim
como a cria¢do de leis ou maior fiscalizacdo a respeito dos recursos hidricos
(Knie & Lopes, 2004).

A Ecotoxicologia ¢ uma ciéncia que surgiu da necessidade de avaliar

os efeitos ecoldgicos que os produtos quimicos utilizados pela humanidade
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acarretam nos  ecossistemas naturais (Moriarty, 1999). O termo
ecotoxicologia surgiu pela primeira vez em junho de 1969 em Estocolmo,
sugerido pelo toxicologista Ren¢ Truhaut e ¢ definida

por ele como a ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais ou
sintéticas sobre os organismos vivos, populagdes ou comunidades em seus
ecossistemas, incluindo as formas de transporte dessas substancias e suas
interagdes com o ambiente (Moriarty, 1999; Hoffman, 2002; Connel, 2009).
Na prética a ecotoxicologia pode ser utilizada para o estabelecimento de
critérios e padrdes de qualidade de aguas, no controle de qualidade de
efluentes, na caracterizagdo de residuos solidos, sedimentos e solos € no

registro de produtos quimicos (Connel, 2009).

Em geral, a toxicidade das substancias ¢ quantificada por meio de
ensaios (ou testes) ecotoxicologicos, que consistem na exposicdo de
organismos pré-selecionados a amostras contendo os contaminantes em
questdo, sob condi¢cdes controladas, sendo observadas as respostas
apresentadas pelos organismos. Os ensaios ecotoxicolégicos podem ser
classificados como de toxicidade aguda ou crdnica. O teste de toxicidade
aguda avalia os efeitos rapidos sofridos pelos organismos expostos ao
agente potencialmente toxico, geralmente em um periodo de até 96h,
enquanto o teste de toxicidade cronica avalia os efeitos adversos das
amostras sob um longo periodo de exposi¢ao, onde os organismos-teste sao

expostos durante todo seu ciclo de vida (Knie & Lopes, 2004).

1.2 Metais

Os metais ocorrem naturalmente na superficie terrestre, porém
muitos deles possuem uma ampla utilizagdo no ramo industrial e
tecnologico, estando presentes em automoveis, utensilios domésticos,
embalagens, tintas, abrasivos, cimentos, explosivos, projéteis de armas de
fogo, aditivos na gasolina, corantes, fios elétricos, produtos farmacéuticos
e cosméticos, entre outros, o que contribui para sua ampla distribui¢cdo no
ambiente. Outras fontes importantes de metais sdo os esgotos domésticos,
as tintas anti
incrustantes, o petroleo, e as atividades de mineragdo (Branco, 2008). O
zinco (Zn) ¢ muito utilizado na industria de construgao civil,

automobilistica e de eletrodomésticos, na fabricacdo de ligas resistentes a



corrosdo e na galvanizagdo de produtos de ferro e aco. O mineral mais
comum de Zn ¢ o sulfeto de zinco esfalerito (ZnS). Outros minerais
comuns de Zn sdo a willemita (Zn2Si04), o silicato mais comum, o6xidos,
como a zincita (ZnO) e a franklinita (ZnFe>O4). Os 6xidos de zinco sao
utilizados nas industrias de ceramica, para borrachas e tintas, e o sulfato de
zinco possui aplica¢do na industria téxtil e no enriquecimento do solo. O
cloreto de zinco ¢ utilizado

para preservar madeiras e composi¢do de tintas. Outros compostos também
podem ser utilizados na industria farmacéutica, como para a fabrica¢do de
filtros solares, desodorantes, tratamento de micoses, acne e caspa
(CETESB, 2017). O zinco ¢ um elemento necessario para o organismo em
pequenas quantidades, participando da divisao celular, expressao genética,
processos fisiologicos como crescimento e desenvolvimento, na transcri¢ao
genética, na morte celular, agindo como estabilizador de estruturas de
membranas e componentes celulares, além de participar da fungdo imune e
desenvolvimento cognitivo (Mafra, 2004). Por outro lado, a deficiéncia de
Zn pode causar falta de apetite, diminuicdo do paladar e olfato, doencas
imunologicas, cicatrizagdo lenta, retardo no crescimento e dermatite. A
contaminacao por Zn pode ocorrer de diversas formas no corpo humano,
como por inala¢dao, pela absor¢dao cutdnea ou ingestdo de quantidades
toxicas do metal. A inalagao ja foi relacionada a problemas respiratorios
como a chamada “metal fume fever”, que causa sintomas como calaftios,
nauseas, sudorese, vomito e dor nas articulagdes. A ingestao de quantidades
toxicas de Zn pode causar efeitos gastrointestinais como dores abdominais,

vomitos, diarreias ¢ nauseas (Plum, 2010).

