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RESUMO

PELEGRINI, Kaué. Avaliacdo da presenca de microplasticos na praia de
torres/RS, producdo e estudo dos efeitos toxicologicos de
micro/nanoparticulas de polipropileno (PP) ao longo do desenvolvimento de
zebrafish (Danio rerio). Porto Alegre. 2023. Programa de Pdés-Graduacdo em
Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA
DO RIO GRANDE DO SUL.

A contaminacdo do meio ambiente por micro e nanoplasticos esta presente
em praticamente todos os ambientes, sendo esses uma possivel ameaca a diversos
organismos da fauna e da flora. Entretanto, dados a respeito da dimensao dessa
contaminagao no litoral brasileiro, e de sua toxicidade causada a organismos ainda
sdo escassos. Assim, esse trabalho divide-se em trés volumes, o0s quais
apresentam: 1) uma revisdo da literatura sobre efeitos toxicolégicos causados por
micro e nanoplasticos; 2) a quantificagdo da contaminacdo por microplasticos em
uma praia do litoral gaucho; 3) a geracdo e avaliacdo da toxicidade de micro e
nanoplasticos em zebrafish (Danio rerio). Durante a etapa de revisdo, 90,9% das
publicacdes de estudos toxicoldgicos com nanoplasticos utilizaram o PS como
plastico a ser exposto aos organismos e a categoria de organismos mais estudados
foi Artropodes (19,5%). As categorias de toxicidade mais estudadas foram Estresse
Oxidativo, Sobrevivéncia/Letalidade e Biomassa e, de maneira geral, o0s
nanoplasticos apresentaram maior presenca de efeitos em relacdo aos
microplasticos. Em relacdo ao estudo da presenca de microplasticos na praia, foi
possivel verificar uma maior concentracao de microplasticos em locais proximos ao
Rio Mampituba em comparagdo aos outros pontos. Além disso, 0s principais tipos de
plasticos avaliados por pRaman foram o polietileno (PE), polipropileno (PP) e
poliamida (PA). Durante a etapa de geracao e exposicao de micro e nanoplasticos
em zebrafish, verificou-se que a maioria das particulas geradas apresentaram
dimensdes préximas de 80-90 nm, como indicaram as analises de Microscopia
Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG) e de Espalhamento

Dinamico de Luz (DLS), e essas aderiram ao cérion dos embrides.

Palavras-Chaves: litoral, microplasticos, nanoplésticos, polipropileno, zebrafish.



ABSTRACT

PELEGRINI, Kaué. Evaluation of the presence of microplastics on the
beach of Torres/RS, production and study of the toxicological effects of
micro/nanoparticles of polypropylene (PP) during the development of zebrafish
(Danio rerio). Porto Alegre. 2023. PhD Thesis. Graduation Program in Materials
Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO
GRANDE DO SUL.

Contamination of the environment by micro and nanoplastics is present in
virtually all environments, which is a possible threat to multiple organisms of fauna
and flora. However, data regarding the extent of this contamination on the Brazilian
coast, and its toxicity to organisms are still scarce. Thus, this work is divided into
three volumes, which present: 1) a review of the literature on toxicological effects
caused by micro and nanoplastics; 2) quantification of contamination by microplastics
on a beach on the coast of Rio Grande do Sul; 3) the generation and evaluation of
the toxicity of micro and nanoplastics in zebrafish (Danio rerio). During the review
step, 90.9% of the publications of toxicological studies with nanoplastics used PS as
the plastic to be exposed to organisms and the category of organisms most studied
was Arthropods (19.5%). The most tested toxicity categories were Oxidative Stress,
Survival/Lethality and Biomass and, in general, nanoplastics showed greater
presence of effects compared to microplastics. Regarding the study of the presence
of microplastics on the beach, it was possible to verify a higher concentration of
microplastics in places close to the Mampituba River compared to other sites. In
addition, the main types of plastics evaluated by pRaman were polyethylene (PE),
polypropylene (PP) and polyamide (PA). During the step of generation and exposure
of micro and nanoplastics in zebrafish, it was found that most of the generated
particles had dimensions close to 80-90 nm, as indicated by Field Emission Scanning
Electron Microscopy (FEG-SEM) analyses. and Dynamic Light Scattering (DLS), and

these adhered to the embryos' chorion.

Keywords: coastline, microplastics, nanoplastics, polypropylene, zebrafish



21

1. INTRODUCAO

A contaminagdo do meio ambiente por residuos solidos, entre eles os
plasticos, € um dos principais problemas ambientais da atualidade. Quando
dispostos de forma inadequada, esses residuos podem ser encaminhados até meios
aguaticos, tais como rios e oceanos, afetando, principalmente, os organismos ali
presentes. Esses residuos poliméricos podem ser ingeridos involuntariamente pelos
organismos, ou, dependendo dos tamanhos das particulas poliméricas, absorvidos
pela derme, podendo causar diversos efeitos, tais como estresse oxidativo, alteracdo
de expressdo génica, citotoxicidade, neurotoxicidade, entre outros efeitos

toxicoldgicos (Cheng et al., 2021; Missawi et al., 2020).

De acordo com a estimativa de Eriksen et al. (2014), cerca de 5,25 trilhdes de
particulas, pesando no total mais de 250.000 toneladas, estejam presentes na
superficie dos oceanos. Jambeck et al. (2015) estimaram que, no ano de 2010, entre
4,8 e 12,7 milhdes de toneladas de residuos poliméricos atingiram 0s oceanos.
Estima-se que 18% dos residuos poliméricos encontrados no ambiente marinho
sejam oriundos de atividades pesqueiras e sua geragdo se deve, principalmente, a
disposicéo inadequada de redes de pesca nos oceanos (Andrady, 2011). Entretanto,
segundo o mesmo autor, a maior parcela de geracdo de residuos nos ambientes
marinhos se deve ao transporte de residuos gerados em terra, incluindo os residuos

gerados nas praias, atingindo os oceanos.

De acordo com o relatério de Plastics Europe (2021), o setor com maior
demanda na producdo de polimeros sintéticos € o de embalagens plasticas, que
utiliza principalmente as polieolefinas, como polietileno e polipropileno. Isso se

reflete, invariavelmente, na presenca desses polimeros nos ambientes aquaticos,
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marinhos e costeiros. De acordo com Andrady (2011), os principais tipos de
polimeros encontrados nos ambientes marinhos sédo o polietiieno (PE) e o
polipropileno (PP) seguido do poliestireno (PS), politereftalato de etileno (PET),
policloreto de vinila (PVC) e da poliamida (Andrady, 2011).

Outra parcela significativa de residuo polimérico presente nos oceanos €
referente aos pellets de resinas virgem, que atingem 0s oceanos atraves de perdas
acidentais durante o seu transporte maritimo, ou pelo seu escoamento em inddstrias

de processamento de polimeros para os corpos hidricos.

Os residuos poliméricos presentes nos ambientes aquaticos, principalmente
fragmentos menores, devido a sua grande éarea superficial em relacdo ao seu
volume, sdo suscetiveis a contaminagdo por varios poluentes aquosos, incluindo
metais (Ashton, Holmes e Turner, 2010; Betts, 2008), produtos quimicos de
desregulacdo enddcrina (Ng e Obbard, 2006) e poluentes organicos persistentes
(POPs). Esses poluentes sdo normalmente encontrados em maiores concentracfes
nas camadas mais superficiais dos oceanos, onde 0s microplasticos de menores
densidades também sdo mais abundantes (Ng e Obbard, 2006; Rios, Moore e
Jones, 2007; Teuten et al.,, 2009). Os POPs podem ser divididos em dioxinas e
furanos, policlorobifenilos (PCBs) e pesticidas, tais como o dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT). Esses compostos sdo substancias quimicas lipofilicas estaveis
que se aderem e se concentram na superficie hidrofébica dos plasticos, com
concentragbes ambientais registradas na ordem de ppb (ng/g) — ppm (ug/g) (Barnes
et al., 2009; Teuten et al., 2007, 2009).

Durante a exposi¢do dos residuos poliméricos aos fatores ambientais, tais
como radiagcdo solar, ventos, entre outros, esses podem sofrer processos
degradativos, e assim serem reduzidos a particulas poliméricas na escala micro e
nanométrica, sendo conhecidas por micro/nanoplasticos. Essas particulas podem
ser ainda mais nocivas aos organismos em comparacao a fragmentos maiores, visto
gque essas conseguem atingir regibes inacessiveis para particulas maiores ou

mesmo serem consumidas, involuntariamente, por organismos menores.
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Nesse cenario, 0 polipropileno é um dos tipos de polimero mais utilizados no
mundo, visto a sua versatilidade nas aplicacdes, porém é também um dos polimeros
mais suscetiveis a degradacdo por radiacdo UV. Dessa forma, o polipropileno,
exposto ao ambiente, se torna uma ameaga aos organismos, principalmente
aquéaticos/costeiros, visto que a partir dele podem ser gerados microplasticos que
eventualmente atinjam os corpos hidricos, podendo ser absorvidos ou consumidos

pelos organismos, causando possiveis efeitos toxicoldgicos a esses.

A partir desse contexto, esse estudo visa realizar um estudo de reviséo sobre
diferentes fatores e aspectos da toxicidade causada por micro e nanoplasticos em
diferentes organismos; avaliar a presenca de microplasticos em uma praia de Torres,
municipio do litoral do Rio Grande do Sul; gerar micro/nanoplasticos de polipropileno
a partir de um polimero comercial, utilizando-se uma metodologia que simula fatores

ambientais; e avaliar a toxicidade destas particulas em zebrafish (Danio rerio).

A justificativa e importancia desse trabalho se deve ao fato de que ndo ha,
atualmente, na literatura um estudo que tenha coletado e compilado informacgdes de
forma sistemética sobre dimensfes, tipos e fontes de geracdo de micro e
nanoplasticos e seus potenciais efeitos toxicoldégicos em todos os tipos de
organismos com o intuito de apontar lacunas de informacdes. Além disso, apesar de
o Brasil ser um dos paises mais geradores de residuos poliméricos e o pais com
uma das maiores areas costeiras do mundo, ha pouca informacdo sobre as
quantidades e identificacdo de microplasticos nessas regides. Por fim, o
polipropileno, apesar de ser um dos polimeros mais utilizados no mundo, e,
consequentemente, um dos mais presentes dentro da esfera de contaminagao
plastica, apresenta uma escassez no que diz respeito aos estudos de avaliagdo dos
seus efeitos toxicos em organismos. Todas essas lacunas de informagdes tornam
esse estudo relevante, e os seus resultados importantes para compreender o

contexto atual da poluicéo polimérica e seus efeitos causados em organismos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é avaliar a contaminacao por microplasticos na

costa brasileira e seus potenciais efeitos toxicoldégicos em organismos.

2.1. Objetivos Especificos

° Desenvolver uma revisdo sistematica que engloba fatores como tamanho,
tipo, fontes de geracdo e potenciais efeitos toxicolégicos de micro e nanoplasticos
em diferentes organismos;

° Coletar, quantificar e identificar os microplasticos presentes na Praia Grande
no municipio de Torres/RS;

° Desenvolver e validar uma metodologia de geracdo de micro e nanoparticulas
de polipropileno a partir do plastico comercial, caracterizando-as pelas suas
propriedades térmicas, quimicas, morfoldgicas e fisicas;

° Avaliar os efeitos toxicolégicos em zebrafish expostos a micro e
nanoparticulas de polipropileno em relagéo a alteragédo da frequéncia de batimentos
cardiacos, movimento espontaneo, locomocgdo, taxa de eclosdo, sobrevida e

morfologia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Poluigéo plastica

Grande parcela dos polimeros sdo materiais de baixo custo, de facil
processamento, alta resisténcia, flexiveis e bioinertes, sendo utilizados em
praticamente todas as aplicacdes do cotidiano, desde utilidades domésticas até
componentes do ramo automotivo (Lebreton, Egger e Slat, 2019; Urban-
Malinga et al.,, 2020). A partir de suas excelentes propriedades e,
consequentemente, da sua vasta lista de aplicacbes, os polimeros sintéticos
passaram a se tornar materiais essenciais na nossa vida. De acordo com o
relatério anual da Plastics Europe (2021), foram produzidas cerca de 367
milhdes de toneladas de polimeros no ano de 2020. Devido as suas
caracteristicas, estima-se que essa demanda aumentara ainda mais, chegando
a dobrar a sua producdo em até 20 anos (Lebreton, Egger e Slat, 2019). O
setor em que ha a maior demanda na producdo de polimeros é o setor de
embalagens, que gera anualmente 146 milhdes de toneladas, sendo esse valor
referente a 40,5% da producéo total de polimeros sintéticos, seguido de outros
setores tais como 0s ramos de construcado civil, setor automotivo, entre outros

apontados na Figura 1.
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Figura 1: Principais setores na demanda da producao de polimeros
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Fonte: Adaptado de Plastics Europe (2021)

Entretanto, devido ao aumento na demanda por polimeros sintéticos, ha,
consequentemente, um aumento progressivo na geragdo de residuos
poliméricos. A geracao de residuos poliméricos mundial era de 120 milhdes de
toneladas no ano de 1990, entretanto, no ano de 2015, essa geracgao atingiu o
valor estimado de 381 milhdes de toneladas, ocorrendo um aumento de
217,5% (Ritchie e Roser, 2018). De acordo com as estimativas do estudo de
Jambeck et al. (2015), os Estados Unidos € o pais que mais gera residuos
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poliméricos, seguido da China e do Japé&o. O Brasil ocupa o quarto lugar dessa
lista, apesar de apresentar valor estimados menores do que Indonésia e Reino
Unido para residuos totais, ou seja, considerando todos os tipos de residuos e
ndo somente os poliméricos. A Figura 2 apresenta os dados da geracgdo diaria
de residuos totais e poliméricos pelos dez paises mais geradores do mundo

conforme o estudo de Jambeck et al. (2015).

Figura 2: Geragéao diaria de residuos totais e poliméricos pelos dez paises mais geradores do

mundo
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Fonte: Adaptado de Jambeck et al., 2015

Devido ao descarte indevido, as deficiéncias na gestao desses residuos,
a inércia da degradacdo dos polimeros, entre outros fatores, esses podem
permanecer no meio ambiente por muito tempo, podendo levar de 20 a 450
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anos para serem completamente degradados (Urban-Malinga et al., 2020;

Zaman e Newman, 2021).

Uma das solugBes propostas para se conter a poluicdo polimérica é a
utilizacdo de polimeros biodegradaveis (Filiciotto e Rothenberg, 2021; Rahman
e Bhoi, 2021). Os polimeros biodegradaveis fazem parte de um grupo maior,
que sdo os bioplasticos. Segundo a European Bioplastics (2016), séo
chamados de bioplasticos os polimeros com caracteristicas de biodegradacao
e/lou de base bioldgica. Os bioplasticos se degradam quase por completo em
180 dias em composteiras (Anderson e Shenkar, 2021; European Bioplastics,
2016). Entretanto, em outros ambientes, tais como o ambiente marinho, os
bioplasticos podem desempenhar papel semelhante aos polimeros derivados
do petréleo quando expostos em ambientes marinhos (Anderson e Shenkar,
2021).

3.2. Poluicao de residuos plasticos no ambiente costeiro e marinho

Um dos principais destinos dos residuos poliméricos sao os oceanos. De
acordo com Egger et al. (2020), a quantidade de residuos poliméricos que
atingem os oceanos anualmente € de alguns milhdes de toneladas. Andrady,
(2011) e Halle et al. (2017) apontam que a maior parcela de geracdo de
residuos nos ambientes marinhos se deve ao transporte de residuos gerados
em terra. Nessa linha, Meijer et al. (2021) comenta que essa fonte de geracédo
se deve principalmente a emisséo direta desses residuos em areas costeiras
ou por meio de transporte pelos rios. Esse segundo evento ocorre porque,
guando esses sdo descartados de maneira inadequada, os residuos
poliméricos podem ser carregados por ventos e chuvas aos corpos hidricos,

atingindo eventualmente os oceanos (Meijer et al., 2021).

