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“Se reconhecermos que todo ecossistema também pode ser
visto como uma teia alimentar, podemos pensar nele como um
nexo circular e entrelacado de relagdes entre plantas e animais
(em vez de uma piramide estratificada com o homem no apice)
... Cada espécie, seja uma forma de bactéria ou cervo, €
tricotado em uma rede de interdependéncia, por mais indiretos
que sejam os vinculos™.

Murray Bookchin
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Resumo

Os efluentes domésticos sdo uma mistura complexa de diferentes substancias, incluindo
microplasticos e farmacos e produtos para cuidados pessoais (FPCPs). Microplasticos
apresentam afinidade com substancias hidrofobicas tais como o hormonio sintético 17a etinil-
estradiol o bactericida triclosan, e podem interagir em ambientes aquaticos atuando como
vetores de dispersdo dessas substancias, com potenciais efeitos a biota. Nesse contexto, o
presente estudo tem como objetivo avaliar efeitos toxicos de microplasticos contaminados com
FPCPs através de uma abordagem ecotoxicolégica empregando organismos estuarinos. Os
organismos ostra do mangue (Crassostrea brasiliana), caranguejo-uca (Ucides cordatus) e
robalo (Centropomus undecimalis) foram expostos a tratamentos: controle (C); microplasticos
sem contamina¢do (MP); e microplastico contaminado com 17a etinil-estradiol (MPE);
microplastico contaminado com triclosan (MPT). Os organismos foram expostos por 3 e 7 dias.
Para as ostras e 0s caranguejos, a posteriori a exposicao, 10 organismos/ tratamento/ tempo
tiveram sua satde celular avaliada mediante ao ensaio de estabilidade da membrana lisossémica
na hemolinfa. Apds o encerramento dos ensaios também foram separados tecidos de 7
organismos para as analises de biomarcadores bioquimicos (EROD, DBF, GST, GPx, GSH,
LPO, danos em DNA e ChE) nas ostras (branquias, glandulas digestivas e musculos adutores),
caranguejos (branquias, hepatopancreas e musculos) e GST, GPx, GSH, LPO, danos em DNA
e ChE em peixes (branquias, figado, intestino, masculo e cérebro). Os 3 organismos restantes
de cada espécie foram separados para determinagdes analiticas nos niveis de 17a etinil-estradiol
e triclosan. Ambas as substancias avaliadas EE2 e TCS tiveram sua presenca detectada na dgua
e nos organismos expostos. Ao serem inseridas no meio experimental as particulas de
polietileno sem contaminacdo e contaminadas com EE2 e TCS foram capazes de promover
efeitos bioquimicos nas enzimas de fase I, fase Il, sistema anti-oxidante, levar ao estresse
oxidativo e desencadear danos em DNA e efeitos neurotdxicos e citotdxicos nas trés espécies
modelos C. brasiliana, U. cordatus e C. undecimalis nos diferentes tecidos avaliados. Ao
compararmos 0s efeitos das substancias adsorvidas pelos MPs, o TCS mesmo em menor
concentragdo se mostrou mais toxico que o EE2 para as espécies modelos. Quando 0s
organismos foram comparados entre si o fator espécie se mostrou 0 mais relevante para
ocorréncia de efeitos dos MPs de uma maneira geral. A partir dos dados obtidos é possivel
inferir que os microplasticos de polietino associados aos FPCPs 17a etinil-estradiol e triclosan

conferem risco aos ecossistemas estuarinos tropicais e as espécies Crassostrea brasiliana,



Ucides cordatus e Centropomus undecimalis podendo gerar perturbacGes ecoldgicas a cadeia

alimentar estuarina.