O cobre (Cu) ¢ um metal maleavel muito utilizado na fabricacao de
moedas, fios elétricos, tubulagcdes e encanamentos de dgua quente, € em
combinagdo com outros metais para a produgdo de ligas e chapas metalicas.
A calcopirita (CuFeS;) ¢ o mineral de Cu mais comum, seguido pela
calcocita (CuzS) e a bornita (CusFeS4). Os compostos de Cu sdo usados na
agricultura, no tratamento da 4gua para controle de algas (sulfato de cobre
pentahidratado), na preservacdo de madeira, couro e tecido e como aditivo
em alimentos (CETESB, 2022). O Cu ¢ um elemento essencial aos
organismos vivos em pequenas quantidades, porém em humanos, a ingestao

de 4gua contendo altas concentragdes do metal pode induzir nduseas,
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vOomitos, dores abdominais e diarreias e a sua inalagdo pode causar irritagdo
no nariz, na boca e nos olhos, cefaléia, ndusea, vertigem e diarreia
(CETESB, 2022).

No século XX, os 6xidos de Cu e Zn foram os primeiros biocidas
utilizados regularmente nas tintas anti incrustantes, porém devido aos riscos
a saude publica e aos problemas ambientais, além da baixa efetividade, ja
que possuiam uma garantia de funcionamento de aproximadamente um ano,
comegaram a ser substituidos por compostos organoestanicos (Castro,
2011). As tintas modernas de terceira gera¢do utilizam biocidas na
composi¢do, que incluem Cu e Zn na forma de 6xidos,

13
nanoparticulas ou piritiona de Cu e Zn (Bao, 2011; Shin, 2022). Em

ecossistemas aquaticos os ions metéalicos tendem a ser adsorvidos em

particulas finas de sedimento e matéria organica, ou em organismos vivos

(Livett, 1988).

Alguns metais sdo considerados essenciais para a fisiologia dos seres
vivos (em baixas concentragdes), porém, em quantidades que excedem a
necessidade dos organismos podem induzir efeitos toxicos (De Souza
Beghelli, 2018). Outros metais, considerados nao essenciais, ja sao
extremamente toxicos em baixas concentracdes. Os  metais sao
considerados contaminantes estaveis e persistentes, uma vez que sdo
dificilmente degradados, além de possuirem capacidade bioacumulativa
(Goretti, 2016) e de biomagnifica¢dao, no caso do Hg e do metaldide Se
(Cardwell, 2013).

Organismos aquaticos, como peixes e invertebrados, podem
absorver metais diretamente da 4gua contaminada ou por meio da
alimentacdo, estando expostos a diversos efeitos toxicos, como reducao e
atraso do crescimento, aumento de anomalias e genotoxicidade, redu¢do da
sobrevivéncia, e extingdo de populagdes de peixes em reservatorios

poluidos (Zagatto, 2008; Khayatzadeh, 2010).

A presenga de diversos metais na agua pode acarretar em efeitos
aditivos, sinérgicos e antagdnicos sobre a biota - efeitos aditivos sdo quando
a toxicidade da mistura ¢ igual & soma das toxicidades individuais dos
componentes, enquanto um efeito antagonico € caracterizado como uma

toxicidade menor do que a soma das toxicidades individuais, indicando que
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a interagdo entre eles diminui sua toxicidade. Ja no efeito sinérgico a
toxicidade da mistura ¢ maior que a soma das toxicidades individuais,
indicando que houve uma potencializagdo do efeito (Roberts, 2022). Os
metais em ambientes aquaticos sempre ocorrem em forma de misturas, mas
os padrdes e critérios para qualidade da 4gua comumente sdo desenvolvidos

como se eles ocorressem de forma isolada (Mebane, 2020).