De acordo com Lebreton et al. (2017), cerca de 1,15 a 2,41 milhdes de
toneladas de residuos poliméricos atingem o0s oceanos a partir de rios,

anualmente. Os dados dos principais rios que contribuem para o transporte de
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residuos poliméricos até os oceanos e suas respectivas quantidades foram

estudados por Lebreton et al. (2017) e estdo apresentados na Figura 3.

Figura 3: Principais rios que contribuem para o transporte de residuos poliméricos até os

oceanos e suas respectivas quantidades
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Fonte: Adaptado de Lebreton et al. (2017)

Também ja foi documentado que uma parcela significativa dos residuos
poliméricos pode atingir os oceanos por meio de eventos extremos, tais como
tempestades, inundacdes, ciclones e tsunamis (Eriksen, Thiel e Lebreton,
2016). Outra parcela significativa de residuo polimérico presente nos oceanos &
referente aos pellets de resinas virgem, que atingem os oceanos através de
perdas acidentais durante o seu transporte maritimo, ou pelo seu escoamento
em indastrias de processamento de polimeros para os corpos hidricos
(Andrady, 2011).
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A quantidade e massa de particulas poliméricas na superficie dos
oceanos é muito dificil de serem mensuradas e séo calculadas a partir de
estimativas em modelos matematicos. De acordo com o estudo de Eriksen,
Thiel e Lebreton (2016), estima-se que na superficie dos oceanos estejam
presentes, no minimo, 5,25 trilhdes de particulas poliméricas, pesando, no
total, 268.940 toneladas. Entretanto, o estudo de Sebille et al. (2015) estima
que a quantidade de particulas na superficie € maior, de 15-51 trilhdes, porém
a quantidade em massa seria menor, de 93 a 236 mil toneladas. Segundo
Stanton et al. (2021), a quantificacdo referente a estimativa quantitativa de
plasticos nos oceanos € um desafio e, de acordo com o0s autores, esse
impasse de valores reais do plastico em mar aberto pode estar relacionado
com a dificuldade e as diferentes formas de como essa quantificacdo €
realizada. Lebreton, Egger e Slat (2019) relataram a descricdo de ao menos
trés possiveis combinacfes para explicar tais variagdes. A primeira hipotese é
que a quantidade de plastico que entra nos oceanos pode ser superestimada,
as avaliacdes dos insumos sdo baseadas em dados estatisticos em escala
nacional sobre a geracdo de residuos municipais, nos quais apenas uma
pequena fragdo chega aos oceanos. A segunda hipétese é que a massa
plastica total flutuante encontrada na superficie dos oceanos, também pode
estar superestimada. Geralmente as concentracdes de plastico flutuante séo
monitoradas por meio de redes de Neuston e os dados adquiridos sdo
acoplados aos modelos de dispersédo global para entdo avaliar a massa total
dos residuos plasticos encontrados na superficie dos oceanos. E a terceira
hipotese é que os plasticos flutuantes encontrados na superficie do mar podem
sofrer incrustacbes e, consequentemente, perder a sua flutuabilidade. Com o
aumento da densidade os residuos plasticos flutuantes sdo entdo

transportados para as profundezas marinhas.

Ao atingirem 0s oceanos, 0s polimeros podem ser encaminhados para
zonas de acumulo de residuos poliméricos presentes nos giros subtropicais
dos oceanos. Essas zonas de acumulo sdo causadas por movimentacdes de

agua superficiais causadas pelo vento, a partir do modelo de transporte de
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Ekman, resultando em campos rotacionais que encaminham os residuos
flutuantes para seu centro (Sebille, England e Froyland, 2012). A maior zona de
acumulo de residuos poliméricos nos oceanos é conhecida por “The Great
Pacific Garbage Patch (GPGP)” e essa € localizada entre a Califérnia e o
Havai. De acordo com (Lebreton et al., 2018), a area estimada da GPGP tem
1,6 milhdes km?, que é trés vezes o tamanho da Franca. Além disso, segundo
0S mesmos autores, levando em consideragdao somente a parte mais densa de
residuos, ou seja, 0o seu centro, a GPGP apresenta uma massa de 80.000

toneladas de residuos poliméricos.

E importante destacar que, de acordo com as projecdes do estudo
de (Lebreton, Egger e Slat, 2019), se as entradas de residuos poliméricos nos
oceanos fossem zeradas a partir de 2020, ocorreria uma redugdo progressiva
da quantidade de macroplasticos nesses ambientes. Porém nesse mesmo
cenario, em se tratando de microplasticos, o seu crescimento, apesar de
desacelerado, ainda ocorre, pelo menos até 2050, principalmente devido a sua
geracao a partir dos macroplasticos ja existentes no meio ambiente.

3.3. Micro e nanoplasticos

Micro e nanoplasticos sao particulas poliméricas, sendo a sua principal
diferenca a escala em que suas dimensfes se encontram. Entretanto, tanto os
microplasticos quanto os nanoplasticos apresentam divergéncias na definicdo
das dimensdes das particulas que as definem pela comunidade cientifica.
Microplasticos, por exemplo, apresentam suas dimensodes definidas entre 1 pm
e 5 mm por alguns autores (Hamra e Patria, 2019; Wang et al., 2021), e < 5
mm por outros autores (He et al., 2019; Rillig e Lehmann, 2020). No caso de
nanoplasticos, alguns autores apontam que a definicdo de nanoplasticos deve
ser baseada na definicdo de nanomateriais, ou seja, com pelo menos uma de
suas dimensdes dentro da faixa de 1-100 nm (Briffa e Neira, 2021). Entretanto,

alguns autores consideram toda a faixa de nandmetros, ou seja, de 1-1000 nm
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(Costa, et al., 2016; Gigault, Baudrimont e Pascal, 2018; Schwaferts et al.,
2019a). Tanto micro quanto nanoplasticos vém sendo estudados nos ultimos
anos, principalmente, em funcdo da preocupacao de que esses podem afetar
negativamente organismos e microrganismos que 0s ingerem ou 0s absorvem

de alguma maneira.

Microplasticos foram encontrados nos oceanos e dentro de organismos
em diversos estudos (Fang et al., 2018; Ribeiro et al., 2019; Suaria et al., 2020;
Zhang, X. et al.,, 2021). De acordo com Andrady (2011), a origem desses
microplasticos pode ocorrer a partir de duas geracdes distintas: a) geracdo
primaria: pela introducdo direta a partir de um processo de lixiviacdo e b)
geracdo secundaria: pela fragmentacdo de particulas maiores, tais como
mesoparticulas (particulas do tamanho de pellets) e macroparticulas (particulas
até 10-15 cm) de residuos poliméricos devido a degradacédo sofrida pelo

ambiente.

3.3.1. Geragao primaria

Em relacdo a geracdo primaria, Fendall e Sewell (2009) apontam a
ocorréncia do processo de lixiviacdo de micro e nanoparticulas presentes,
tipicamente, em produtos cosméticos, e Andrady (2011) aponta a ocorréncia
desse processo em lixas e abrasivos industriais. Os microplasticos usados em
esfoliantes de limpeza de maos e esfoliantes faciais, substituiram ingredientes
naturais usados tradicionalmente, incluindo améndoas moidas, farinha de aveia
e pedra-pomes (Derraik, 2002; Fendall e Sewell, 2009). Tipicamente
comercializados e conhecidos como “microesferas” ou “microesfoliadores”,
estes microplasticos variam em forma, tamanho e composi¢éo, dependendo do
produto (Fendall e Sewell, 2009). De acordo com Anagnosti et al. (2021), mais
de 90% das microesferas em cosméticos apresentam uma composicao de
polietileno (PE), mas ja foram observados outros tipos de polimeros também,
como o polipropileno (PP), polimetiimetacrilato (PMMA), poliestireno (PS) e

também o politereftalato de etileno (PET). O mesmo estudo apontou também a
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existéncia de nanoparticulas poliméricas em esfoliantes, mesmo que essas nao
cumpram a funcéo de esfoliacdo devido ao seu tamanho reduzido. Segundo os
autores, a presenca dessas hanoparticulas nesses produtos ndo € intencional e
podem ter sido geradas a partir da degradagdo das microparticulas durante a

sua preparacao.

Um estudo conduzido por Rodriguez-Hernandez et al. (2020) apresenta
a possivel geracdo de residuos de nanoplasticos fazendo-se uso de
impressoras 3D. De acordo com os autores, iSso ocorre na etapa de limpeza
com alcool no final do procedimento de utilizacdo deste equipamento,
originando pequenas particulas de polimero. Segundo os autores, particulas de
tamanho nanométrico podem ser geradas quando o residuo é exposto a luz
solar apoés sua dissolugédo em alcool.

O estudo de Shruti, Pérez-Guevara e Kutralam-Muniasamy (2020)
aponta a presenca de microplasticos em bebedouros publicos na Cidade do
México. Microplasticos foram detectados em todas as amostras analisadas e
suas dimensdes mais comuns variaram entre 0,1 e 1 mm. Segundo os autores,
€ possivel que uma das contribuicdes para a presenca desses microplasticos
nessas aguas esteja relacionada ao descarte de efluentes contaminados por

essas particulas.

3.3.2. Geracgdo secundaria

Em relacdo a geracdo secundaria de micro e nanoplasticos, ela ocorre a
partir da fragmentacdo de particulas maiores de plasticos, fibras e espumas.
(Chang et al., 2020; Rios Mendoza, Karapanagioti e Alvarez, 2018). Andrady
(2011) aponta que essa geracgao ocorre principalmente a partir do intemperismo
sofrido por mesoplasticos e fragmentos maiores de residuos poliméricos
presentes nos ambientes costeiros. Ryan et al. (2009) e Thompson (2004)
apontam que essa fragmentacdo pode ocorrer tanto no mar, como em terra. A

combinacdo de processos quimicos, fisicos e biolégicos ao longo do tempo
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reduz a integridade estrutural de residuos poliméricos resultando na sua

fragmentacao (Browne, Galloway e Thompson, 2007).

Segundo Jeong e Choi (2019), residuos poliméricos podem se degradar
gerando microparticulas poliméricas no ambiente marinho a partir de exposicéo
a radiacdo UV e abrasdo mecanica. Apés periodos longos, a exposicdo a
radiacdo UV pode resultar na fotodegradacdo de polimeros, visto que a
radiacdo solar combinada com a presenca de oxigénio pode causar oxidagao
na matriz polimérica, acarretando na cisdo das cadeias do polimero (Andrady,
2011; Barnes et al., 2009; Browne, Galloway e Thompson, 2007; Moore, 2008;
Rios, Moore e Jones, 2007). Essa degradacdo oxidativa nos polimeros pode
gerar em sua superficie uma camada fragil, quebradica com desenvolvimento

de fissuras.

As microparticulas poliméricas (microplasticos) podem ser derivados
dessas superficies frageis degradadas, visto que essas superficies sdo
suscetiveis a fraturas por estresse induzido pela umidade, diferencas de
temperatura e abrasdo por grédos de areia nas praias (Andrady, 2011). A
geracdo dessas microfissuras na superficie foi observada, principalmente, no
polietileno de alta densidade (PEAD) (Chaochanchaikul et al.,, 2012; Umar,
Zainudin e Sapuan, 2012), polietileno de baixa densidade (PEBD) (Kupper et
al., 2004; Ranjan e Goel, 2019; Tavares et al., 2003), e polipropileno (PP)
(Badji et al., 2017; Nakatani, Kyan e Muraoka, 2020; Yakimets, Lai e Guigon,
2004) que sao os polimeros com maior demanda mundial, de acordo com
Plastics Europe (2021).

Consistentemente com essas informacgdes, também foram observadas
microfissuras em detritos mesoplasticos coletados em praias no Havai. (Cooper
e Corcoran, 2010). Além disso, Andrady (2011) aponta que uma amostra de
corda de polipropileno que havia permanecido em um pier por varios anos, ao
enxaguada com A&gua destilada, lixiviava grandes quantidades de

microplasticos.
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Entretanto, o intemperismo, e, consequentemente, a degradacéo sofrida
pelos residuos poliméricos é diferente se estes estiverem presentes na areia da
praia, na superficie ou no fundo das aguas. De acordo com Andrady (2011),
devido ao baixo valor do calor especifico da areia (664 J/kg.°C), os residuos
poliméricos presentes na areia podem chegar a temperaturas mais elevadas do
que nas aguas marinhas (3850 J/kg.°C), chegando a 40 °C ou mais,
dependendo da cor do pigmento do polimero. Esse fendmeno auxilia a
aceleracdo da degradacéo foto-oxidativa e, consequentemente, na geracéo de
microfragmentos a partir de fragmentos maiores. As condicdes de temperaturas
mais baixas, e menor disponibilidade de oxigénio no ambiente marinho, tornam
0 processo de foto-oxidacdo causado pelo ambiente marinho mais brando.
Entretanto, nas praias os fragmentos poliméricos possuem uma maior
disponibilidade de oxigénio e exposicao direta a radiacdo UV, fazendo com que
sua fotodegradacdo nesse ambiente seja potencializada, causando
fragilizacdo, fissuras e amarelecimento nas amostras poliméricas (Andrady,
2011; Barnes et al., 2009; Moore, 2008).

A partir da perda de integridade estrutural, os polimeros se tornam ainda
mais suscetiveis a fragmentacéo por abrasdo, acdes das ondas e turbuléncias
(Barnes, et al., 2009; Browne, Galloway e Thompson, 2007). Esse processo €
constante, fazendo com que os fragmentos poliméricos se tornem cada vez
menores, atingindo a escala micro (Fendall e Sewell, 2009; Rios, Moore e
Jones, 2007; Ryan et al., 2009). Além disso, no ano de 2016, Gigault et al.
(2016), apresentou o primeiro estudo comprovando a presenca de
nanoparticulas poliméricas na agua, geradas a partir da degradacdo foto-

oxidativa.

3.3.2.1. Degradacéo e geracao de microplasticos de

polipropileno

Um dos principais tipos de degradacdo do polipropileno € a

fotodegradacdo, ou foto-oxidagdo. Isso porque essa ocorre durante a
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exposicao do material a radiacdo ultravioleta, em um ambiente com a presenca
de oxigénio. O processo de fotodegradacdo € um processo considerado auto-
catalitico, apresentando trés etapas: iniciagdo, propagacdo e terminacdo (De
Paoli, 2008). A etapa de iniciacdo do processo de fotodegradacdo ocorre a
partir de falhas nas cadeias poliméricas ou possiveis contaminacfes geradas a
partir do processo de polimerizacdo do polimero. Nessa etapa, as cadeias
poliméricas do PP reagem com 0 oxigénio presente no ambiente, e essa
reagdo acarreta, no primeiro momento, na geragdo de radicais livres. Esses
radicais se combinam com as moléculas de oxigénio no ambiente, gerando
novos radicais livres altamente reativos, as peroxilas. Os radicais peroxilas
podem ser formados tanto no meio quanto nas extremidades das cadeias, e
esses reagem com outras moléculas na cadeia polimérica, abstraindo atomos
de hidrogénio, formando hidroperdoxidos e novos macroradicais alquilas. Os
hidroperdxidos, por sua vez, podem se decompor, gerando novos radicais
livres altamente reativos, as alcoxilas e hidroxilas. O radical alcoxila pode reagir
com outra molécula da cadeia do polimero, formando um novo radical alquila e
um grupo alcool, enquanto o radical hidroxila também pode reagir com uma
molécula da cadeia polimérica, gerando um radical alquila e agua (De Paoli,
2008). A terminacdo desse ciclo, chamado de auto-oxidagdo, ocorre,
principalmente, quando dois radicais se recombinam. As etapas do processo

de fotodegradacéao de poliolefinas estdo apresentadas na Figura 4.
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Figura 4: Etapas do processo de fotodegradacao de poliolefinas
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Durante o processo de fotodegradacdo, originam-se principalmente
grupos contendo a ligacdo dupla C=0, conhecida como carbonila (Grause et
al., 2020). Ao longo da exposicdo aos raios ultravioletas, essas carbonilas
podem sofrer reacdes de Norrish do tipo | e Il, apresentadas na Figura 5, que
podem acarretar no processo de cisdo de cadeia do polipropileno (De Paoli,
2008). A cisdo de cadeia é favorecida no caso do polipropileno, por esse
apresentar carbonos terciarios a cada unidade repetitiva de sua estrutura, visto
gque esses apresentam ligacdes C-H com energias de ligagdo mais baixa do
gue nos atomos de carbono secundarios. Esse processo de cisdo de cadeia

acarreta, principalmente, uma reducéo na massa molar do polimero.
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Figura 5: Reacdes de Norrish do tipo 1 e Il
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Essa reducdo da massa molar do polipropileno, decorrente
principalmente de sua exposicdo a radiacdo UV, propicia a formacdo de
microparticulas. De acordo com o estudo de Song et al. (2017), o polipropileno
torna-se suscetivel a geracdo de microparticulas quando exposto
preliminarmente a radiacdo UV e em seguida a abrasdo mecanica. Huber et al.
(2022) avaliaram a formacao de microplasticos a partir da exposicao de filmes
de polipropileno a radiacdo UV e constatou que, dependendo da intensidade da
radiacdo solar e temperatura, essas particulas podem comecar a ser geradas

em um periodo entre 9 e 38,4 meses.