Palavras-Chave: Particulas plasticas; 170 etinil-estradiol; Triclosan; Polietileno;
Biomarcadores; Ecossistemas Costeiros



Abstract

Domestic wastewater is a complex mixture of different substances, including
microplastics and pharmaceuticals and personal care products (PPCPs). Microplastics have
affinity with hydrophobic substances such as the synthetic hormone 17a ethinyl-estradiol or the
antimicrobial triclosan, and can interact in aquatic environments acting as vectors for the
dispersion of these substances, with potential synergistic or additive effects. In this context, the
present study aims to assess the environmental risk of microplastics as vectors of PPCPs
through an ecotoxicological approach using estuarine organisms. The oyster (Crassostrea
brasiliana), crab (Ucides cordatus) and fish (Centropomus undecimalis) organisms were
exposed to treatments: control (C); contamination-free microplastics (MP); and microplastic
contaminated with 17a ethinyl estradiol (MPE); microplastic contaminated with triclosan
(MPT). The organisms were exposed for 3 and 7 days. For oysters and crabs, after exposure to
10 organisms/treatment/time, their cellular health was evaluated using the lysosomal membrane
stability assay in hemolymph. After the end of the trials, tissues of 7 organisms were also
separated for the analysis of biochemical biomarkers (EROD, DBF, GST, GPx, GSH, LPO,
DNA damage and ChE) in oysters (gills, digestive glands and adductor muscles), crabs (gills,
hepatopancreas and muscles) and GST, GPx, GSH, LPO, DNA damage and ChE in fish (gills,
liver, intestine, muscle and brain). The 3 remaining organisms of each species were separated
for analytical determinations at the levels of 17a ethinyl estradiol and triclosan. Both the
substances evaluated EE2 and TCS had their presence detected in the water and in the exposed
organisms. When inserted in the experimental medium, the polyethylene particles without
contamination and contaminated with EE2 and TCS were able to promote biochemical effects
on phase |, phase 1l enzymes, anti-oxidant system, lead to oxidative stress and trigger DNA
damage and neurotoxic and cytotoxic effects in the three model species C. brasiliana, U.
cordatus and C. undecimalis in the different tissues evaluated. When comparing the effects of
substances adsorbed by MPs, TCS, even at lower concentrations, was more toxic than EE2 for
the model species. When the organisms were compared with each other, the species factor
proved to be the most relevant for the occurrence of PM effects in general. Based on the data
obtained, it is possible to infer that the polyethyne microplastics associated with FPCPs 17a
ethinyl-estradiol and triclosan pose a risk to tropical estuarine ecosystems and the species
Crassostrea brasiliana, Ucides cordatus and Centropomus undecimalis can generate ecological

disturbances to the estuarine food chain.
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Introducéo Geral, Objetivos e Estrutura da tese

O crescimento exponencial da populacdo mundial nas Gltimas décadas, juntamente com
um modelo econémico baseado em consumo, tem levado a busca por tecnologias e novos
produtos que sustentem as demandas impostas por tal estilo de vida.

Entre os diversos setores, o de extracéo, transporte, refino e comercializacéo de petréleo
e seus derivados teve grande expansao neste periodo.

Em funcdo da multiplicidade de seu uso, o petroleo se tornou de suma importancia,
sendo empregado desde o uso industrial até o doméstico em atividades cotidianas, culminando
em grandes impactos ambientais, como perda de biodiversidade e mudancas climaticas, a partir
de e poluicdo pontual e difusa em distintos ecossistemas (Young et al., 2016).

Entre os derivados de petroleo, os polimeros plasticos se encontram entre 0s mais
utilizados. Por suas propriedades e versatilidade tém sido aplicados a uma grande variedade de
produtos de uso cotidiano, levando a diversos avangos tecnoldgicos, economia de energia, e
melhora na saude e vida do consumidor, tornando-se essencial ao estilo de vida moderno (Zarlf
et al., 2010; Plastic Euroupe, 2012; Wang et al. 2016).

Por possuir baixo custo de producéo e transporte, o plastico se tornou um material
produzido em larga escala, com perdas ao longo de toda sua cadeia produtiva, desde sua
producdo, manufatura, transporte até o uso, tornando-se um dos poluentes de impacto mais
drésticos e perceptiveis em distintos ambientes (Zarlf et al., 2010).