1.3 Microplasticos

Outro poluente que tem se mostrado uma preocupagao ambiental de
alta prioridade sdo os microplasticos (MPs) e sua presenga no ambiente
marinho tem aumentado consideravelmente (Ivar do Sul, 2014; Orona-
Navar, 2022). Os MPs ja sao considerados onipresentes (Pastor, 2021; Wu,
2021), visto que foram encontrados microplasticos em sedimentos de zonas
abissais do oceano, de 1000 a 5000 metros de  profundidade
(Cauwenberghe, 2013).

14
Microplasticos sao polimeros de tamanho entre 1 um—5 mm (Frias

and Nash, 2019), que podem se originar da degradacdo de plasticos maiores
devido a intempéries fisicas e quimicas (MP secundarios), ou entdo
produzidos intencionalmente para a sua utilizagdo como matéria-prima para
outros produtos, sendo entdo considerados MPs primarios (Chaudhry,
2021). Seu uso pode ser direto em diversos tipos de cosméticos, como
sabonetes, xampus, desodorantes, cremes dentais, esfoliantes, hidratantes,
cremes de barbear, protetores solares, mascaras de limpeza facial e
maquiagens (Bhattacharya, 2016) e na industria téxtil para a producao de
tecidos sintéticos, como o poliéster (Carney, 2018). O glitter também ¢ um
exemplo de MP de primario com grande potencial poluidor, porém ainda

pouco estudado na comunidade cientifica (Tagg & Ivar do Sul, 2019).

Os MPs podem ser encontrados em diversos niveis da teia trofica, e
apresentam a capacidade de bioacumulagdo e de induzir diversos efeitos na
saide tanto de animais aqudticos quanto de seres humanos (Chaudhry,
2021). Essas particulas, quando ingeridas por organismos aquaticos, podem
causar danos, como bloqueio no trato digestivo, lesdes internas e externas
(Wright, 2013), assim como problemas na reproducdo, crescimento e

sobrevivéncia de diversas espécies, também influencia  processos
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importantes para o ecossistema associados aos ciclos biogeoquimicos, como

através da atividades fotossintetizantes e calcificacao de corais (Raju, 2022).

Em ambientes aquaticos os MPs tém a capacidade de se acumular
no sedimento e de adsorver contaminantes organicos € inorganicos, cComo
metais pesados, toxinas ¢ Poluentes Organicos Persistentes (POPs),
contribuindo para a ampla disseminagdo desses compostos (Rodrigues,
2019, Chaudhry, 2021).

Diversos estudos apontam que MPs podem conter quantidades
variadas de metais em sua composi¢do, que podem tanto ser adsorvidos do
ambiente ou provenientes de compostos organometalicos advindos da sua
fabricagdo, que sdo adicionados para otimizar suas propriedades e custos de
producdo, indicando que essas particulas plasticas podem atuar como
importantes vetores de metais em ecossistemas aquaticos (Brennecke,

2016; Kutralam-Muniasamy, 2021).

1.4 Legislacio ambiental
Atualmente, no Brasil, a Resolugado CONAMA N° 357/05 dispde
sobre a classificacdao dos corpos de agua e da diretrizes ambientais para o

seu enquadramento,

15
bem como estabelece padrdes de lancamento de efluentes (Tabela 1) entre

outras providéncias. No entanto, essa resolucao ndo trata da contaminagao
por MPs, inexistindo legislagdo nacional especifica para esse tipo de

contaminante nos corpos hidricos.
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Tabela 1 - Valores limite de ions metalicos para qualidade da agua, drgaos internacionais e

para aguas salinas de classe 1 segundo a Resolugdo CONAMA 357/05, com destaque para

os metais estudados Cobre e Zinco.

Ag 0,05 0,01 - 0,005
Al - 0,2 0,2 15
As - 0,2 0,05 -
Ba 1 1 = 1
Cd 0,01 0,005 0,005 0,005
Cr 0,05 0,05 0,05 0,05

Mn 0,1 0,05 0,1 01
Ni 0,05 0,05 0,05 0,025
Pb 0,05 0,05 0,05 -

Fonte: 'USEPA, Federal Register 40. National Primary Drinking Water Regulations,
1975.