3.3.3. Coleta e identificacdo de microplasticos em ambientes

costeiros

Grande parte das pesquisas que envolvem avaliar a poluicdo por
microplasticos € realizada a partir da coleta e identificacdo desses em
ambientes costeiros porque sao, em geral, os seus principais destinos. Para
iSS0, € necessario, primeiramente, fazer a escolha dos locais de amostragem.
De acordo com Besley et al. (2017), em seu artigo de revisao, o principal local
de coleta de microplasticos na costa das praias sao as linhas de maré alta, as
quais se encontram na interseccdo do terreno com a superficie da agua na
altura maxima atingida por uma maré crescente, normalmente apresentando

algas e outros materiais organicos em sua extensao. Outro local também onde
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sao coletados microplasticos em estudos é a zona entre-marés, que é uma
zona exposta ao ar durante a maré baixa e submersa durante a maré alta
(Besley et al., 2017).

7

Apls a acdo de coleta, € necessaria a realizacdo da extragdo dos
microplasticos, e essa ocorre principalmente de duas formas distintas: por
peneiramento ou por flotagdo, separando-se os sedimentos das particulas
poliméricas pelas suas diferencas de densidade (Besley et al., 2017). Esse
segundo processo € 0 mais comum e envolve a utilizacdo de solucdes para
efetuar a separacdo. Essas solu¢cdes podem ser solucdes salinas saturadas. O
método mais utilizado é o de separacdo por densidades utilizando-se,
normalmente, solucdes saturadas de cloreto de sédio (1,2 g/cm?), devido ao
seu baixo custo, € uma solucdo ambientalmente segura e prontamente
disponivel (Jung et al., 2021). Entretanto, segundo 0os mesmos autores, outras
solucdes com sais tais como politungstato (1,4 g/cm?3), iodeto de sédio (1,6-1,8

g/cm?3) e cloreto de zinco (1,5-1,7 g/cm?®) também podem ser utilizadas.

ApOGs a separacdo por densidade, os microplasticos sdo coletados no
sobrenadante das solucdes e realiza-se um processo de filtragdo. Devido aos
ambientes de coleta, € comum a existéncia de material organico aderido aos
microplasticos, ou presente no sobrenadante das solu¢cbes, sendo capturados
também no processo de filtracdo (Al-azzawi et al., 2020). Dessa forma, os
autores sugerem a remocdo desse material organico. Para isso, existem
diversos métodos que podem ser utilizados: digestdo oxidativa utilizando-se
peréxido de hidrogénio, reacdo de Fenton, tratamentos alcalinos ou &cidos,
entre outros. De acordo com Al-azzawi et al. (2020), a reacao de Fenton é uma
alternativa viavel porque é eficiente na remocdo do material orgéanico,
necessitando-se menos tempo de reacdo em relacdo ao uso exclusivo do
peréxido de hidrogénio, e causa impactos minimos aos microplasticos,

diferentemente dos tratamentos alcalinos e acidos.

A partir dessa etapa, apesar de ainda existirem pequenas particulas de

areia e/ou sal na amostra, é possivel identificar alguns microplasticos em um
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estereoscopio binocular. Entretanto, a fim de se quantificar as particulas
poliméricas de maneira mais precisa, 0s estudos mais recentes tém utilizado
microscopia de fluorescéncia (Meyers et al., 2022; Scircle et al., 2020; Shruti et
al., 2022), que a partir da qual sdo evidenciadas as microparticulas, mesmo as
que seriam mais dificeis de se enxergar com o0 estereoscopio binocular. Os
diferentes microplasticos fluorescem ou nédo, dependendo, principalmente, do
seu tipo e do comprimento de onda da luz incidida sobre eles (Prata et al.,
2019). Entretanto, é possivel utilizar um fluoroforo para marcar microplasticos,
e assim otimizar a sua quantificagdo na microscopia de fluorescéncia,
reduzindo subnotificacdes. O Vermelho de Nilo € um fluoréforo muito utilizado
para a deteccéo de lipidios e proteinas, mas, recentemente, ele tem sido muito
utilizado na marcacdo de polimeros também, visto que ele tem apresentado
resultados muito satisfatérios em estudos de quantificacdo de microplasticos
(Shruti et al., 2022).

3.3.4. Toxicidade de micro e nanopléasticos

A toxicidade causada por particulas poliméricas a organismos vivos é
uma area que tem sido bastante explorada na pesquisa atualmente por estar
diretamente atrelada a descoberta da presenca de micro e nanoplasticos em
diversos ambientes (Davranche et al., 2020; Materic et al., 2020; Wahl et al.,
2021).

Devido a diversos fatores, tais como suas dimensdes, micro e
nanoplasticos podem ser ingeridos, acidentalmente, por diversos organismos,
tais como peixes, mamiferos, répteis, crustaceos, entre outros, causando
diversos efeitos toxicoldgicos (Barnes et al., 2009; Halle, Ter et al., 2017;
Mueller et al., 2020). Aléem disso, esses efeitos podem ser potencializados
devido a ades&do de componentes, tais como metais pesados e componentes
organicos de alto peso molecular, a esses polimeros (Teuten et al., 2009;
Zhang et al., 2020).
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A toxicidade de micro e nanoplasticos ocorre tanto em organismos mais
simples como em organismos mais complexos. Machado et al. (2020) aponta
que micro e nanoparticulas de PE causaram alteracbes na viabilidade e
morfologia de células de cianobactérias. Li et al., (2020) e Lin et al. (2020) em
seus estudos verificaram, dentre outros efeitos, a alteracdo da comunidade
microbiana e de suas funcdes, como por exemplo na taxa de reducdo de
poluentes organicos, quando exposta a microplasticos. Gomes, Almeida e
Georgantzopoulou (2020) apontaram a ocorréncia da alteracdo de células
viaveis, concentracdo de clorofila, estresse oxidativo, entre outros efeitos
guando algas foram expostas a nanoparticulas de poliestireno. Zhu et al.
(2020) também avaliaram a toxicidade de polimeros em algas e apontaram que
microparticulas de PVC causaram inibicdo do crescimento desses organismos.
Baeza et al. (2020) expuseram vermes a microparticulas de PET, PE, PP e PS
e observaram a ocorréncia de danos fisicos, alteracdo na mucosa,
queimaduras e lesdes no corpo, entre outros efeitos. Donovan et al. (2020)
apontaram a ocorréncia de danos ao DNA, alteracdo em atividades
antioxidantes, neurotoxicidade, estresse oxidativo, entre outros efeitos em
moluscos quando expostos a microparticulas de PE. Xu et al. (2020)
expuseram uma espécie de artropode a nanoparticulas de PS e verificaram
que essas causaram mortalidade, bem como alteracdo na quantidade de
recém-nascidos, alteracdo no tamanho do corpo e na frequéncia cardiaca. No
estudo de Shi et al. (2020) e no estudo de Guimaraes et al. (2021), peixes
expostos a microparticulas de PS apresentaram alteragcdes no metabolismo
bem como a ocorréncia de neurotoxicidade. De acordo com Araujo et al.
(2020), microparticulas de PE apresentaram alteracdes na locomocédo e na
resposta anti-predador de ras. Tan et al. (2020) verificaram a reducdo de
viabilidade e danos na membrana celular e dano lisossomal em ratos quanto
expostos a nanoplasticos de PS. Por fim, em humanos, Wang et al. (2020)
apontaram que a exposicdo de células humanas a microparticulas de PS
podem sofrer reducdes da viabilidade celular, estresse oxidativo e

despolarizacdo da membrana celular.
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Com o intuito de compreender os principais efeitos toxicoldgicos
causados por micro e nanoplasticos a diferentes organismos, bem como avaliar
a situacao de contaminacdo plastica na costa do pais, esse trabalho foi dividido
em trés volumes. O primeiro volume apresenta a realizagcdo de um estudo de
revisao bibliografica sistematica qualitativa avaliando-se os fatores envolvidos,
tais como tamanho, tipo e fonte de geracao das particulas expostas, classes de
organismos teste bem como os efeitos toxicolégicos causados a esses. O
segundo volume apresenta a avaliagdo da contaminacao por microplasticos de
uma praia do litoral do Rio Grande do Sul. Por fim, o terceiro volume apresenta
o desenvolvimento de uma metodologia para geracdo de micro e nanoplasticos
de polipropileno (PP) a partir de um material comercial bem como a avaliagcédo
da sua toxicidade quando em contato com embrides de zebrafish.

3.4. Zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish (Danio rerio) € um peixe de agua doce, com diversas
homologias em relacdo a outras espécies de vertebrados em termos de
genoma, padrbes cerebrais e estrutura e funcdo dos sistemas neurais e
fisiolégicos (Chen et al., 2017). Esses organismos tém tempos de geracao
curtos de aproximadamente 3 a 5 meses e se desenvolvem rapidamente,
sendo que um embrido de um dia de vida j4 apresenta todos os tecidos e
muitos precursores de érgdos formados, como por exemplo, coracao pulsante,

sangue circulante, sistema nervoso, olhos e ouvidos (Sumanas et. al, 2004).

Spitsbergen & Kent (2003) apontam que outras vantagens de se utilizar
0 zebrafish como organismo modelo sdo os baixos custos de criacdo e a
fertilizacdo e desenvolvimento externos, facilitando o acesso para observacao e
manipulagdo de embrides em desenvolvimento. Isso porque as larvas néo
necessitam de alimentacdo nos primeiros sete dias visto que essas obtém os
nutrientes necessarios a partir do saco vitelino, tornando possivel uma

abordagem mais econbmica para estudar os efeitos potencialmente téxicos de
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contaminantes ambientais durante o seu desenvolvimento inicial (Bhagat et al.,
2020). Além disso, a transparéncia dos embrides e larvas oferece uma enorme
vantagem para visualizacdo e avaliacdo da sua interacdo com MPs/NPs com
marcacao fluorescente (Bhagat et al., 2020).
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VOLUME I:

ESTUDO DE REVISAO SOBRE TAMANHO, TIPO, FONTE DE GERACAO E
DOS EFEITOS TOXICOLOGICOS DE MICRO E NANOPLASTICOS EM
DIFERENTES ORGANISMOS
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS DO VOLUME |

° Desenvolver um estudo de revisdo compilando informacdes a respeito
da toxicidade causada a diferentes organismos expostos a micro e
nanoplasticos;

° A partir de uma revisdo da literatura, avaliar diferentes fatores na
toxicidade causada a diferentes organismos, tais como tipo de plastico, fonte
de geracdo e dimensdo das particulas utilizadas, bem como as classes e
organismos expostos;

° Avaliar os principais efeitos toxicos e implicacbes causadas a
organismos zebrafish (Danio rerio) quando expostos a micro e nanoplasticos.
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5. METODOLOGIA

Este estudo foi realizado com base nas buscas de artigos cientificos na
plataforma Scopus utilizando-se as palavras-chave "microplastics” OR
"nanoplastics” AND "toxicity" publicados até 31 de dezembro de 2021. A busca
retornou um total de 1033 artigos publicados, entretanto, para que as
informagdes presentes nos artigos fossem coletadas de maneira padronizada,
essa selecédo foi filtrada para refinamento e padronizacdo dos dados sob os
seguintes critérios de exclusao: 1) artigos de revisdo, por ndo realizarem testes
de exposicao; 2) publicacbes sem ensaios de toxicidade; 3) publicagcdes com
informacdes incompletas, incluindo o tipo de polimero utilizado, tamanho da
particula, fonte de obtencao da particula ou organismo teste estudado. A Figura
6 apresenta um esquema com a metodologia aplicada para pesquisa,

refinamento e andlise de dados.
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Figura 6: Metodologia aplicada para pesquisa, refinamento e analise de dados do estudo de

revisao
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A partir da aplicagdo dos critérios de exclusdo foi possivel filtrar as
publicacdes, obtendo-se os artigos cientificos elegiveis para avaliacdo. Dentre
as 1033 publicacbes, 280 artigos (27,1%) foram enquadrados como artigos de
revisdo, 77 (7,5%) nado realizaram ensaios de toxicidade e 61 (5,9%)
apresentaram informacdes incompletas, totalizando 615 (59,5%) o numero de

artigos cientificos elegiveis para avaliacdo (Figura 7).
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Figura 7: Resultado do processo de aplicacédo dos critérios de exclusédo dos artigos cientificos
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Visto que alguns desses estudos utilizaram mais do que um tipo e/ou
escala de tamanhos de particulas e/ou organismos expostos, esses foram
divididos em varios estudos, contabilizando cada condicdo de exposicdo de
forma independente como apresenta o exemplo na Tabela 1. Nessa tabela
apresenta-se um exemplo de como foram categorizados o0s parametros

avaliados nessa etapa de revisao bibliografica.

Tabela 1: Exemplo de categorizacdo dos parametros avaliados na revisao bibliogréafica

Categoria ; ~
N° Nome artigo ‘Nor'n‘e do Escala | Tamanho T|pp do Concentragao Tempo cje Obtenf;ao das
cientifico . polimero exposicdo particulas
organismo
) . 3,125; 6,25;
Artigo Danio . 20 e i id .
1 Exemplo A rerio Peixes Nano 500nm PS 12,5; 25; 50 96h Comercial
mg/L
Artigo Lumbricus . . 0
2 Exemplo B terrestris Vermes Micro 250um PS 2,5;5e 7% wiw 48h Moagem
3 Artigo Lumbnc_us Vermes Micro 250um PP 2,5;5e 7% wiw 48h Moagem
Exemplo B terrestris
4 Artigo Lumbngus Vermes Micro 250um PE 2,5;5e 7% wiw 48h Moagem
Exemplo B terrestris
5 Artigo Lumbricus | y/ormes | Micro | 250um PET 25:5e 7% wiw 48h Moagem
Exemplo B terrestris
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A categorizacdo do conjunto de dados foi realizada distribuindo os
polimeros por tipo: polietiieno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS),
policloreto de vinila (PVC), polietileno tereftalato (PET) ou 'outros', que incluiam
os demais polimeros, como PLA, PA, PHB, PU, entre outros nao listados. Para
o tamanho das particulas poliméricas, a nanoescala foi considerada entre 0 a
1000 nm (Gigault et al., 2018; Schwaferts et al., 2019) e a microescala entre 1
pm e 5 mm (Al Hamra e Patria, 2019; C. Wang et al., 2021). A fonte de geragcao
das particulas foi diferenciada em ‘comercial’, sendo o caso de particulas
obtidas comercialmente e expostas a organismos sem a necessidade de outros
processos de reducdo de dimensbes; ‘lab’, quando as particulas foram
sintetizadas em laboratério, ou amostras comerciais que sofreram processos
de transformagédo, como por exemplo moagem, cortes, abraséo, entre outros; e
‘ambiente’, situacdo em que as particulas expostas aos organismos sao
provenientes de coletas do meio ambiente, como por exemplo rios e mar.
Quanto a avaliacdo da toxicidade, os organismos de teste foram separados
pelas seguintes categorias: ‘artropodes’, 'peixes', ‘'algas', 'moluscos’,
'microrganismos’, ‘'vermes', 'células humanas', 'mamiferos’ e ‘outros. A
categoria ‘células humanas’ foi separada da categoria ‘mamiferos’

principalmente porque refletia apenas protocolos in vitro.