As zonas costeiras tém sido impactadas por uma série de pressdes antropogénicas
(Bebiano et al., 2015), como a introducdo de contaminantes de diferentes classes, onde se
destacam os farmacos e produtos de cuidado pessoal (FPCPs), além dos residuos sélidos, os
quais sdo compostos predominantemente por detritos plasticos (Derraik, 2002; Jambeck et al.,
2015).

Os residuos plasticos podem ser classificados quanto a sua escala de tamanho em:
megaplastico (> 1.00m), macroplastico (1.00m — 2.5cm), mesoplastico (2.5cm — 0.5cm),
microplastico (5mm — 1 um) e nanoplastico (< 1um). Estima-se que ha cerca de 268.940
toneladas de particulas plasticas a deriva nos oceanos, das quais 92,4 % € composta por
microplasticos (Eriksen et al., 2014; GESAMP 2016).

Os micropléasticos (MPs) podem ser compostos por uma diversidade de polimeros, como
o poliestireno (PS), polipropileno (PP), poliamida (PA), polietileno (PE), policloreto de vinila
(PVC), polietilenotereftalato (PET), entre outros, e séo classificados de duas maneiras quanto



a sua origem. Microplasticos priméarios sdo as particulas produzidas em escala micrométrica
para o uso industrial e comercial em diferentes produtos. A outra classe de MPs é denominada
microplasticos secundarios e sua origem se da pela fragmentacdo de objetos ou materiais
plasticos maiores, devido a fotodegradacdo, intempéries, acdo bioldgica ou fisica como atrito
ou colisdo com estruturas, rochas e outros (Andrady, 2011; GESAMP, 2015).

Entre os pertencentes aos MPs primarios se encontram: (i) os pellets plésticos: grdos de
diferentes polimeros utilizados na manufatura de objetos e materiais plasticos; (ii) o glitter:
empregado em cosméticos como esmaltes e maquiagens e uso artistico em fantasias, materiais
escolares, decoragdo e adornos e; (iii) as microparticulas ou esferas denominadas microbeads:
fragmentos ou esferas que possuem tamanho entre 1mm e 5um, produzidos a partir de
diferentes polimeros como o polietileno (PE), acido polilatico (PLA), polipropileno (PP),
poliestireno (PS) ou polietileno tereftalato (PET), sendo empregado como abrasivos em uma
variedade de produtos como cremes faciais, sabonetes, shampoos, cremes dentais, produtos de
limpeza entre outros (Rochman et al., 2015).

As particulas plasticas presentes nos ambientes aquaticos tém como sua origem
principal o continente, tendo sua presenca relatada nos ambientes costeiros e marinhos desde a
década de 1970. Atualmente as taxas de entrada destes residuos tem alcancado volumes que
equivalem proporcionalmente a seus niveis de producao no Gltimo meio século, sendo que nas
ultimas décadas sua introducdo nos ecossistemas ultrapassa seus niveis de producado, sendo a
ocorréncia e acumulo do MPs registrados desde a zona costeiras, areas pelagicas rasas ao
oceano aberto, indo dos tropicos aos mares polares (Carpenter & Smith, 1972; Doyle et al.,
2011).

Os microplasticos tem seu langamento nos ecossistemas costeiros por diferentes fontes
como aterros, lix0es, agricultura, hospital, aquicultura, pesca e principalmente estacdes de
tratamento de esgoto (ETES), nas quais recebem efluentes de descarte doméstico contendo MPs
provenientes de diferentes produtos e de processos de lavagem de roupas de materiais sintéticos
(Karbalai et al., 2018).