2Official Journal European Communities N° L229, pp, 11-28, 1990.

3Guidelines for drinking water quality in Australia. National Health and Medical

Research Council and Australian Water Resources Council, 1987.

4. Adaptado e modificado da Resolugdo CONAMA 357/05.

As diretrizes da legislacio CONAMA N° 357/05 foram baseadas
majoritariamente em legislagdes internacionais, como dos Orgdos
ambientais americanos (USEPA) e canadenses (Environment Canada)
(Tabela 2), que foram estabelecidas a partir de ensaios ecotoxicologicos
provenientes de clima Temperado, com espécies que ndo se aplicam
totalmente para regides de clima Tropical e Subtropical (FDEP, 1994; Long
et al., 1995; Environment Canada, 2002). Da mesma forma, a legislagao

ambiental no Brasil que trata dos padrdes e condi¢des para qualidade da



agua e lancamento de efluentes falha no que se diz respeito a levar em
consideragdo as modificagdes que os metais podem sofrer de acordo com
as propriedades fisico quimicas da agua, que podem variar de acordo com o
clima da regido, assim como os efeitos de mistura de substancias que podem

potencializar ou diminuir sua toxicidade.

1.5 Echinometra lucunter

A classe Echinoidea possui cerca de 950 espécies e engloba os ourigos-do-
mar e bolachas-de-praia, animais essencialmente marinhos e bentonicos

(Brusca & Brusca & Brusca, 2019).

A espécie Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758) (Figura 1) ¢ um
ouri¢o-do mar da familia Echinometridae, conhecido popularmente como
pinatna ou pindd, muito abundante na costa do Brasil (Carneiro, 2006), e
sua cor varia do preto ao roxo. Possuem corpo globoso e simetria radial,
carapaga rigida formada por placas esqueléticas e espinhos moveis com
tamanhos variados. Alimentam-se de uma variedade de algas macrofitas,

esponjas, microcrustaceos e corais (Carneiro, 2008).

Esses animais tém um importante aparelho mastigador interno,
denominado “lanterna de Aristoteles”, utilizado pelos ourigos-do-mar para
raspar algas e matéria organica do substrato. S3o animais dioicos, com a
gametogénese regulada por fotoperiodo, e suas larvas sao denominadas de

pluteus (Figura 2) (Brusca & Brusca, 2019).
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Figura 2: Larva pluteus de Echinometra lucunter.

Habitam 4guas temperadas e tropicais do oceano Atlantico, desde a
costa leste dos Estados Unidos (Carolina do Norte) até o sul do Brasil
(Floriandpolis), assim como em regides costeiras de algumas ilhas, como
Antilhas, Bermudas, Ascensdo, Santa Helena, geralmente ocorrendo em
aguas rasas de até 45 metros de profundidade. Sdo frequentemente
encontrados entre rochas, em regides de mar calmo ou batido, e
predominantes em ambientes expostos a dguas turbulentas (Carneiro, 2008).
E um recurso pesqueiro de alto valor econdmico, especialmente no mercado
internacional, utilizado na alimentagdo (através de suas gonadas) e no

artesanato (Zilia, 2021).

2. Objetivos

Considerando que tanto os metais quanto os MPs sdo contaminantes de
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grande
interesse para a comunidade cientifica, além da sua capacidade de acumular
no ambiente marinho de forma conjunta, este trabalho tem como objetivo
analisar a toxicidade do Cu e do Zn em associagdao com os MPs. Além disso,
serdo analisadas a toxicidade desses metais de forma isolada e conjunta,
sendo possivel averiguar possiveis efeitos aditivos, antagbnicos e
sinérgicos, € comparar os dados com as concentragdes maximas para ions

metalicos presentes na Resolugdo CONAMA N° 357/05.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a interagdo entre o cobre e o zinco quando expostos de forma
conjunta em testes de toxicidade em embrides do ourico-do-mar E.
lucunter. o Verificar se os valores limite da resolugao CONAMA 357
para aguas salinas de classe 1 em relacdo a metais causam efeito toxico no

desenvolvimento larval do ouri¢co do-mar E. [ucunter.

e Avaliar a interagdo entre o cobre € 0 zinco na presenga de microplasticos

nos testes de toxicidade com embrides de E. lucunter.