Para avaliar a ampla gama de efeitos toxicos causados ou ndo aos
diferentes organismos ap0s exposicdo a micro e nanoplasticos, foi gerada a
Tabela 2, onde estéo apresentadas as categorias dos efeitos avaliadas e suas

respectivas descri¢oes.
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Tabela 2: Categorias dos efeitos avaliadas e suas respectivas descrices

Categorias Descricao
alteragdo de parametros fisicos do meio como pH e carbono
Abiético dissolvido, tratamento de efluentes, producéo de

antibiéticos, entre outros

Absorc¢éo/Bioacumulagéo

absorcéo, internalizagdo, ingestéo, acumulo e distribuicao

nos tecidos e absorcgédo de particulas

Comportamento

alteracdes comportamentais, locomog¢&o, movimentos

espontaneos, entre outros

Biomassa

massa corporal, peso, taxa de crescimento, curva de

crescimento

Citotoxicidade/Morte celular

apoptose, autofagia, necrose celular, citotoxicidade

Desenvolvimento

alteracdo de fatores de desenvolvimento do organismo,

como eclosao, batimento cardiaco, muda, entre outros

Alimentacao

mudanca no consumo de agua, alimentos e nutricao

Genotoxicidade

Mecanismos epigenéticos, danos no DNA

Hematologia

lesBes e alteracdes no sistema hematoldgico, hemogramas

bioguimicos

Histopatologia

alteracdes estruturais em tecidos/organelas, regeneracao,

calcificagado/branqueamento

Inflamacao/Imunidade

inflamacéo tecidual, resposta ou efeito imune/imune,

alteracdo nas defesas imunoldgicas

Metabolismo

respostas/vias metabdlicas, metabolémica, alteracdes
mitocondriais, teor de proteinas/carboidratos, lipidios, teor

de célcio
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Categorias Descricao

Microbiota diversidade, composicéo e estrutura bacteriana

alteracdes morfoldgicas, medidas morfométricas, medidas
Morfologia
biométricas, malformacdes

Neurotoxicidade neurodegeneracio, alteracdes na AChE®

defesas antioxidantes, alteracéo do balanco oxidativo,
Estresse Oxidativo
desequilibrio redox, ROS®

fertilidade, fecundacgéo, descendéncia, contagem de esperma,

Reproducéo/
qualidade do esperma, efeitos transgeracionais e multiplas
Transgenerational
geracgdes
Sobrevivéncia/Letalidade morte, EC50®), LC50¢4

perfil de proteina, ontologia genética, sequenciamento de
Transcriptoma/Proteoma
RNA

biotransformacéo de quimicos/pesticida, estresse quimico,
Xenobidtico
biodisponibilidade de metais

(1) Acetilcolinesterase; (2) Espécies Reativas ao Oxigénio; (3) Concentragao Efetiva Mediana; (4) Toxicidade Aguda.

A partir dessas informacbBes foi possivel realizar um compilado de
resultados com o intuito de compreender os principais efeitos conhecidos
causados por micro/nanoplasticos a diferentes organismos, e também quais os

gaps de informacdes na literatura.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Tipos de plasticos, dimensdes e fontes de geracéo

Visto que algumas das publicacdes relataram a exposi¢cdo de mais de
um tipo/tamanho de particula ou mais de um organismo, o total de 615
publicacbes resultou em 965 registros independentes de condicdes de
exposicdo. Desses registros, cerca de 69% utilizaram particulas poliméricas em
escala micrométrica durante os ensaios de exposicéo, enquanto 31% avaliaram

a toxicidade de particulas hanométricas.

Em relacdo aos estudos que utilizaram microplasticos, o PS foi o
polimero mais estudado, apresentado em 35% dos estudos, seguido de PE
(30%), 'Outros' (16,1%), PVC (8,5%), PET (5,4 %) e PP (5%) (Figura 8). Em
relacdo aos estudos com nanoplasticos, o PS foi novamente o principal
polimero utilizado nos estudos, estando presente em 90,9% dos estudos
avaliados, seguido por 'Outros' (6,1%), PE (12%), PET (0,7%) e PVC (0,3%)
(Figura 8). Essa diferenca significativa nos tipos de polimeros usados em micro
e nanoescala pode estar relacionada principalmente a dificuldade em
obter/produzir nanoparticulas de certos polimeros versus outros polimeros, por
exemplo, PS, que sao mais faceis de produzir em laboratério (Loos et al., 2014;
Shen et al., 2019). E notavel a reducéo da porcentagem dos outros polimeros
presentes nos estudos com nanoparticulas, em relacdo aos estudos com
microparticulas, chegando a ser nula a presencga do PP nos estudos de escala

nanomeétrica.
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Figura 8: Quantidade relativa de publicacdes para cada tipo de plastico em escala micro e

nanométrica
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Colocando esses resultados em perspectiva e comparando-0s com a
producdo mundial dos principais tipos de polimeros, como apresenta a Figura
9, foi possivel observar que a presenca dos polimeros utilizados nos artigos
publicados néo reflete, necessariamente, a porcentagem da sua producao
mundial. Outro ponto a ser destacado € que, apesar do PP ser o segundo
polimero mais produzido no mundo, é o que menos esta presente nos estudos
de toxicidade, em comparacdo com 0S outros quatro tipos de polimeros

presentes no grafico.
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Figura 9: Relacdo entre a producéo anual dos principais tipos de polimeros e a parcela de

artigos que estudaram sua toxicidade
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A Figura 10 apresenta a quantidade de publicacdbes com micro e
nanoplasticos divididos por tipo de plastico ao longo dos anos. Em relagdo aos
estudos com microparticulas, o PE foi o tipo de polimero mais estudado até
2019, quando o poliestireno o ultrapassou devido a um grande aumento de
estudos simultaneos empregando nanoparticulas de PS, que muitas vezes
também usam particulas micrométricas para fins comparativos. E possivel
apontar também que estudos com nanoplasticos utilizando-se a categoria
‘outros’ apresentou um ligeiro crescimento a partir de 2019. Entretanto os
outros polimeros ditos mais convencionais, tais como PE, PP, PET e PVC

ainda apresentam uma escassez de estudos na escala nanométrica.
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Figura 10: Quantidade absoluta de publicacdes com micro e nanoplasticos divididos por tipo de

plastico ao longo dos anos
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Em relacdo as dimensdes das particulas utilizadas para cada tipo de
plastico, é possivel identificar que o PS € o tipo de plastico que apresentou a
menor média em comparacao aos outros tipos (Figura 11). A explicacdo mais
provavel para esse fato € a de que as particulas de PS sdo mais facilmente

sintetizadas, em uma ampla gama de dimensdes, incluindo a escala
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nanometrica, e até mesmo com diferentes funcionalizac6es de superficie (Loos
et al., 2014). Embora o PET e o PE tenham apresentado alguma dispersdo na
escala de tamanho ao longo dos estudos, seus tamanhos médios se
aproximam dos outros dois polimeros estudados (PP e PVC), atingindo valores
entre 100-300 um. Também fica evidente que, com exceg¢ao do PS, todos os
polimeros apresentam deficiéncia em estudos com particulas abaixo de 1 um, e
especificamente para PP, abaixo de 10 um. Além disso, PE, PS e PVC tém
menos publicacdes sobre particulas maiores, como acima de 1 mm (Figura 11).

Figura 11: Proporcéo relativa das dimensdes das particulas por tipo de plastico
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A maioria dos polimeros empregados nos artigos cientificos foi adquirida
de fontes comerciais e, portanto, representam polimeros que podem ser
adquiridos comercialmente como micro/nanoparticulas, ou seja, sem processos
de transformac&o posteriores para redugdo de tamanho. O PS, PE e PVC
apresentaram uma maior parcela de estudos utilizando particulas comerciais
(Figura 12). Entretanto, estudos com PET empregaram extensivamente
particulas produzidas em laboratoério, nas quais as particulas poliméricas foram
adquiridas a partir da sintese ou obtidas comercialmente e depois submetidas a
processos laboratoriais, visando reduzir suas dimensfes, como moagem e/ou
exposicdo UV. Interessantemente, O PP apresentou um empate entre as
categorias ‘comercial’ e ‘lab’. E importante destacar que a categoria ‘ambiental’
ndo foi predominante para nenhum tipo de plastico, e inclusive, ndo foi

reportada para nenhum artigo utilizando-se PVC.

Os artigos incluidos na categoria ‘comercial’ geralmente empregavam
formas esféricas com baixa dispersdo de tamanhos, enquanto os artigos na
categoria 'laboratorio’ usavam tipicamente fragmentos obtidos por moagem
mecanica apresentando uma gama mais ampla de tamanhos de particulas. A
maioria das publicacdes com PET apresentaram a obtencéo de suas particulas
a partir da moagem de pedacos de garrafas PET, metodologia que apresenta
limitacbes na obtencdo de particulas menores, sendo essa a razdo mais
provavel para o tamanho médio das particulas de PET ser maior do que seus
pares (Figura 12). Em se tratando da categoria ‘ambiental’, essa se refere a
particulas poliméricas recuperadas de amostras ambientais, principalmente
agua, mas também solo ou mesmo dentro de organismos. Apesar de mais
realistas, estudos com particulas coletadas no meio ambiente tém mais
limitacbes comparativas, devido a grande variacdo de tamanhos de particulas,

tipos de plasticos, contaminantes, entre outros fatores.
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Figura 12: Quantidade relativa de publicacdes para cada forma de obtencéo de particulas para

cada tipo de plastico
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6.2. Organismos-teste e efeitos toxicos causados por micro e
nanoplasticos

A avaliacdo da toxicidade causada por particulas de plastico em
diferentes organismos pode ser muito complexa. Isso porque ela pode ser
influenciada por diversos fatores tais como formato, dimensdes, tipo de
plasticos, organismos expostos, concentracdo de particulas, entre outras
condicdes de exposicdo (Jiang et al., 2023; Rodrigues et al., 2023; Xia et al.,
2022).

Em se tratando dos formatos das particulas, microplasticos secundarios,
por exemplo, aquelas formadas principalmente a partir de processos
degradativos no meio ambiente, normalmente apresentam superficies

irregulares (Xia et al., 2022). Formatos aleatérios de particulas plasticas
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também séo obtidos a partir de processos como moagem com moinhos de
facas e bolas e moagem criogénica (Xu et al., 2022). No entanto, as particulas
de fontes comerciais geralmente consistem em particulas esféricas de tamanho
regular (Xu et al., 2022). Considerando relatos de que microparticulas nao-
esféricas e irregulares, como fragmentos e fibras, tém maior toxicidade em
organismos (Jung et al., 2021), era esperado observar uma frequéncia maior
da presenca de toxicidade em estudos que utilizaram particulas produzidas em
laboratério em comparacdo a particulas comerciais. No entanto, pelo menos
sob um numero relativo de publicacdes, ndo houve diferencas aparentes no
relato da toxicidade de particulas poliméricas de particulas de origem

‘comercial’ e 'lab' (Figura 13).
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Figura 13: Comparacao da toxicidade causada por diferentes dimensdes e diferentes formas

de obtencao das particulas poliméricas
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Em relacdo aos organismos estudados (Figura 14), os Artropodes
(19,5%) foram os principais organismos-teste empregados para avaliar a
toxicidade dos micro e nanoplasticos, seguidos por Peixes (19,4%), Algas
(11,6%), Moluscos (10,1%), Vermes (10%), Microrganismos (9,4%), Células
humanas (5,5%) e Mamiferos (4,5%). As demais publica¢gfes incluindo outros
organismos tais como reépteis, anfibios, plantas, entre outros, que nao
alcangcam mais de 3% individualmente constituem a categoria ‘Outros’. Essa
categoria representa 10% do conjunto total de dados analisados. Entre os

artrépodes, a Daphnia magna é o organismo mais estudado em testes de
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toxicidade visto que é considerado um organismo modelo para este tipo de
pesquisa (Cunningham et al., 2022; Trotter et al., 2021). Essa espécie esta
presente em 73 estudos, representando =39% dos relatos de artropodes e 8%
do total de publicacbes. Os peixes sdo o segundo grupo mais estudado, e o
zebrafish (Danio rerio) é a principal espécie de todo o conjunto de dados. Este
organismo esta presente em 45% das publicacbes que utilizaram peixes como
organismo de exposic¢ao e representa 9% do total de estudos, corroborando o
peixe-zebra como organismo modelo para avaliacdo de toxicidade ambiental.
Essa espécie € destaque em pesquisas de toxicidade visto que apresenta
facilidade de cultivo, rapido crescimento populacional e alta sensibilidade. Kim
et al.,, 2022). O zebrafish se desenvolve rapidamente, sendo que um embrido
de um dia de vida j& tem formado todos os tecidos e muitos precursores de
orgaos, como por exemplo, coracdo pulsante, sangue circulante, sistema
nervoso, olhos e ouvidos, sendo que todos podem ser observados prontamente

sob um simples microscépio para dissecacao (Sumanas, Lin e Lin, 2004).

Figura 14: Quantidade relativa de publicacdes para cada categoria de organismo

Qutros Daphnia
" 10% Artrépodes fmagna
Mamiferos 19 50 399
4.5%

g\

Células humanas
Qutros

5.5% -
artropodes
61%
Microrganismos
9.4%
Peixes ‘
Vermes 19.4%

10% Danio Qutros

rerio peixes

45% 55%

Moluscos Algas
10.1% 11.6%



62

Além dos organismos-teste, o tipo e o tamanho das particulas plasticas
sdo fatores que desempenham um papel na toxicidade (Verla et al.,, 2020;
Jeong et al., 2016; Bobori et al., 2022). Com o0 objetivo de investigar os
principais efeitos téxicos relatados nas publicacbes de artigos cientificos em
relacdo as exposi¢cdes a micro e nanoplasticos, foi desenvolvido um heatmap
com base no numero de publicacdes relatando a presenca ou auséncia de
cada categoria de efeito toxico presente na Tabela 2, para cada tipo de plastico
em escala micro e nanométrica (Figura 15). A partir do heatmap, é possivel
notar uma grande diferenca no numero de estudos empregando os diferentes
materiais. Apesar disso, ha uma predominancia da presenca de efeitos toxicos
para particulas micrométricas e nanomeétricas na maioria das categorias de
toxicidade. Também € possivel observar uma limitacdo (e em alguns casos a
inexisténcia) de dados combinando-se tipos de plastico com algumas
categorias de toxicidade, especialmente com as particulas em escala

nanomeétrica.
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Figura 15: Heatmap do namero de publicacdes e presenca de efeitos toxicoldégicos em cada

categoria
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Algumas categorias, tais como ‘Estresse oxidativo’, ‘Metabolismo’ e
‘Histopatologia’, apresentaram, em geral, a presenca de efeitos toxicoldgicos
combinada com um grande numero de publicacbes. Estudos que avaliaram a
‘Sobrevivéncia/Letalidade’ de organismos expostos a particulas poliméricas em

escala micrométrica relataram principalmente baixa toxicidade, o que nao foi
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observado para particulas nanométricas. Entretanto, ha uma limitacdo para
uma comparacdo mais robusta entre os efeitos das particulas micro e
nanomeétricas devido a diferenca significativa no nimero de publicacdes. Ao
analisar apenas o PS, polimero com um numero semelhante de publicacdes
para estudos micro (n=90) e nanométricos (n=68) & possivel observar uma
maior toxicidade das nanoparticulas comparacdo as microparticulas na
categoria 'Sobrevivéncia/Letalidade'. Esses dados estdo de acordo com a
sugestdo de que as particulas na escala hanométrica sdo mais toxicas do que
as particulas na escala micrométrica (Bobori et al., 2022; Jeong et al., 2016).
Além disso, os dados também corroboram que os diferentes tipos de polimeros
podem diferir em sua predominédncia de toxicidade (Zhu et al., 2019;
Zimmermann et al., 2020), conforme ilustrado em algumas categorias tais como

‘Comportamento’, 'Biomassa’ e "Xenobiético' (Figura 15).