Estudos apontam que ETEs que contam com tratamento secundario empregando lodo
ativado tendem a reter cerca de 64 a 98% dos MPs (Yang et al., 2019; Petroody et al., 2020),
com apenas uma baixa porcentagem das particulas lancadas pelos efluentes, sendo destes
apenas 3% composto por microparticulas esfoliantes (Carr et al., 2016). Contudo este valor
pode representar uma grande quantidade de particulas, Rochman et al. (2015) estimou que 8
bilhdes de microesferas plasticas sdo lancadas por dia nos ambientes aquaticos pelas estagdes

de tratamento de esgoto nos Estados Unidos. Estes valores tendem a ser ainda maiores quando
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as estimativas sdo tratadas em um panorama global, onde muitos paises ndo possuem ETES ou
apresentam estagOes de tratamento inadequadas ou ineficazes, langando constantemente
grandes volumes de efluentes domeésticos contendo particulas plasticas, o que torna as estacdes
de tratamento de esgoto uma importante fonte de contribuicdo de MPs para 0s ecossistemas
aquaticos (Xanthos & Walker, 2017; Yang et al., 2019).

Efluentes urbanos por ter aporte de vérias origens se tratam de uma mistura complexa
possuindo composicdo variada (Abessa et al., 2005), onde juntamente com os microplasticos
tém em sua formacgdo uma gama de substancias diversas, entre elas os farmacos e produtos de
cuidados pessoais (FPCPs).

Os farmacos e produtos de cuidados pessoais sdo substancias que tem por caracteristica
serem altamente bioativas e amplamente empregados em diversas areas como medicina,
veterinaria, indudstria, pecuaria, aquicultura e no uso cotidiano das pessoas. Séo divididas em
diversas classes como horménios, antibi6ticos, reguladores de lipidios, anti-inflamatérios ndo
esteroidais,  betabloqueadores,  antidepressivos,  anticonvulsivantes,  conservantes,
antimicrobianos e agentes de protecdo UV (Barcel6 e Petrovivk, 2007; Wang & Wang, 2016).

Por serem lancados de maneira continua nos ambientes aquéticos pelas ETES, os FPCPs
tém por caracteristicas serem pseudo-persistentes, ou seja, sua taxa de entrada no ambiente é
maior que a sua taxa de transformacdo/degradacdo (Barceld e Petrovivk, 2007). Entre as
diversas substancias pertencentes a este grupo se encontram o hormoénio 17a etinil- estradiol
(EE2) e o bactericida triclosan (TCS).

O 17a etinil-estradiol é um estrogénio sintético derivado do estrogénio natural 17§
estradiol, empregado na medicina humana, veterinaria e aquicultura. Por seu alto uso 0 EE2 se
tornou uma substancia de grande preocupa¢do uma vez que sua presenca é detectada em aguas
superficiais do mundo todo, ocorrendo em concentragdes que variam entre 6,6 a 27,7 ng/l, o
que faz com que o EE2 entrasse para a lista de poluentes prioritarios a serem monitorados pela
Unido Europeia (Aris et al., 2014; Tang et al., 2021).

O triclosan € um agente bacteriostatico de amplo espectro utilizado como ingrediente
ativo em produtos como sabonetes, cremes dentais, detergentes, esponjas, desodorantes,
utensilios de cozinha, roupas e brinquedos. SUA ocorréncia foi relatada em tecidos animais,
vegetais, sangue, urina, leite materno e em ambientes aquaticos em concentra¢des variando
entre 1,4 a 40.000 ng/l (Braid & Wale, 2002; Montaseri & Forbes, 2016; Dar et al., 2022).

Ao serem introduzidos nos ambientes os MPs tendem a se comportar como um substrato
para as diferentes substancias interagindo com o meio a qual esta inserido, dessorvendo e

adsorvendo moléculas. Podem acumular até 10° a mais de contaminantes que 1 litro de 4gua
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do mar e 100 vezes mais que o sedimento, e tal comportamento esté diretamente associado as
propriedades das particulas plésticas, como o tipo de polimero, porosidade, densidade, grau de
cristalinidade e emborrachamento (Mato et al., 2001; Teuten et al., 2009; Wang et al., 2016;
Enyoh et al., 2021).