3. Materiais e Métodos

3.1 Preparo das concentracoes

Foram realizados testes preliminares para a determinagdo de uma
faixa de concentragdo proéxima ao da concentracao efetiva a 50% das larvas
testadas apos o periodo de 36h de exposicao (CEso-36n), € através deles
foram determinadas as concentragdes definitivas que estdo expressas na
tabela 4.
Para cada concentrag¢do de cada metal (Cu e Zn), assim como para a mistura
dos metais sem (CuZn) e com microplastico (CuZn+MP), foram feitas 4
réplicas em solugdo de 4gua reconstituida (salinidade 35) e uma solugao
controle (4gua do mar artificial reconstituida). Foi separado um frasco teste
para a medi¢ao dos parametros fisico
quimicos da 4gua, que foram salinidade, pH e teor de oxigénio dissolvido.
Tais parametros foram salinidade 33, pH entre 7,9 e 8,1 e oxigenagdo entre

4,6 5,9 mg/L Oz, que foram medidos no comeco e no final do experimento.

Para o preparo das concentragdes foram utilizadas solu¢des padrao MERCK
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100 mg/L de Cu e Zn diluidas de forma seriada em agua reconstituida
visando obter as concentracdes expressas na tabela (Tabela 2). Para a

mistura dos metais, foi utilizada a mesma concentragdao de Cu ¢ de Zn.

Tabela 2: Valores das concentragdes definitivas para Zn, Cu, CuZn ¢ CuZn+MP.

mg/L
Zn Cu CuZn CuZn + MP
0 0 0 0
0,01 0,05 0,004 0,004
0,1 0,1 0,008 0,008
1 1 0,016 0,016
2,5 2,5 0,032 0,032
5 5 0,064 0,064
0,128 0,128

Para os testes com metais e microplastico, primeiramente foi realizado um
teste preliminar para averiguar se os microplasticos ndo apresentam
toxicidade de forma isolada. Para isso foram adicionados em tubos de
ensaio microplasticos do tipo polipropileno com aditivos, polipropileno
sem aditivos, poliestireno e polietileno na concentragdo de 1000 mg/L,
concentragdo avaliada em Tunali et al. (2020), que foi pesada em balanga
de precisao analitica. Posteriormente foram adicionados os embrides e agua
reconstituida. Para a mistura de metais e microplastico, foram adicionados
10 ml da solugdo de metais em cada tubo, os microplasticos na concentragao

de 1000 mg/L e os embrides.

3.2 Preparo dos embrides
Para a realizagdo dos ensaios ecotoxicologicos de desenvolvimento

larval com ovos de E. lucunter foi utilizado o protocolo experimental

descrito pela Norma Técnica NBR 15350 (ABNT,

2012), que descreve testes de desenvolvimento embrionario com ourigos do
mar. Para a realizacdo dos experimentos foram coletados exemplares
adultos do ourico-do-mar E. lucunter na Ilha das Palmas, em Santos/SP. A

liberagdo dos gametas foi estimulada por meio da inje¢do de
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aproximadamente 0,5 ml de uma solucdo de cloreto de potéssio 0,5 M (KCI)
na superficie oral dos individuos. Para a garantia de uma maior

variabilidade genética foram obtidos gametas de, no minimo, 3 machos ¢ 3

fémeas. Os gametas femininos foram identificados pela cor laranja e os

gametas masculinos pela cor esbranquicada e leitosa (Figura 3).

%
- N

| 85

Figura 3: Fémea de Echinometra lucunter liberando gametas alaranjados (esquerda) e macho

liberando gametas esbranquicados (direita).

Para a coleta dos ovulos as fémeas foram mantidas apoiadas com a
superficie aboral voltada para baixo em béqueres contendo dgua do mar
para que os gametas fossem depositados (Figura 4). Os espermatozoides
foram coletados diretamente dos gondporos com o auxilio de uma pipeta
Pasteur e separados em um béquer mantido sob o gelo para sua
preservagao, evitando que estes entrassem em atividade antes do inicio dos

experimentos.
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Figura 4: Fémea de Echinometra lucunter liberando 6vulos de cor laranja.