6.3. Polietileno (PE)

O polietileno (PE) € um polimero sintético com diversas aplicacdes tais
como recipientes, frascos de distribuicdo, frascos de lavagem, tubos, sacolas
plasticas para componentes de computador e equipamentos de laboratério. O
PE € um dos polimeros mais produzidos no mundo e também o mais
frequentemente identificado como poluente nos oceanos (Beiras et al., 2018;
Mufiz-Gonzalez et al., 2021) e em aguas superficiais em geral (Barboza e
outros, 2020). Particulas de PE séo relevantes do ponto de vista de
contaminacdo devido a sua hidrofobicidade (devido a presenca de grupos -
CH2) e alto peso molecular, o que permite a adsor¢do de poluentes ambientais
(Castro et al., 2020). Além disso, o PE é suscetivel a foto-oxidacéo e, por isso,
aditivos como estabilizadores de UV séo frequentemente adicionados a sua

formulacédo (Beiras et al., 2018).

Apesar de ser o polimero mais produzido, o PE € o segundo plastico

mais estudado em termos de toxicidade a organismos, totalizando 207
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publicacdes. Particulas na escala micrométrica foram utilizadas em 97% dos
artigos estudados, enquanto apenas 3% usaram particulas nanométricas. Além
disso, os tamanhos de particula mais usados (73%) nos testes de exposicdo
foram entre 10—1000 ym. Os peixes foram os principais organismos de teste
usados para testar a toxicidade do PE (22%), seguidos pelos artropodes (20%).
As categorias de organismos menos utilizadas foram mamiferos (apenas 2%) e
células humanas (4%). A maioria dos estudos de PE empregou particulas
disponiveis comercialmente (70,1%), enquanto as produzidas em laboratério
representaram 25,8% e as particulas recuperadas no ambiente representaram

apenas 4,1%.

A exposicéo e toxicidade causada por particulas de PE sdo amplamente
difundidas na literatura, abrangendo todas as categorias de toxicidade deste
estudo. A categoria de toxicidade mais estudada para ambas as PE MPs foi
'sobrevivéncia/letalidade' (n=71), o que resultou na presenca de efeitos em
apenas 41% das publicacbes, seguida por 'estresse oxidativo' (n=62) e
'‘biomassa' (n=59), que apresentaram 80% e 46% de presenca de efeitos,
respectivamente. Além de 'biomassa’ e ‘'sobrevivéncia/letalidade', 'efeitos
xenobidticos' é a Unica categoria que mostrou menos presenca do que
auséncia de efeitos (43%, n=14). Todas as outras categorias de toxicidade

apresentaram uma predominancia na presenca de efeitos toxicologicos.

A Figura 16 apresenta a dispersdo da quantidade relativa de publicacdes
para cada classe de organismos levando em consideracdo as dimensdes das

particulas de PE utilizadas nos estudos.
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Figura 16: Dispersao da quantidade relativa de publicacbes para cada classe de organismos

levando em consideracdo as dimens@es das particulas de PE
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A partir da Figura 16, é possivel verificar alguns gaps de literatura no
que diz respeito a utilizacdo de particulas de PE em estudos de toxicidade. A
grande maioria dos estudos para todas as categorias de organismos utilizou
particulas, principalmente, nas faixas de tamanhos entre 10-1000 ym. Assim,
h& uma escassez de publicacbes que utilizem nanoparticulas, e em algumas
categorias de organismos, tais como mamiferos, algas, moluscos, vermes,
células humanas e outros publicagcbes com microplasticos com dimensdes de

1000 ym ou maiores.

6.4. Polipropileno (PP)
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O polipropileno (PP) é um dos polimeros sintéticos mais produzidos no
mundo, principalmente devido as suas propriedades e variedade de aplicacdes.
Ele pode ser utilizado em formato rigido, por inje¢do e sopro, ou ainda na forma
de fibras, filmes, tecidos, chapas, entre outros (Maddah, 2016). Apesar de ser
considerado um polimero duravel e material persistente, o PP é muito
suscetivel a degradacédo quando exposto a radiacdo UV (Lestari et al., 2022).
Essa degradacdo pode ser responsavel por alterar suas propriedades fisico-
quimicas, e o processo de intemperismo pode levar a modificacdo quimica da
superficie do polimero (Jeon et al., 2021; B. Li et al., 2021; K. Zhu et al., 2020).
Esse processo pode gerar grupos de acidos carboxilicos que podem ter
aumentar a afinidade de sua ligacdo a proteinas, o que pode afetar o
comportamento biolégico de organismos expostos a esses materiais (Pfleging
et al., 2009).

Embora o polipropileno seja o segundo polimero mais produzido e um
dos micropoluentes mais prevalentes no ecossistema aquatico, estudos de
toxicidade em organismos aquaticos e terrestres ainda sao escassos. Sob a
abordagem metodoldgica deste trabalho, foram identificadas somente 33
publicacdes que avaliaram a toxicidade do PP em organismos. Assim como o
PE, a maioria das particulas de PP usadas para exposi¢cao variou entre 10—
1000 pm (80%). Nao foram encontrados estudos de toxicidade com PP
nanomeétrico entre os artigos elegiveis deste estudo. Em relacdo aos
organismos-teste, artrépodes (30%), vermes (15%) e algas (15%) foram os
principais grupos analisados, enquanto apenas um relato utilizando mamiferos
e dois relatos utilizando moluscos e microrganismos foram identificados.
Curiosamente, as categorias ‘comercial’ e ‘laboratoriall como fontes de
particulas de PP apresentaram um numero equivalente de publicagbes (48,1%

cada) e apenas 3,8% foram da categoria ‘meio ambiente’.

‘Sobrevivéncia/letalidade, ‘estresse oxidativo’ e ‘biomassa’ foram as
categorias de toxicidade mais estudadas nos testes de exposi¢cao com PP, e os
efeitos toxicoldgicos estiveram presentes em 58%, 100% e 75% dos casos,
respectivamente. No entanto, além de 'sobrevivéncia/letalidade' (n = 12),
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nenhuma categoria apresentou pelo menos uma ddzia de estudos avaliando a
toxicidade do PP. lIsso indica uma limitacdo quantitativa em termos
comparativos com outros tipos de polimeros quanto aos efeitos toxicolégicos
causados.

A Figura 17 apresenta a dispersao da quantidade relativa de publicacdes
para cada classe de organismos levando em consideracdo as dimensdes das

particulas de PP utilizadas nos estudos.

Figura 17: Dispersao da quantidade relativa de publicacdes para cada classe de organismos

levando em consideracdo as dimensfes das particulas de PP
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A partir da Figura 17, é possivel verificar alguns gaps de literatura no
que diz respeito a utilizacdo de particulas de PP em estudos de toxicidade. H&

uma escassez de publicacdes que utilizem particulas de PP abaixo de 10 um.
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Além disso, algumas categorias de organismos apresentam uma escassez de
publicacdes para micro e nanoplasticos e maneiras geral, tais como peixes,

microrganismos, células humanas, mamiferos e outros.

6.5. Politereftalato de etileno (PET)

O politereftalato de etileno (PET) € um polimero termoplastico da familia
do poliéster e € utilizado, principalmente, na producdo de recipientes de
liquidos, bandejas de alimentos, roupas, aplicacfes de termoformagem, entre
outros (Palacios-Mateo et al., 2021; Sinha et al., 2010). E considerado um
material inerte com excelentes propriedades mecéanicas e termomecanicas
(Damayanti et al., 2021), inclusive sendo uma barreira eficaz para gases como
oxigénio e gas carbbdnico, sendo amplamente utilizado na fabricacdo de
garrafas de refrigerantes (Sinha et al., al., 2010). No entanto, apesar de ser um
material resistente as intempéries, o PET estd sujeito a fragmentacdes
causadas por degradacao, tais como foto-oxidacdo e hidrdlise (Gewert et al.,
2015) que sdo muito comuns em ambientes aquaticos, 0 que resulta em
rompimentos da cadeia polimérica, fenbmeno que acarreta na geracdo de MPs
(Arhant et al., 2019).

Em ambientes aquaticos, o PET é propenso a afundar devido a sua
densidade de 1,37 a 1,45 g/cm?® (Parolini et al., 2020). Como esses polimeros
sdo mais densos que a agua do mar, sdo mais comumente encontrados em
regibes bentbnicas (Woodall et al.,, 2014), embora alguns estudos também
mostrem a presenca de microparticulas de PET na superficie da agua
(Hendrickson et al., 2018; Suaria et al., 2016; S. Wang et al., 2020). A area e a
forma da superficie da particula, a turbuléncia da agua e a temperatura estéo
entre varios fatores que podem influenciar o comportamento do PET na agua
(Enders et al., 2015; Schwarz et al., 2019).
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Assim como no caso do PP, estudos com PET sdo escassos em
comparacao com outros tipos de plasticos. Foram identificadas 38 publicacbes
usando particulas de PET, das quais 95% usaram microparticulas e apenas 5%
usaram nanoparticulas. Um ponto interessante é que aproximadamente uma
em cada trés publicacdes usou particulas entre 1-5 mm, que séo consideradas
grandes MPs, e essas apresentaram, principalmente, origem laboratorial. Essa
categoria de geracdo de particulas representou 57,6% dos estudos com PET
ensaiadas e, geralmente, foram obtidas por trituracdo ou corte de garrafas
plasticas. Os principais organismos-teste expostos ao PET foram artropodes

(24%) e peixes (18%) e ndo foram encontrados estudos com mamiferos.

Em relagdo as categorias de toxicidade avaliadas nos estudos de PET, a
categoria ‘biomassa’ apresentou o maior numero de publicagbes (n = 16) e a
também a menor presenca de efeitos (25% dos estudos). Em comparagcdo com
outros tipos de plasticos, esta € a menor taxa de toxicidade entre todos os
materiais avaliados. No entanto, € impossivel afirmar que o PET apresenta
menor risco de alteracdo da biomassa, pois ainda ha uma limitacdo no niumero
de publicacdes, organismos expostos e concentracbes e tamanhos de

particulas em estudos de PET.

A Figura 18 apresenta a dispersdo da quantidade relativa de publicacdes
para cada classe de organismos levando em consideracdo as dimensdes das

particulas de PET utilizadas nos estudos.
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Figura 18: Dispersao da quantidade relativa de publicacbes para cada classe de organismos

levando em consideracao as dimens@es das particulas de PET
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A partir da Figura 18, é possivel verificar alguns gaps de literatura no
que diz respeito a utilizacdo de particulas de PET em estudos de toxicidade.
Em comparacdo ao PE e PP, o PET apresenta uma maior robustez de
publicacdes com particulas maiores. Entretanto, € possivel observar que ha
uma grande dispersdo das diferentes faixas de tamanhos estudadas para cada
categoria de organismo, sendo que algumas delas apresentam, principalmente,
estudos com particulas maiores, como por exemplo moluscos, vermes e algas,
e outras categorias com particulas menores, como por exemplo células
humanas. Além disso, verifica-se que a categoria de mamiferos nao

apresentou nenhum estudo com PET.
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6.6. Policloreto de vinila (PVC)

O policloreto de vinila (PVC) é atualmente o terceiro polimero sintético
de maior demanda mundial e sendo um termoplastico, o PVC pode ser fundido
e remodelado diversas vezes. Suas caracteristicas polares permitem a
incorporacao de varios aditivos, ampliando sua gama de aplicacdes, que inclui
a fabricacdo de tubos, cabos, embalagens de alimentos, téxteis e aplicacdes
médicas e industriais (Fernandez-Gonzélez et al., 2022; Patrick, 2004). Outros
usos comuns para o PVC incluem materiais de construcdo e aplicacfes que
requerem propriedades retardantes de chama (Engler, 2012; Levchik e Well,
2005).

Ftalatos, compostos de chumbo, compostos de organoestanho e
adipatos estdo entre os principais aditivos na composi¢cdo comercial do PVC
(Fernandez-Gonzalez et al., 2022a; Patrick, 2004). Como consequéncia das
altas taxas de aditivos presentes na composi¢ao de polimeros sintéticos, ja foi
relatada a lixiviacdo desses aditivos no meio ambiente por processos quimicos
e naturais (Chen et al., 2019; Dopico-Garcia et al., 2007; Meng et al., 2021),
eventualmente atingindo organismos e resultando em efeitos toxicos (Luo et al.,
2022; Sridharan et al., 2022).

Xia et al. (2022) destacam que o PVC ¢ facilmente fragmentado em
comparacao a outros termoplasticos e MPs de PVC ja foram encontrados em
diversos ambientes tais como solos de atividades agricolas, bem como aguas
marinhas e doces (Ding et al., 2020; Huang et al., 2021; Savoca et al., 2019).
Isso porque, apesar dos aditivos estabilizantes que podem retardar sua
degradacgéo, o PVC é extremamente suscetivel a fotodegradagéo e suas MPs
podem permanecer por periodos prolongados no ambiente (Fernandez-
Gonzélez et al., 2022).

O PVC é o terceiro tipo de plastico mais produzido e o terceiro mais
estudado em relacdo a toxicidade causada por suas particulas, totalizando 58

trabalhos. Dentre estes, apenas um estudo relatou o efeito de nanoparticulas.
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Assim como o PE e PP, a maioria dos estudos empregou particulas de PVC
entre 10-1000um (72%). Entretanto, diferentemente de outros plasticos, as
algas (26%) foram os principais organismos de teste, seguidas por artropodes
(17%) e peixes (17%). Os organismos menos estudados foram moluscos (3%)
e células humanas (3%), e nenhum estudo em mamiferos foi identificado com
PVC. Em relacdo as fontes de particulas, 56,9% dos estudos de PVC utilizaram
particulas disponiveis comercialmente, 43,1% utilizaram particulas geradas a
partir de processos laboratoriais e, curiosamente, nenhum estudo utilizou
particulas coletadas do meio ambiente. Tal como acontece com outros
polimeros, a categoria mais estudada foi 'biomassa’ (n = 26), que apresentou
uma das maiores prevaléncias de efeitos toxicos no conjunto de dados (73%),
seguida por 'sobrevivéncia/letalidade' (36%).

A Figura 19 apresenta a dispersdo da quantidade relativa de publicacdes
para cada classe de organismos levando em consideracdo as dimensdes das

particulas de PVC utilizadas nos estudos.
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Figura 19: Dispersao da quantidade relativa de publicacdes para cada classe de organismos
levando em consideracao as dimens@es das particulas de PVC
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A partir da Figura 19, é possivel verificar alguns gaps de literatura no
que diz respeito a utilizacdo de particulas de PVC em estudos de toxicidade.
Assim como o PET, o PVC apresentou uma dispersdao de tamanhos de
particulas utilizadas nos estudos, fazendo com que algumas categorias de
organismos sejam mais estudadas em relacdo a toxicidade causada por
microplasticos menores, como por exemplo moluscos, e outras por
microplasticos maiores, como por exemplo, microrganismos. Além disso,
verifica-se uma escassez de publica¢cbes utilizando nanoparticulas e, também,

assim como o PET, o PVC néo apresentou estudos com mamiferos.

6.7. Poliestireno (PS)
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O poliestireno (PS) € comumente empregado em varias aplicacdes tais
como recipientes de armazenamento de alimentos, espumas para embalagens,
copos, pratos e talheres descartaveis, artigos de escritorio e domeésticos, como
escovas de dente, brinquedos e clipes, produtos da aquicultura e setores
marinhos, incluindo caixas de peixe, flutuadores de rede, docas flutuantes e
coletes salva-vidas, entre outras aplicacdes incluindo em setores da construcao
civil e da industria elétrica, eletrbnica e automobilistica (Ho et al., 2018; Kik et
al., 2020; Turner, 2020; De-la-Torre et al., 2020).