Mediante a ocorréncia conjunta dos MPs com o FPCPS e pelas caracteristicas quimicas
do EE2 (Kow: 4.2, Koc: 5.4 e Pka: 10.3) (Ying et al., 2002; Yu et al., 2004) e do TCS (Kow:
4.8, Koc: 4.3 e Pka: 7.9) (Chen et al., 2011), os microplasticos se associam a estas substancias
podendo atuar como vetores e dispersores nos ecossistemas (Li et al., 2019; Ma et al., 2019;
Wu et al., 2020; Lu etal., 2021; Lara et al., et al., 2021; Santos et al., 2021), causando impactos
ao meio e a biota a ele associada.

Os impactos a biota vdo desde alteracdes na homeostase, estresse oxidativo, impacto
genético e neurotoxico, danos histoldgicos, inibicdo de crescimento e alteracBes de
comportamento em diferentes espécies como algas, bivalves, crustaceos e peixes (Syberg et al.,
2017; Zhu et al., 2019; Webb et al., 2020; Sheng et al., 2021).

Por ser tratar de um tema complexo ha ainda muitas lacunas a serem respondidas sobre
a associacdo de microplasticos e farmacos e produtos de cuidados pessoais, uma vez que 0
namero de polimeros avaliados é escasso, além disso 0s organismos apresentam diferentes
sensibilidades a contaminantes. Nesse contexto, organismos de diferentes niveis troficos devem
ser considerados ao se avaliar o impacto ecolégico da interacdo de MPs e produtos
farmacéuticos e por fim, maior atencao deve ser dada a metabolizacdo/degradacao de farmacos
por organismos aquaticos e como a presenca de MPs pode interferir nesses processos, uma vez
que podem alterar a toxicodindmica de farmacos e sua toxicidade para 0s organismos (Santos
et al. 2021).

Baseado nos fatos apresentados, o presente estudo parte da hipdtese que microplasticos
de polietileno podem se associar ao FPCPs 17a etinil-estradiol e triclosan e atuar como vetores
dessas substancias para 0os ambientes estuarinos e causar efeitos subletais para espécies de
diferentes niveis troficos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar efeitos toxicos da interacdo de microplésticos
e FPCPs em regibes costeiras, através do uso de biomarcadores em diferentes niveis de
organizacdo bioldgica empregando Crassostrea brasiliana, Ucides cordatus e Centropomus

undecimalis expostos a 17a etinil- estradiol e triclosan.



Para atingir o objetivo pretendido, esta tese foi estruturada em 4 capitulos:

Capitulo 1: Apresenta a avaliacdo da capacidade de interacdo e atuacdo como vetor dos
microplastico associado ao triclosan juntamente com os efeitos na ostra
Crassostrea brasiliana (Artigo 1), no caranguejo Ucides cordatus (Artigo 2) e no

peixe Centropomus undecimalis (Artigo 3).

Capitulo 2: Demonstra a analise da associacao de microparticulas de polietileno com o farmaco
17a etinil-estradiol e seu potencial como dispersora de EE2 na coluna d’agua e
seus impactos a ostra Crassostrea brasiliana e o caranguejo Ucides cordatus

(Artigo 4), e no peixe Centropomus undecimalis (Artigo 5).

Capitulo 3: Apresenta os resultados quimicos das substincias de interesse na coluna d’agua e
nas espécies avaliadas de maneira conjunta e a integracdo das respostas
bioquimicas das diferentes espécies avaliadas para EE2 e TCS afim de

compreender 0 impacto nos organismos de estuarios tropicais (Artigo 6).