Antes da fecundacao foi preparada uma solugdo espermatica a partir de
uma diluicdo de 0,5 mL de espermatozéides para 24,5 mL de 4gua do mar,
e os Ovulos foram observados em microscopio para a identificagdo do

estagio de maturacao dos gametas e a presenga de possiveis anomalias.

Para a fecundacgao in vitro foi realizada a transferéncia de 0,5 ml de
solu¢dao de espermatozoides para 99,5 ml da solucao de 6vulos. A solucao
foi agitada por 10 minutos para permitir a fecundagao, que foi confirmada
pela visualiza¢do da membrana de fertilizagdo no microscopio. Confirmada
a fecundacdo minima determinada, que deve ser maior que 70% em trés
sub-amostras de 1 mL (Laitano, 2015), fracdes da solugdo de ovos
fecundados foram introduzidas nos tubos de ensaio, sendo que
aproximadamente 400 ovos foram adicionados em cada réplica. O teste foi
mantido em estufa sob condi¢des controladas, sob fotoperiodo de 12h claro
- 12h escuro e temperatura mantida em 25,5 °C por 36 h, para que o
desenvolvimento larval dos organismos acontecesse sob as condigdes

adequadas.

Apds o tempo estipulado do experimento, os conteudos das réplicas
foram fixados pela adicdo de 0,5ml de uma solugdo tamponada de

formaldeido a 10%. Foram feitas contagens dos 100 primeiros embrides em
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camaras de Sedgewick-Rafter em

microscopio Optico, identificando as larvas normais e anormais. As larvas
anormais sao aquelas que apresentam retardos no crescimento ou

anomalias morfolégicas (Figura 6).

Figura 6: Larvas pluteus anormais (ao redor) e larva normal (centro) de

Echinometra lucunter.

Os resultados foram planilhados e os dados foram analisados no
software R Studio para determinacdo dos valores da concentragdo efetiva
média a 50% dos organismos no intervalo de 36 h (CE50%-36h). Foi testada
a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e a sua
homocedasticidade pelo teste de Levene. Em seguida, foi utilizada analise
de variancias (ANOVA) seguida de comparagdo multipla de Tukey para a
determinacdo das concentragdes de efeito observado (CEO), ou seja, a
menor concentragdo em que se observou efeito significativo. Para todas as
analises a menor concentracdo ja foi a concentragdo de efeito observado,
nao sendo possivel definir a concentragdo de efeito ndo observado (CENO

— concentracdo mais alta sem efeito significativo).

4. Resultados

Os resultados mostraram que a toxicidade dos metais de forma
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isolada s3o menores quando comparados com a mistura, sendo que a CEso-
36h para o cobre foi de 0,061 mg/L (0,057-0,07 mg/L), para o zinco de 0,060
mg/L (0,04-0,08 mg/L) e para o

cobre e o zinco juntos 0,031 mg/L (0,0302-0,0333), indicando um possivel
efeito aditivo  desses metais. O resultado do teste preliminar com
microplasticos demonstrou uma taxa alta de desenvolvimento normal das
larvas, o que demonstra que os microplasticos sozinhos ndo apresentam

toxicidade (Tabela 4).

Tabela 3: Taxa de desenvolvimento normal das larvas expostas aos microplasticos na

concentrac@o de 1000 mg/L.

: . .. Taxade
Microplésticos .
1000 malL desenvolvime
9 nto normal (%)
R1 85
R2 86
R3 93
R4 87

Para a mistura dos metais com os microplasticos, o resultado da CEso-36n fo1
de 0,021 mg/L (0,02077 - 0,0232), indicando que a presenca dos
microplasticos no tratamento causa uma potencializagdo do efeito toxico
dos metais. A CEO de ambas as misturas foi de 0,004 mg/L. Para o zinco a

CEO foide 0,01 mg/L e para o cobre de 0,05 mg/L (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores encontrados para o CE50%-36h (mg/L) e da CEO-36h(mg/L), com destaque para os

valores menores que os limites da Resolugdo CONAMA 357/05.