O PS é quimicamente caracterizado por uma espinha dorsal de carbono
com anéis aromaticos de benzeno (Schréter e Ventura, 2022). Este polimero
sintético é um termoplastico amorfo (De-la-Torre et al., 2020) que pode ser
expandido ou fundido (Kik et al., 2020) e apresenta baixa elasticidade, alta
durabilidade e resisténcia a biodegradacao (Schroter e Ventura, 2022). Este
altimo ocorre em taxas extremamente baixas e, portanto, é considerado um
polimero ndo biodegradavel (Ho et al., 2018). Apesar de ser reciclavel, o PS
apresenta uma deficiéncia do ponto de vista econdmico de sua reciclagem,
visto que € um material muito leve e volumoso (Ho et al., 2018). Isso pode
acarretar na existéncia de residuos solidos derivados do PS contaminando o

meio ambiente, conforme aponta Turner, 2020.

Diante deste cenario, o PS foi o principal material empregado para testar
a toxicidade de MNP, totalizando 502 publicacdes. Dentre os estudos com PS,
as particulas de dimensdes nanométricas representaram 53% das publicacdes,
enquanto 47% dos estudos foram realizados utilizando-se particulas de
dimensbGes micrométricas, dentre as quais apenas 16% utilizaram particulas
maiores que 100 um. Tanto na escala micrométrica quanto na nanométrica, 0s
peixes foram 0s principais organismos-teste para avaliar a toxicidade do PS
(20% em cada), onde Danio rerio foi a espécie mais estudada. Em relagéo a
origem das particulas, 88% dos estudos de PS empregaram particulas
disponiveis comercialmente, enquanto o PS sintetizado em laboratério e o PS

recuperado no ambiente representaram apenas 10 e 2%, respectivamente.
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Devido ao maior numero de estudos, o PS é o unico material com dados
disponiveis para todas as categorias de toxicidade analisadas em ambos os
tamanhos de MNP (Figura 15), permitindo uma analise mais detalhada,
considerando as distintas categorias de organismos-teste individualmente
(Figura 20). De longe, a categoria de toxicidade mais estudada foi "estresse
oxidativo" (n=237), na qual os efeitos toxicos foram relatados em 83% dos
estudos de MP e 89% nos estudos com NPs. Alteragbes de 'metabolismo’
(n=121) e 'inflamacao/imunidade' (h=90) também foram relatadas em >80% dos
estudos utilizando MNPs. E importante ressaltar que a categoria
‘sobrevivéncia/letalidade’ € a Unica categoria com mais relatos de auséncia (em
vez de presenca) de toxicidade, para o PS de dimensdes micrométricas (61%
dos estudos dessa categoria). Isso pode indicar que a exposicdo a PS MPs é
principalmente ndo-letal, principalmente para peixes (93%) e artrépodes (67%)
gue sdo o0s organismos mais estudados. Apesar disso, € possivel destacar que
algumas classes de organismos sd0 mais suscetiveis a exposi¢do a particulas
poliméricas do que outras (Figura 20). Isso também pode ser verdade para o
tamanho das particulas, visto que a maioria dos estudos de nanoparticulas de
PS (45/68) relata letalidade.
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Figura 20: Heatmap do nimero de publicacdes e presenca de efeitos toxicolégicos causados

pelo PS em cada categoria de toxicidade para cada classe de organismo
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A Figura 21 apresenta a dispersdo da quantidade relativa de publicacdes
para cada classe de organismos levando em consideracdao as dimensdes das

particulas de PS utilizadas nos estudos.
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Figura 21: Dispersao da quantidade relativa de publicacfes para cada classe de organismos

levando em consideracao as dimens@es das particulas de PS
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Diferentemente dos outros polimeros, o PS apresentou, principalmente,
estudos com particulas pequenas, incluindo as de escala nanométrica. Assim,
as maiores lacunas de literatura para o PS estdo localizadas nas faixas de
tamanhos e microplasticos maiores, acima de 100 pm. Além disso,
comparando-se diferentes categorias de organismos, pode-se verificar uma
maior homogeneidade de faixas de tamanhos de particulas, em comparacao

aos outros polimeros.

6.8. Outros plasticos

Plasticos diferentes das categorias anteriores apresentaram uma
frequéncia de estudos individuais muito menor, tais como PLA, PHB, PA, PU,

borracha de pneu e misturas de polimeros (por exemplo, PE + PP). Das 126
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publicacdes, apenas 14% usaram particulas nanométricas, enquanto 86% dos
estudos empregaram particulas micrométricas, e a grande maioria (67%)
encontra-se dentro da faixa de 10 a 1000 ym. As particulas foram obtidas
principalmente de processos de transformagdo em laboratorio (57%), como
moagem e corte, seguidas de particulas comerciais (27%) e, finalmente,
particulas coletadas no meio ambiente (16%). A maioria das publicacdes
empregou artropodes (21%) e peixes (17%) como organismos-teste, enquanto

0s menos estudados foram células humanas (3%) e mamiferos (sem estudos).

Dentro dessa categoria, as misturas de diferentes tipos de plastico
tiveram o maior numero de publicacbes (n=23), seguidas da poliamida (PA)
(n=15) e do acido polildtico (PLA) (n=13), sendo este ultimo um polimero
biodegradavel. Esta categoria inclui plasticos de fontes fésseis e renovaveis,
alguns sdo materiais ndo biodegradaveis (~72%), e outros sdo materiais
biodegradaveis (~28%).

A utilizacédo de polimeros biodegradaveis é uma das solu¢des propostas
para conter o impacto da poluicdo por residuos poliméricos (Filiciotto e
Rothenberg, 2021; Rahman e Bhoi, 2021). Polimeros biodegradaveis fazem
parte de um grupo maior, conhecido como bioplasticos, que podem ser gerados
a partir de matéria-prima derivada da biomassa, como cana-de-acgucar e milho,
mas também podem ser produzidos a partir de fontes fésseis (European
Bioplastics, 2016). Esses materiais podem ser degradados quase
completamente em 180 dias em lixeiras de compostagem (Anderson e
Shenkar, 2021; European Bioplastics, 2016). No entanto, em outros ambientes,
0s bioplasticos podem desempenhar um papel semelhante aos polimeros

derivados do petréleo (Anderson & Shenkar, 2021). Em termos de toxicidade,

'sobrevivéncia/letalidade’ foi a principal categoria de toxicidade analisada (n

134), relatando toxicidade em 43% das publicacbes com microparticulas (n
104) e 60% com nanoparticulas (n = 30). Outras categorias amplamente
estudadas (n=35) foram ‘absorgao/bioacumulagao’, '‘biomassa’,

‘comportamento’, 'morfologia’, 'estresse oxidativo' e
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‘reproducaol/transgeracional’, e todas elas mostraram uma presenca maior do
que a auséncia de efeitos. Outro ponto a ser destacado € que, apesar de
apresentar a presenca de biopolimeros, esta categoria ndo apresentou
diferencas aparentes entre as categorias de polimeros convencionais no
heatmap apresentado na Figura 15. No entanto, ndo € possivel afirmar que
haja ou ndo uma minimizacdo dos efeitos por parte dos bioplasticos, pois ha

limitacdo no niumero de publicagbes com esses materiais.

A Figura 22 apresenta a dispersao da quantidade relativa de publicacdes
para cada classe de organismos levando em consideracdo as dimensdes das

particulas de outros plasticos utilizadas nos estudos.

Figura 22: Dispersao da quantidade relativa de publicacbes para cada classe de organismos

levando em consideracdo as dimensfes das particulas de outros plasticos
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A categoria “outros” apresentou certa dispersao de tamanhos na grande
maioria dos organismos estudados, porém ha uma escassez de publicactes
com a avaliagdo de toxicidade de nanoplasticos em peixes, moluscos e
vermes. Além disso, assim como o PET e PVC, a categoria de outros plasticos

nao apresentou estudos com mamiferos.

6.9. Toxicidade de micro e nanoplasticos em zebrafish

A toxicidade causada por micro e nanoplasticos em zebrafish vem sendo
muito estudada ao longo dos ultimos anos. Por se tratar de uma area recente
da pesquisa, tanto as metodologias quanto o0s resultados sdo bem
heterogéneos entre os estudos. Assim, dentre os estudos selecionados na
revisdo, os que apresentaram o zebrafish como organismo de exposi¢cdo na
pesquisa foram separados e, a partir desses, foram quantificados 0s seus
efeitos toxicos presentes, ou seja, quando houve alteracdes no organismo, e
seus efeitos toxicos ausentes, ou seja, quando nao houve alteracdes no
organismo, decorrentes da exposicdo com micro e nanoplasticos. Os efeitos
toxicos foram divididos de acordo com as categorias listadas na Tabela 2.

As Figuras Figura 23 Figura 24 apresentam a quantidade absoluta de
publicacdes que apresentam os efeitos toxicolégicos presentes e ausentes
causados aos zebrafish expostos a microplasticos e nanoplasticos,

respectivamente.
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Figura 23: Quantidade absoluta de publicaces que apresentaram a presenca e auséncia de
efeitos toxicoldgicos para cada categoria de toxicidade durante a exposi¢céo de zebrafish a

microplasticos
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Figura 24: Quantidade absoluta de publicagBes que apresentaram a presenca e auséncia de
efeitos toxicoldgicos para cada categoria de toxicidade durante a exposi¢éo de zebrafish a

nanopléasticos
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A partir das Figuras Figura 23 e Figura 24 é possivel observar que, na
maioria das categorias de toxicidade, hd uma maior presenca do que auséncia
de efeitos toxicologicos, com excegdo das categorias ‘Morfologia’,
‘Sobrevivéncia/Letalidade’ e  ‘Xenobidtico' para  microplasticos, e
‘Desenvolvimento’ e ‘Sobrevivéncia/Letalidade’ para nanoplasticos. Esses
resultados de maior auséncia de efeitos toxicos para a categoria
‘Sobrevivéncia/Letalidade’ pode ser um indicativo de que as particulas
poliméricas, independentemente de suas dimensdes, apresentam

principalmente somente efeitos subletais.

Outro ponto a se destacar € a diferenca dos resultados de toxicidade em
certas categorias ao se comparar os estudos que utilizaram microplasticos com
0s que utilizaram nanoplasticos. A Figura 25 apresenta uma comparagao entre
micro e nanoplasticos em relacdo a presenca de efeitos toxicos quando
expostos ao zebrafish. Observa-se uma maior presenca de efeitos tdxicos
causados por nanoplasticos nas categorias: Xenobidtico,
Reproducao/Transgeracional, Genotoxicidade, Transcriptoma/Proteoma,
Morfologia, Comportamento e Metabolismo. Entretanto os efeitos toxicos
utilizando-se  microplasticos estdo mais presentes nas categorias:
Desenvolvimento e Citotoxicidade/Morte celular. Apesar disso, ndo é possivel
assegurar uma significancia desses resultados visto que a quantidade de
estudos para cada categoria de toxicidade ainda é escassa, especialmente
para as categorias Xenobidtico, Genotoxicidade, Reproducao/Transgeracional
Transcriptoma/Proteoma e Citotoxicidade/Morte celular, que apresentaram
somente cinco publicagcdes ou menos para cada uma das categorias utilizando-
se particulas micrométricas e/ou nanométricas. No entanto, é possivel
interpretar esses resultados como um possivel indicativo de maior toxicidade

causada por nanoplasticos em comparacdo a  microplasticos.



Figura 25: Comparacéo da predominancia de efeitos toxicos entre micro e nanoplasticos em estudos com zebrafish
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VOLUME Il

ESTUDO DA PRESENCA E CARACTERIZACAO DE MICROPLASTICOS EM UMA
PRAIA DO MUNICIPIO DE TORRES/RS
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7. OBJETIVOS ESPECIFICOS O VOLUME II

° Quantificar a presenca de microplasticos ao longo da extensdo da Praia

Grande em Torres/RS;
° Caracterizar os tipos e os tamanhos dos microplasticos presentes nas

amostras de areia coletadas na Praia Grande em Torres/RS.
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8. METODOLOGIA

Com o intuito de atender ao objetivo de avaliar e quantificar a contaminacao
da praia de Torres por microplasticos, esse estudo do Volume Il dessa tese
apresenta o fluxograma dos processos da metodologia utilizada na Figura 26.

Figura 26: Fluxograma dos processos da avaliacdo da presenca de microplasticos na praia de
Torres/RS

COLETA

SEPARACAO
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8.1. Coleta de amostras

A coleta dos sedimentos foi realizada na Praia Grande (29°20'01.5"S
49°43'03.1"0), praia do municipio de Torres/RS no dia 12 de Janeiro/2020 durante o
periodo da manhd. Essa éarea foi selecionada por ser uma das praias mais
movimentadas do Rio Grande do Sul e por estar localizada ao lado do Rio
Mampituba, o qual apresenta um potencial de poluicdo que pode ser transferido para
0 ambiente costeiro. Na praia, foram selecionados 30 pontos de coleta equidistantes

como apresenta o mapa da Figura 27.

Figura 27: Mapa e pontos de coleta das amostras de areia na praia de Torres/RS

Torres

Legenda
e Ponto de coleta

Em cada um dos pontos, aproximadamente 100g de areia foram coletadas
com o auxilio de uma colher de a¢o inox na Linha da Maré Alta (LMA), assim como
realizado por Dekiff et al. (2014), Jayasiri, Purushothaman e Vennila (2013) e
Lefebvre et al. (2021). Essa Linha encontra-se na intersecgdo do terreno com a
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superficie da agua na altura maxima atingida por uma maré crescente, normalmente
apresentando algas e outros materiais organicos em sua extensdo, conforme
apresenta a Figura 28A. Com o intuito de se garantir uma representatividade da
amostra de areia em cada ponto, foi utilizada uma quadricula de 1x1m, dividida em
25 quadrados de 20 cm cada, confeccionada com arames de aluminio e barbantes
(Figura 28B). Essa quadricula foi posicionada na superficie da areia em cada ponto
durante o procedimento, e coletou-se cerca de 20g de areia até 5 cm de
profundidade em cada um dos quatro cantos e no seu centro. Apos a coleta, as
amostras de areia foram armazenadas em potes de vidro, conforme apresenta a

Figura 28C e foram encaminhadas para o laboratério para as etapas subsequentes.
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Figura 28: Localizagdo da Linha da Maré Alta (LMA) (A), pontos de coleta na quadricula (B) e

amostra de areia coletada (C)

8.2. Separacdo por densidades

Primeiramente, a etapa de separacéo consiste na preparacdo de uma solucéo
salina saturada livre de impurezas com o intuito de separar os microplasticos dos
sedimentos por meio de uma separacdo por densidade. A solugdo salina foi
preparada dissolvendo-se 358,9 g sal de cozinha em 1L de &gua destilada em um
béquer com agitacdo magnética a 600 rpm e uma temperatura de 60°C, conforme a
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metodologia de Besley et al. (2017). Dessa solucdo, a parcela eventual com
precipitado de sal foi descartada, e o sobrenadante foi acondicionado em outro
béquer de 1L. Em seguida, a solucdo foi entéo filtrada a pressédo reduzida em um
funil de Buchner e kitasato utilizando-se um filtro de ésteres mistos de celulose com
poros de 0,45um da marca Millipore com o auxilio de uma bomba a vacuo da marca
Edwards modelo RV5. Essa filtracdo € importante porque remove possiveis
impurezas, incluindo microparticulas poliméricas, presentes no sal comercial, como
reporta Gundogdu (2018), Iniguez, Conesa e Fullana (2017) e Yang et al. (2015).
Apés a filtracdo, a solucdo permaneceu em repouso por 24h e coberta com uma

folha de aluminio para evitar a contaminacao de particulas em suspensao no ar.