Capitulo 4: Consideragdes Finais
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Capitulo 4

CONCLUSOES

O uso indiscriminado de produtos plésticos ou contendo particulas plasticas em sua
composic¢do é cada vez maior, a falta da gestéo e legislacdo adequada destes residuos faz com
que estes por seu descarte irregular aportem nos sistemas de tratamentos esgoto domestico e
urbanos coexistindo e interagindo com outras substancias como os FPCPs. ETEsS em sua
maioria ndo apresentarem tratamentos adequados para a remoc¢do de tais particulas e
substancias, as quais sdo lancados em grandes volumes nos ecossistemas costeiros, provocando
efeitos significativos em organismos a partir da associacdo dos microplasticos com os farmacos
e produtos de cuidados pessoais, uma possibilidade que deve ser considerada nos estudos de
monitoramento e impacto de microplasticos nos ecossistemas aquéticos.

O presente estudo demonstrou que ha associacdo entre microparticulas de polietileno
com os FPCPs 17a etinil-estradiol e triclosan, e ao serem inseridos em ambientes salinos pode
ocorrer liberagdo destas substancias para a coluna d’agua e para os organismos ali residentes,
comprovando a capacidade dos microplasticos atuarem como carreadores e dispersores de
FPCPs nos ecossistemas costeiros, sendo que EE2 apresentou maiores concentracfes na agua e
na biota quando comparado ao TCS.

Ao entrarem em contato com o meio experimental as particulas plasticas sem
contaminacgdo e contaminadas com EE2 e TCS foram capazes de promover efeitos bioquimicos
nas enzimas de fase I, fase I, sistema antioxidante, levar ao estresse oxidativo e desencadear
danos em DNA e efeitos neurotdxicos e citotoxicos nas trés espécies modelos C. brasiliana, U.
cordatus e C. undecimalis nos diferentes tecidos avaliados.

O fator tempo se mostrou determinante, principalmente para o aumento dos efeitos
bioquimicos. Entre os tecidos avaliados as branquias se mostraram o 6rgao mais impactado em
C. brasiliana, U. cordatus e C. undecimalis quando expostos aos microplasticos contaminados
com EE2 e TCS, devido principalmente ao modo de exposicao via agua, onde a substancia foi
liberada no meio.

Apesar de apresentar as menores concentracfes da substancia adsorvida os MPs
contaminados com TCS se mostraram mais toXicos aos organismos testados do que os MPs

contaminados com EEZ2.
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A importancia de se avaliar os mesmos cenérios de contaminacdo com diferentes
espécies se da nas variedades das respostas obtidas. Os invertebrados C. brasiliana e U.
cordatus apresentaram efeitos associados aos microplasticos contaminados, ndo tendo
alteracdes significativas quando expostos aos MPs de maneira isolada e sendo o caranguejo
mais suscetivel a estes efeitos principalmente quando exposto a MPs com triclosan.
Diferentemente, o vertebrado C. undecimalis apresentou efeitos associados tanto quando
expostos aos microplasticos sem contaminacéo e contaminados com EE2 e TCS.

A bateria de biomarcadores de fase I, fase 11, sistema antioxidantes, estresse oxidativo,
danos em DNA, neurotoxicidade e citotoxicidade em diferentes tecidos de espécies distintas,
possivel possibilitou a obtencdo de novas evidéncias sobre as enzimas e vias metabdlicas
responsaveis pela detoxificacdo dos MPs de polietileno sem contaminacéo e contaminados com
17a etinil-estradiol e triclosan. Recomenda-se a aplicacdo de novos estudos utilizando
ferramentas como expressdo génica, metaboldmica e transcriptdmica e histopatologia.

Com base nos achados do presente estudo pode-se afirmar que os microplasticos de
polietino associados aos FPCPs 17a etinil-estradiol e triclosan conferem risco aos ecossistemas
estuarinos tropicais e as espécies Crassostrea brasiliana, Ucides cordatus e Centropomus
undecimalis podendo gerar perturbacdes ecoldgicas a cadeia alimentar estuarina.

Estudos como o presente se fazem necessario para fomentar tomadas de decis6es futuras
legislacBes ambientais acerca do monitoramento e avaliagdo dos impactos dos polimeros

plasticos isolados ou associados a outros contaminantes nos ecossistemas costeiros.
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