Cu (0,057-0,07)
Zn (0,04-0,08)
CuZn (0,0302-0,0333)
CuZn+MP (0,0207 - 0,0232)
.Zﬂ .fu .(u."\ 3
an
66
|
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Figura 7: Grafico com os valores de CE50%-36h para o zinco (Zn), o cobre (Cu), o cobre e zinco (CuZn), e o cobre, zinco e
microplasticos (CuZn+MP), sendo que o eixo x representa as concentragdes € 0 eixo y a normalidade dos embrides de

Echinometra lucunter,
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5. Discussao

Comparando os resultados com outros estudos com Equinodermos de
outras regides, Rouchon et al. (2016) testou a sensibilidade dos embrides do
ourico-do-mar Evechinus chloroticus, espécie endémica da Nova Zelandia, aos
metais cobre e zinco isolados e em mistura. A toxicidade do Cu se mostrou maior
para E. chloroticus que para E. lucunter neste estudo, com o CE50-72h 0,0054
mg/L. J& o Zn teve uma menor toxicidade em comparacdo com a espécie
brasileira, com a de a CE50-72h de 0,0277 mg/L. A mistura de cobre e zinco teve
um CE50-72h de 0,0069 mg/L, apresentando um efeito aditivo baixo, porém com
uma maior toxicidade que para E.lucunter. Por outro lado, Phillips et al. (2003)
encontraram efeitos antagonicos para a mesma combinagdo de metais estudada
(CutZn) para o ourico-do-mar da espécie Strongylocentrotus purpuratus,
presente em ambientes de clima temperado, divergindo dos resultados presentes
neste estudo.

Ja em relagdo a legislagdo nacional para aguas, a toxicidade de ambos os
metais foi comparada com os valores maximos permitidos para ions metalicos de
acordo com a Resolugdo CONAMA 357/05, e ¢ possivel observar que o CEO
encontrado para o zinco neste estudo ¢ de 0,01 mg/L e o CEs0-72n¢ de 0,060 mg/L,
enquanto o valor maximo permitido para o zinco ¢ de 0,09 mg/L, e ambos os
valores ultrapassam a concentracdo que causa a anormalidade para a espécie
nativa E. lucunter. O CEso.72n ¢ 0 CEO do Cu ndo ultrapassaram os limites da
resolucao, sendo o CEO 0,05 mg/L, o CEso-7210,061 mg/L e o limite da resolugao
0,005 mg/L. O valor encontrado do CEO para a mistura de cobre e zinco também
¢ menor que os limites da CONAMA, sendo de 0,004 mg/L, o que ¢ um fator que
deve ser levado em consideragdo, j4 que os metais sempre sdo encontrados em
misturas no ambiente. Isso indica que os valores legais ndo sdo seguros para esta
espécie de ourigo-do-mar. Observa-se uma similaridade do que foi encontrado
em outros estudos, onde os valores legais ndo sdo protetivos para a biota.

Messias et al. (2023) compararam seus resultados com a Resolugdo
CONAMA 420/09, que dispde sobre critérios e valores orientadores de qualidade
do solo, e estabelece valores maximos aceitaveis para metais. Os resultados dos
ensaios de toxicidade cronica com Cu e Zn em minhocas da espécie Eisenia
andrei obtidos pelos autores foram menores que os valores-guia encontrados na
resolugdo, indicando que os valores limites de Cu e Zn ndo protegem as minhocas

em solos brasileiros. Em Moreira et al. (2019) foi demonstrado que os valores
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guia propostos por 0rgdos internacionais para qualidade do sedimento (Long et
al., 1995, EC (Environmental Canada and Ministere du Développement durable,
de [l'Environnement et des Parcs du Québec), 2008, HPA (Hamburg Port
Authority), 2011), que foram adotados na Resolugdo CONAMA 454/12, sdo
valores mais permissivos que classificaram todas as amostras como de toxicidade
minima, enquanto que nos testes realizados a maioria das amostras demonstrou
niveis de contaminagdo cronicos ou agudos, o que demonstra que estes valores
nao sdo eficientes na previsao de certos efeitos toxicos em ambientes de clima
tropical.