Em seguida, a amostra de areia foi adicionada a solucao salina com o auxilio
de uma colher de aco inox. Apds, a solucédo salina e areia foi agitada com um bastéo
de vidro durante dois minutos buscando desprender as particulas poliméricas das
particulas de areia, conforme metodologia de Claessens et al. (2011). Depois, a
solucéo permaneceu em repouso até que a dgua nao estivesse mais turva, e todos
os sedimentos estivessem presentes no fundo do béquer, fazendo com que as
particulas poliméricas menos densas se mantivessem na camada sobrenadante da
solucdo. Segundo Maes et al. (2017), 1h de repouso ja € suficiente para fazer a
separacao, entretanto nesse estudo as solucdes ficaram de 1-3h de repouso, visto

que algumas amostras permaneceram um pouco turvas com apenas 1h de repouso.

Apds o processo de repouso, a agua localizada na parte sobrenadante do
béquer foi coletada com o auxilio de uma pipeta de 3mL esterilizada, e filtrada sob
pressdo reduzida em um filtro de ésteres mistos de celulose com poros de 0,45um
da marca Millipore com o auxilio de uma bomba a vacuo da marca Edwards modelo
RV5. Apos o processo de filtracdo, o filtro com as particulas foi disposto em uma
placa de Petri de vidro ou de poliestireno previamente limpa com agua destilada, e a
solucdo salina foi adicionada novamente ao béquer contendo a areia para a
realizacdo de mais uma filtragdo seguindo 0os mesmos processos da primeira
filtracdo. Essa segunda filtracdo foi realizada visto que algumas particulas
poliméricas podem ndo serem coletadas durante a primeira filtracdo, como aponta

Besley et al. (2017). Claessens et al. (2011) encontrou valores de eficiéncia de
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extracdo de até 97,5% realizando o processo de filtracdo em duas etapas. ApOs
essa segunda filtragcdo, o filtro com as particulas poliméricas foi disposto em uma

outra placa de Petri.

Em seguida, ambos os filtros com as particulas permaneceram em repouso

para secar a temperatura ambiente durante 24h.

8.3. Digestao quimica

ApOGs o repouso, as amostras presentes nos filtros foram submetidas a um
processo de digestdo dos possiveis contaminantes organicos, visto que esses
podem comprometer as analises subsequentes. O processo de digestdo utilizado foi
a reacao de Fenton, que consiste na destruicdo de compostos organicos, como por
exemplo algas, a partir da reacdo de peroxido de hidrogénio com um catalisador de
ferro (I1). O catalisador de ferro foi obtido a partir de uma reacgéo de sulfeto de ferro
com &cido sulfarico, conforme descrito por Masura et al. (2015). Para essa reacéo,
foram adicionados 20 mL de catalisador de ferro e 20 mL de peréxido de hidrogénio
em um béquer de 250 mL. Em seguida, os filtros com as amostras foram
posicionados na parede interna do béquer e, com o auxilio de uma pipeta, o
conteudo do béquer foi utilizado para enxaguar a superficie dos filtros, fazendo com
gue todo o particulado fosse encaminhado para a solucdo. Ao perceber-se que o
filtro estava visualmente limpo, esse era encaminhado para uma lupa para verificar
se alguma particula havia ficado retida. Caso fosse o caso, o filtro retornava para a
parede do filtro e era enxaguado novamente. Esse processo se repetiu até que fosse

evidenciado que todas as particulas fossem coletadas no béquer.

Com todas as particulas coletadas dentro da solugcédo, o béquer foi colocado
sobre um agitador magnético com aquecimento da marca Gehaka modelo AA-840, o
qual foi aquecido até 70°C, dando inicio a reagdo. Assim, que a reacdo terminou de
borbulhar, o béquer foi retirado do aquecimento e colocado ao lado, em uma capela
de seguranca para verificagdo da presenca de matéria organica, e em seguida, o
béquer retornou para o aguecimento por mais 30 minutos. Caso matéria organica

ainda fosse visivel, eram adicionados mais 20 mL de perdxido de hidrogénio e uma
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nova reacdo ocorreria. Esse processo se repetiu até que ndo fosse mais visivel a

presenca de material organico.

Apoés esfriar, a solucdo com as particulas foi filtrada sob presséo reduzida
novamente em um filtro de ésteres mistos de celulose com poros de 0,45um da
marca Millipore com o auxilio de uma bomba a vacuo da marca Edwards modelo
RV5. Apés esse processo, os filtros com as particulas foram posicionados em uma
placa de Petri para ficarem em repouso overnight e secarem a temperatura

ambiente.

8.4. Identificacdo e quantificacdo dos microplasticos

ApOs secos, os filtros com as particulas poliméricas foram encaminhados para
um estereoscopio binocular da marca Olympus modelo SZ4045, e para um
microscoépio de fluorescéncia da marca Olympus modelo BX 53 para realizar a uma
pré-identificacdo das particulas poliméricas. No estereoscépio binocular foram
identificados mais facilmente fragmentos maiores e coloridos, enquanto no
microscoépio de fluorescéncia foram identificados fragmentos poliméricos menores e
de dificil identificacdo, tais como filmes transparentes, e fibras, que possuem
autofluorescéncia. As luzes utilizadas no microscopio de fluorescéncia foram a de
coloracdo azul, de comprimento de onda 470 nm, com um filtro laranja, e a luz
ultravioleta (350 nm). Algumas dessas particulas e fibras identificadas foram
medidas e dispostas em uma fita dupla-face previamente colada em uma lamina de
microscopia e acondicionadas em uma nova placa de Petri para serem

encaminhadas posteriormente a andlise caracterizagcédo por pRaman.

Apoés a separacao dessa parcela de fragmentos e fibras para caracterizagéo,
foi realizada a etapa de quantificacdo, na qual foi realizada a contagem total de
microplasticos em cada amostra de coleta. Essa etapa foi realizada, exclusivamente,
no microscopio de fluorescéncia da marca Olympus modelo BX 53. Durante essa
etapa, fez-se uso do fluor6foro Nile Red para a marcagcdo das particulas
remanescentes nos filtros, visto que muitas dessas nao possuem autofluorescéncia,

podendo apresentar uma subnotificagdo significativa. O Nile Red é um fluoréforo
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muito utilizado para estudos de histologia, porém, ele tem sido muito utilizado para
dar a caracteristica de fluorescéncia em microplasticos coletados no meio ambiente,
tornando possivel e mais eficiente a quantificacdo desses em um microscopio de
fluorescéncia (Meyers et al., 2022). O procedimento de marcacéo foi realizado de
acordo com o estudo de Prata et al. (2021), no qual os autores diluiram o Nile Red
em etanol de grade de reagente em uma concentracdo de 0,01 mg/mL. Apds a
preparacao, a solucdo com o fluoréforo foi pingada sobre os filtros com as particulas
poliméricas, cobrindo-se toda a sua superficie. Apds 5 minutos de repouso, e ainda
no aparato de filtracdo, foi utilizada agua destilada para lavar o filtro e remover o
excesso de fluoréforo que ndo se aderiu aos microplasticos. Em seguida, o aparato
de filtracdo foi ligado novamente para remover o excesso de umidade e o filtro foi
retirado do aparato de filtracdo e colocado em repouso para secar dentro de uma

placa de Petri por cinco minutos em temperatura ambiente.

Em sequéncia, as amostras foram encaminhadas para analise em um
microscopio de fluorescéncia, a qual foi dividida em duas partes: a primeira
varredura foi a varredura de fragmentos, onde a luz escolhida foi a de coloragéo
azul, de comprimento de onda 470nm, com um filtro laranja, conforme apontado por
Prata et al. (2019) como sendo a mais eficiente para a identificagdo da maioria dos
polimeros. Nessa primeira varredura foram contabilizados somente os fragmentos
acima de 50 pm que fluoresceram como sendo potenciais microplasticos. Isso
porque fragmentos abaixo de 50 pm podem ser confundidos a algumas
diatoméaceas, que sédo microalgas de carapaca de silicio, que podem néo ter se
dissolvido durante o processo de digestdo e também possuem autofluorescéncia
(Tang e Dobbs, 2007). Além disso, durante essa varredura, todos os fragmentos

foram medidos com o auxilio do software CellSens do microscopio.

A segunda varredura foi necessaria para identificacdo das microfibras, e a luz
utilizada foi a ultravioleta, com comprimento de onda de 254 nm, conforme
apresentado nos resultados de Prata et al. (2019) como sendo a mais eficiente para
a identificacdo da maioria das microfibras. Entretanto, tanto as microfibras sintéticas
guanto algumas fibras naturais, tais como celulose e algodao fluorescem sob a luz

com esse comprimento de onda. Dessa forma, as microfibras, apdés serem
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detectadas pela luz UV, passaram por uma segunda etapa de verificagdo, que
consiste na verificacdo da morfologia superficial. A Tabela 3 apresenta alguns dos
principais tipos de microfibras, bem como sua origem e suas caracteristicas

morfologicas.

Tabela 3: Principais tipos de microfibras, sua origem e caracteristicas morfolégicas

Tipo da microfibra Origem Caracteristicas morfologicas
Poliéster Sintética Tubular com pontos ou furos coloridos.
Poliamida Sintética Tubular com pontos ou furos coloridos.

Listras na superficie como cascas de arvores. As
PP Sintética listras se apresentam paralelamente ao

comprimento da fibra.

Listras na superficie como cascas de arvores. As
Acrilico Sintética listras se apresentam paralelamente ao

comprimento da fibra.

Tende a ser irregular. Possui labios gordos nas
Celulésica Natural bordas da fibra e é concava para dentro, como

um glébulo vermelho desinflado.

Fibra segmentada. Os segmentos se apresentam

La Natural ) ) i
perpendicularmente ao comprimento da fibra.

Semelhante as fibras celulésicas: irregulares e

Seda Natural o
espirais. Podem ser um pouco tubulares.

Fonte: Adaptado de Zhu, 2019

Durante as quantificacdes de fragmentos e fibras nos filtros, as varreduras
ocorreram conforme a Figura 29, de modo a utilizar as linhas horizontais e verticais

do filtro para facilitar a trajetoria da visualizagéo e evitar falhas nas quantificacdes.
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Figura 29: Indicacéo da trajetéria da varredura no filtro durante a analise de microscopia

Fonte: O autor

Além disso, com o intuito de ter a informacao visual e 0 comportamento de
diferentes tipos de polimeros expostos as diferentes luzes (azul e UV) no
microscopio de fluorescéncia e, com ou sem a adi¢édo do fluoréforo, foram realizados
testes de fluorescéncia com polimeros comerciais conhecidos. Assim, neste teste
foram utilizados os polimeros polietileno (PE), polipropileno (PP), politereftalato de
etileno (PET), poliestireno (PS), poliestireno expandido (EPS), policloreto de vinila

(PVC), poliamida (PA), acrilico e também as fibras de poliéster e viscose.

E importante ressaltar que os 100 g de areia coletados em cada ponto
amostral representam um n amostral, ou seja, sabendo-se que a quantidade de
pontos de coleta é de 30 pontos, o valor de n amostral total submetido a microscopia

de fluorescéncia também ¢é de 30.

8.5. Caracterizagdo por yRaman
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As particulas que foram separadas e dispostas sobre uma fita dupla-face em
lamina de microscopio foram encaminhadas para a andlise de pRaman para a
identificacdo do seu tipo de polimero. Essa analise ocorreu em um equipamento da
marca Witec modelo Alpha300R utilizando-se um tempo de aquisicdo dos dados de
5 a 10s e cinco acumulacdes. Para a confirmacdo dos tipos dos polimeros, os
espectros obtidos para cada amostra de microplastico foram comparados aos
espectros do banco de dados OpenSpecy. Nessa biblioteca, o polimero com maior
correspondéncia, atingindo um minimo de 0,8 para o coeficiente de correlacdo de
Pearson, foi identificado como sendo o tipo do polimero em questdo. Essa
metodologia foi adaptada de Vidyasakar et al. (2020). Quando a correspondéncia
entre o polimero em questdo e o banco de dados ndo superou o valor de 0,8 para o
coeficiente de correlacdo de Pearson, buscou-se na literatura por diversos artigos

que apresentassem o espectro avaliado para identificar a composi¢cao do polimero.

E importante destacar que, da amostra total, foram analisadas 60 amostras

por yRaman, das quais 42 foram possiveis de identificar.
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1. Quantificacdo dos microplasticos

Em relac@o aos diferentes polimeros utilizados como teste deste método, a
Figura 30 apresenta a fluorescéncia dos diferentes tipos de polimeros, com e sem a

marcacao com o fluoréforo Red Nile, sob as luzes branca, UV e azul.



100

Figura 30: Fluorescéncia dos diferentes tipos de polimeros, com e sem a marcagao com o fluoréforo

Red Nile, sob as luzes branca, UV e azul
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A partir da Figura 30 é possivel notar que a presenca do fluoréforo é

significativa na fluorescéncia dos polimeros. Também é possivel verificar que a luz
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azul, na presenca do fluoréforo é a combinagdo mais eficiente para a identificacéo
dos polimeros, com excecdo das fibras de acrilico, que sdo mais facilmente

identificadas utilizando-se a luz UV.

Apoés esse teste de fluorescéncia realizado e a partir das etapas de coleta,
separacdo e digestdo, as microparticulas poliméricas foram marcadas com o
fluoréforo Red Nile e foram encaminhadas para a microscopia de fluorescéncia onde
essas foram quantificadas e tiveram as suas dimensfes mensuradas. A Figura 31
apresenta algumas particulas encontradas durante a etapa de analise por

microscopia de fluorescéncia.
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Figura 31: Particulas encontradas durante a etapa de analise por microscopia de fluorescéncia em
diferentes aumentos e sob diferentes luzes. (A) e (C) 100 um e luz branca, (B) e (D) 100 ym € luz

azul, (E) 20 um e luz branca, (F) 20 ym e luz azul

LUZ BRANCA LUZ AZUL

100 pm

100 pm

A partir da Figura 31 é possivel observar os diferentes tamanhos e estruturas
de alguns dos microplasticos encontrados. As Figuras 16B, D e F apresentam

particulas poliméricas sob a luz azul do microscépio, evidenciando a sua presenca a
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partir da fluorescéncia, enquanto que as mesmas particulas sob luz branca, sao

apresentadas, respectivamente, nas Figura 16A, C e E.

As Figura 31C-D apresentam fragmentos rigidos, enquanto que o fragmento
presente nas Figura 31A-B aparenta ser mais flexivel, como um pedaco de sacola
plastica. Todos esses sdo microplasticos gerados a partir de algum processo
degradativo, portanto sdo considerados microplasticos secundarios. Entretanto a
particula presente nas Figura 31E-F apresenta um formato esférico perfeito, o que
indica que seja, provavelmente, um microplastico primario. Microesferas poliméricas,
ou microbeads, sdo muito utilizadas em cosméticos, estando presente,
principalmente, em esfoliantes (Hunt, Lin e Voulvoulis, 2021). Visto que a aplicacao
de esfoliantes, ndo ocorre normalmente na costa da praia, essa particula
provavelmente foi lixiviada sendo encaminhada para o esgoto, e eventualmente
atingiu algum corpo hidrico. Assim nesse processo, 0 seu destino provavel foi o
oceano, o qual se encarregou de conduzir a particula até a areia da praia. Apesar de
serem encontrados nas amostras, 0s microbeads nédo foram contabilizados na etapa
de quantificacdo devido a dificuldade de identificacdo, sendo essa etapa exclusiva
para fragmentos e fibras. Porém, convém realizar o registro de que essas particulas

foram encontradas nas amostras.

A partir da microscopia de fluorescéncia, foi possivel realizar a quantificacao
das particulas coletadas nos pontos da Praia Grande em Torres/RS. A Figura 32
apresenta a quantidade de microplasticos encontrados em cada ponto amostral,
diferenciando-os por fibras e fragmentos.
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Figura 32: Quantidade total de microplasticos, diferenciando-os por fragmentos e fibras, encontrados

em cada ponto amostral
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A partir dos valores da quantificagéo total, foi desenvolvido um mapa com as
concentracdes dos microplasticos em cada um dos pontos amostrais (Figura 33).
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Figura 33: Mapa com as concentragdes de microplasticos em cada ponto amostral
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A partir dos resultados de quantificacdo dos microplasticos presentes na
Figura 33, é possivel verificar que ao longo da maior parcela da costa, entre o ponto
mais ao sul e um pouco ao norte do meio da praia, ndo ha uma correlacédo entre a a
posicdo o0s pontos de coleta com a quantidade de microplasticos. Ou seja, a
dispersdo desses contaminantes ocorre de forma, relativamente, homogénea na
costa da praia. Esse resultado era esperado visto que, apesar de estes
microplasticos serem gerados, principalmente, durante processos degradativos,
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esses podem ser conduzidos, dispersos nas aguas do mar e redistribuidos ao longo
da costa.