26
Por sua vez, varios estudos tratam da associagdo entre microplasticos e

metais. Tu et al. (2020) relacionaram a presenca de microrganismos com o
aumento da capacidade de adsorcdo dos microplasticos, e demonstrou que a
formacao de biofilmes em MP pode afetar positivamente a adsor¢do de metais ,
sendo que a concentragdo de metais aumenta de acordo com a maturagdo do
biofilme, consequentemente aumentando sua toxicidade.

Tunali et al. (2020) analisaram efeitos de microplasticos isolados € em
combinacao com metais (Cu, Zn e Mn) sobre o crescimento e concentracao de
clorofila a na microalga Chlorella vulgaris. Nas maiores concentragoes de
microplastico (50, 100, 1000 mg/L) foi observada significativa redug¢dao do
crescimento e da concentracao de clorofila das microalgas e nas combinagdes de
metais e microplasticos essa inibicdo foi ainda maior. Para os metais de forma
isolada o crescimento foi reduzido de 47.83% - 49.57% e a concentragdao de
clorofila 44.75-50.25%, porém o maior impacto foi observado na mistura dos
trés metais com os microplasticos, que causou 70% de inibi¢cdo do crescimento e
diminui¢do de 64% na concentracdo de clorofila a. Isso demonstrou que apesar
dos microplasticos apresentarem toxicidade de forma isolada, em associagao com
os metais ela foi potencializada, da mesma forma que para FE.lucunter neste
estudo.

Particulas de tinta sdo uma fonte importante de MPs, e quando se tratam
de tintas anti incrustantes sdo também uma importante fonte de metais pesados e
biocidas. O Cu e 0 Zn sdo os metais mais encontrados em particulas de tintas anti
incrustantes (Gaylarde, 2021). Os MPs de tintas anti-incrustantes mostraram uma
grande toxicidade ndo apenas diretamente nos organismos expostos a tais

particulas e ao ambiente circundante (Gaylarde, 2021). Molino et al. (2019)
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realizaram testes ecotoxicologicos com particulas de tinta anti incrustante
coletadas em um estaleiro em Bermudas, medindo o nivel de sobrevivéncia de
copépodos. No teste de toxicidade aguda, 0,3 g/L das particulas de tinta reduziram
a sobrevivéncia dos copépodos a zero em 88 h.

No geral, os metais em excesso no organismo podem causar ligacdes aleatorias
entre biomoléculas, como enzimas e proteinas, formando complexos capazes de
danificar sua estrutura e fungdo (Duruibe, 2007). Alguns metais também podem
se acumular nos tecidos de animais aquaticos, em quantidades que podem ser
preocupantes parao consumo humano (Abdel-Baki, 2011). Nesse sentido, o zinco
jé foirelacionado a causar danos fisicos a guelras de peixes, além de ter potencial
carcinogénico para

27
algumas espécies (Khayatzadeh, 2010). Por sua vez, o cobre ¢ relacionado com a

degradacdo da membrana lipidica. Isso pode causar diversos danos aos
organismos aquaticos, como degeneragdo dos tecidos, mortalidade e efeitos
subletais, como reducdo do metabolismo, o que pode reduzir a taxa de sucesso
dos organismos nos seus habitats. Por estes motivos, estes contaminantes sao de
extrema importancia para a comunidade cientifica.

Ja foi demonstrado em diversos estudos que os valores legais nacionais
nao sao adequados para proteger a biota brasileira, sendo estes mais permissivos,
nao se adequando ao clima do pais. Isso pode ser devido as espécies de clima
temperado frequentemente utilizadas em testes ecotoxicoldgicos, como os
Equinodermos, possuirem sensibilidades distintas das espécies de clima tropical
aos mesmos contaminantes, que produzem diferentes efeitos toxicos. Em relagao
aos microplasticos, a legislacdo brasileira falha em ndo ter uma legislacao
especifica para este tipo de contaminante no ambiente, que além de apresentar
muitas vezes toxicidade de forma isolada, ¢ um importante vetor de metais

pesados em ambientes aquaticos.
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