Entretanto, na por¢cdo mais ao norte da costa, proximo ao Rio Mampituba, é

possivel verificar um aumento significativo na concentracdo de microplasticos

Além da medicdo da quantidade de microplasticos, as dimensfes dos
microfragmentos foram mensuradas e categorizadas entre: <50um, 50-100um, 101-

500um e >500um, conforme apresenta a Figura 34.

Figura 34: Quantidade relativa de microplasticos por faixa de dimens6es encontrados em cada ponto

amostral
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A partir da Figura 34, é possivel observar que a maioria dos microplasticos
encontrados nas amostras possuem entre 50-100um. Isso pode ser explicado devido
ao fato de que os polimeros, ao se degradarem geram particulas, e essas também
se degradam gerando particulas menores, e assim por diante. Assim, ao longo de
um processo degradativo de polimeros, dependendo do periodo de exposicao, ha
uma maior tendéncia de se apresentar uma maior quantidade de particulas
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pequenas do que particulas maiores, como apresenta o estudo de Song et al.
(2017).

Além disso, a Figura 34 nado apresentou tendéncias na alteracdo das
dimensdes em relacdo a sua posicdo no ponto amostral. Isso corrobora com a
discusséo de que os microplasticos podem ser conduzidos, dispersos nas aguas do
mar e redistribuidos ao longo da costa.

9.2. Identificacado e caracterizacdo dos microplasticos

A partir da analise de uRaman, foi possivel identificar os tipos dos polimeros
das particulas presentes nas amostras. A Figura 35 apresenta as imagens de
amostras de alguns microplasticos no microscopio bem como 0s seus respectivos

espectros Raman.
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Figura 35:lImagens de alguns microplasticos encontrados e seus respectivos espectros Raman
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Em relacdo aos espectros de Raman, além da compara¢édo dos espectros das
particulas encontradas com os espectros do banco de dados OpenSpecy, foram
identificadas as bandas caracteristicas desses materiais, conforme apresenta a
Figura 35. De acordo com Nochi, Ozaki e Sato (2021), uma das bandas
caracteristicas da poliamida é localizada entre 1440-1490 cm, que representa a
deformacéo nas ligacbes (OC)-N-H. Segundo Adarsh et al. (2022), duas bandas
caracteristicas do PET sdo 1730 cm?! e 1610 cm? que representam,
respectivamente, o estiramento das ligagcdes do grupo carbonila C=0 e das liga¢gbes
duplas de anel aromatico. Os mesmos autores também apontam a banda presente
entre 1445-1454 cm?t e 1299-1308 cm? como deformacdo e torcéo,
respectivamente, das ligacdes C-H do grupo CHz, caracteristicas do PE e as bandas
de 970 e 996 cm como deformacéo das ligacdes C-H do grupo CHs, caracteristicas
do PP.

A partir da andlise de todas as microparticulas submetidas a técnica de
uRaman, foi possivel obter os dados da quantidade (%) de cada tipo de polimero em
relacdo a amostra total. A Figura 36 apresenta os tipos dos polimeros das particulas,

bem como sua frequéncia em relacdo a amostra total.
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Figura 36: Tipos dos polimeros das particulas e sua frequéncia em relagcdo a amostra total
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A partir da Figura 36, € possivel observar que o polietieno (PE), o
polipropileno (PP) e a poliamida (PA) séo os tipos de plasticos mais encontrados nas
amostras, com 19% da representacdo total das particulas encontradas. Na
sequéncia, encontram-se o poliestireno (PS) (12%), o politereftalato de etileno (PET)
(7%), Resina Epoxi (7%) e outros (17%), grupo que engloba outros tipos de plasticos
que, individualmente, ndo apresentaram frequéncia significativa, tais como PMMA,
silicone, PVC, entre outros. Esses resultados sdo esperados visto que o PE é o
polimero mais produzido no mundo atualmente, seguido do PP. A poliamida, apesar
de ndo ter uma producédo tdo expressiva quanto as poliolefinas, € um dos principais
materiais das linhas de pesca, e isso pode explicar a sua frequéncia expressiva nas
amostras. Em uma das praias do estudo de Vemkatranan (2022), na india, os

principais tipos de polimeros encontrados também foram o PE, PP e poliamida.

Com o intuito de comparar os resultados das composi¢des dos microplasticos
deste com outros estudos, foi elaborada a Figura 37. Nessa figura estao

apresentados os trés principais tipos de plasticos encontrados na composicdo de
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microplasticos presentes em regifes costeiras ou proximas de rios e lagos em

diferentes localizagbes do mundo.
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Figura 37: Mapa com os principais tipos de plasticos encontrados em regides costeiras e proximas a ambientes aquaticos em diversas localiza¢des do globo
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A partir da Figura 37 é possivel observar que ha uma predominancia na
presenca do PE, PP e PS nas amostras da maioria dos paises. Esse resultado &
esperado visto que as poliolefinas sdo os polimeros mais produzidos no mundo
(Figura 9), tendo como algumas das suas principais aplicagbes embalagens e
sacolas plasticas, utilidades domésticas, frascos, entre outras. O PS tem como
principais aplicacdes recipientes de armazenamento de alimentos, copos, pratos e
talheres descartaveis, artigos de escritorio e domésticos, entre outras aplicacoes,
incluindo em setores da construcdo civil e da industria elétrica, eletrbnica e
automobilistica. A poliamida, também se mostrou relativamente presente em alguns
locais, incluindo o deste estudo. E um material muito utilizado no setor de pesca,
presente em produtos tais como linhas e também é utilizado na fabricacéo de roupas
e outros tecidos. Outro plastico que apresentou relevante contaminacdo em alguns
locais foi o PET. Isso pode ser em virtude de suas aplicacdes comuns, tais como

recipientes de liquidos, bandejas de alimentos, roupas e garrafas de refrigerantes.
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VOLUME Il

GERACAO DE MICRO E NANOPLASTICOS DE POLIPROPILENO (PP) E
AVALIACAO DOS EFEITOS TOXICOLOGICOS AO LONGO DO
DESENVOLVIMENTO DE ZEBRAFISH (Danio Rerio)
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10. OBJETIVOS ESPECIFICOS DO VOLUME I

° Gerar micro e nanoparticulas de polipropileno a partir de um produto
comercial;
° Caracterizar as micro e nanoparticulas de PP geradas em funcéo de suas

caracteristicas quimicas por meio de analises de Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR) e suas dimensdes por meio de analises de
Microscopia Eletronica de Varredura com Emissédo de Campo (MEV-FEG) e
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS);

° Avaliar a toxicidade das micro e nanoparticulas de PP geradas em

organismos embrides de zebrafish (Danio rerio).
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11. METODOLOGIA

A metodologia para a geragdo das micro/nanoparticulas de PP, seguido da
sua caracterizacdo, preparo das suspensfes, exposicdo ao zebrafish e suas
analises toxicoldgicas estdo descritas nos itens abaixo e seguem o fluxograma

apresentado na Figura 38.
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Figura 38: Fluxograma dos processos desta etapa de estudo de caracterizacdo e avaliagdo da

toxicidade de micro e nanoparticulas
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11.1. Geracao das particulas

O produto comercial utilizado para a producdo das particulas foi o copo
plastico de polipropileno (PP). Para a geracdo das micro/nanoparticulas poliméricas,
foi utiizada a combinacdo de duas técnicas: a fotodegradacdo, por meio da
exposicdo do material a uma camara de envelhecimento acelerado; e degradagéo

mecanica, por meio da abrasdo entre dois vidros reldgios; de maneira a simular o
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que ocorre com residuos poliméricos no meio ambiente, como aponta Gigault et al.
(2021).

11.2. Exposicéo a Camara de Envelhecimento Acelerado

Para que os materiais fossem expostos a camara UV de maneira a evitar que
se soltassem dos suportes, foram preparados novos suportes de folha aluminio, com
um formato que coletasse possiveis fragmentos e particulas que se desprendessem
da amostra, evitando a perda de material. Esses suportes confeccionados foram
aderidos aos suportes ja existentes na camara de envelhecimento acelerado, visto
gue esses sSd0 necessarios para manter a temperatura controlada dentro do

ambiente interno da camara, a qual € um dos requisitos da norma ASTM G154.

Copos comerciais de polipropileno foram cortados em fragmentos de,
aproximadamente, 4x4 cm, com o auxilio de uma tesoura. Esses fragmentos foram
fixados nos suportes de aluminio confeccionados e encaminhados para a exposicao

a camara de envelhecimento.

As amostras ficaram expostas a radiacdo UV por um periodo de 30 dias, o
qual foi avaliado previamente como sendo tempo suficiente para degradar a amostra
a ponto de se gerar micro/nanoparticulas a partir de sua maceracdo. ApOs esse
periodo, as amostras expostas foram coletadas da camara e acondicionadas em
uma placa de Petri, e novas amostras de polipropileno recortadas foram expostas.
Esse processo se repetiu ao longo de todos os experimentos a fim de se garantir a

guantidade suficiente de amostras.

O processo de exposicdo a camara de envelhecimento acelerado foi
realizado em um equipamento da marca QLAB, modelo QUV/Spray de acordo com a
norma ASTM G154 adaptada, prevendo o uso de lampadas do tipo UVA-340 com
uma irradiancia de 0,89 W/mz2. Ao longo da exposicéo a radiacdo UV, o polipropileno
comeca a apresentar sinais de degradacdo, tais como a geracdo de grupos

oxigenados, fragilizacdo da superficie, e o desenvolvimento de microfissuras, os
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quais podem contribuir para a geracado de microparticulas, principalmente, quando

exposto a abrasdo mecanica (Andrady, 2011; Song et al., 2017).

11.3. Degradacao mecéanica por meio de abrasédo

A partir da degradacdo foto-oxidativa causada pela radiacdo UV, os
fragmentos de polipropileno tornaram-se frageis o suficiente para serem reduzidos a
micro/nanoparticulas a partir da abrasdo mecéanica. Dessa forma, para se testar o
potencial de geracdo de micro e nanoparticulas, esses fragmentos foram submetidos
a um processo de abrasao, onde os fragmentos foram posicionados entre dois vidros
relégios e a partir disso, foram realizados movimentos mecanicos repetitivos para
frente e para tras, permitindo que ocorresse um processo de abrasdo. Foram
testados diferentes tempos de exposicao a abrasao, fazendo com que as particulas
geradas tivessem 0s seus tamanhos medidos em um Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV-FEG), e o tempo otimizado foi a exposi¢cdo por dois minutos, sendo
que tempos menores do que dois minutos apresentaram tamanhos de particulas
maiores, e tempos maiores nao apresentaram diferencas nos tamanhos. Ao final do
processo de abraséo, os dois vidros relégios junto com as particulas geradas foram
encaminhadas para um banho ultrassénico com agua destilada durante um periodo
de cinco minutos. ApoOs essa etapa foi possivel obter as suspensdes das particulas

micro e nanomeétricas.

11.4. Caracterizagdo das micro/nanoparticulas de PP

As amostras de micro/nanoparticulas de polipropileno foram caracterizadas a

partir de suas propriedades quimicas, térmicas, morfoldgicas e fisico-quimicas.

11.4.1. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)
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As andlises de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) foram realizadas para avaliar possiveis alteracdes na estrutura
quimica das micro/nanoparticulas de PP geradas. Esta analise foi realizada em um
equipamento da marca PerkinElmer, modelo Spectrum 3, no Laboratério de
Espectroscopia da PUCRS. A regido de comprimento de onda analisada foi de 400 a
4000 cm™* acumulando-se 14 varreduras e o0 modo de aquisi¢édo utilizado foi o de
Refletancia Total Atenuada (ATR), sendo esse realizado diretamente na superficie

das amostras.

11.4.2. Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissédo de Campo
(MEV-FEG)

A caracterizacao da morfologia das particulas foi realizada a partir da anélise
de Microscopia Eletrébnica de Varredura com emissdo de campo (MEV-FEG). O
equipamento utilizado para as andlises foi um microscopio da marca FEI, modelo
Inspect F50, a uma tensdo de aceleragcdo de 20 kV no Laboratorio Central de
Microscopia e Microanalise da PUCRS. As amostras das suspensfes contendo as
micro e nanoparticulas foram fixadas em stubs com auxilio de fita carbono, de cobre
ou silicio e apés, foram secas em uma estufa a 60°C por duas horas. Em seguida,
as amostras secas foram submetidas a metalizacdo com ouro na sua superficie.
Apés essa etapa, as amostras foram entdo encaminhadas para a andlise de MEV-
FEG.

11.4.3. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A analise de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) foi realizada com o intuito
de medir os tamanhos das particulas poliméricas. Essa analise foi realizada em um
equipamento Malvern modelo Zetasizer Nano ZS no Centro Interdisciplinar de
Nanociéncia e Micro-Nanotecnologia (NanoPUCRS), na qual foi utilizada uma cubeta

de quartzo. A amostra que foi submetida a andlise foi uma suspensédo de 1 mg/L de
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particulas de polipropileno preparada com agua Milli-Q e o ensaio foi realizado em

triplicata.

11.5. Preparacao das suspensdes para exposi¢do dos organismos

Para a preparacao das suspensdes de exposicao ao zebrafish, foi necessario
a preparacdo de uma “suspensdo-mae”, a partir da qual foram realizadas diluigcdes
para obtencdo das concentracfes finais das particulas poliméricas para cada uma
das suspensfes. A suspensao-mae foi preparada a partir de uma série de etapas,
iniciando-se pela pesagem de 4 mg da amostra de polipropileno exposto a camara
de envelhecimento UV por 30 dias. Essa amostra foi entdo exposta ao protocolo de
degradacdo mecéanica por meio de abrasdo, e por fim, as amostras foram
encaminhadas para um banho ultrassénico em um béquer contendo 200 mL de agua
do sistema dos organismos (agua de recirculacdo do sistema dos aquarios das
matrizes) durante um periodo de cinco minutos. Dessa forma, apdés o tempo do
ultrassom, obteve-se a suspensdo-mae com uma concentracao de particulas de 20
mg/L. A partir dessa suspensao, foram realizadas diluicbes para se obter as outras
suspensfes a serem expostas aos organismos com as seguintes concentracdes: 0,5
mg/L; 1 mg/L; 5 mg/L; 10 mg/L, 20 mg/L. Essas concentracbes foram escolhidas
porque ja foram utilizadas em outros estudos do grupo de pesquisa, porém

utilizando-se outros polimeros.

A Figura 39 apresenta o esquema de diluicdo para a obtencéo de cada uma

das concentracdes das suspensdes utilizadas nesse estudo.



122

Figura 39: Esquema de diluicdo para a obtengc&o de cada uma das concentracdes das suspensdes
utilizadas nesse estudo
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11.6. Manutencdo dos organismos zebrafish, reproducdo e coleta dos

embrides

Matrizes de acasalamento, mantidas em sistema recirculante sob condicdes
padréo no vivario do prédio 14 (CeMBE/PUCRS), foram reproduzidos na propor¢ao
de dois machos para uma fémea, separados por barreira transparente removivel
overnight, e o acasalamento foi induzido no inicio da manha seguinte. Os embrides
provenientes do cruzamento foram coletados cerca de uma hora apos a fecundacgéao
(hpf) e passaram por limpeza de debris para posterior exposi¢cao. A manipulacao dos
animais foi realizada por equipe treinada, supervisionada por membros experientes,
seguindo as normas institucionais e legislacao vigente. Além disso, esse projeto foi
avaliado e teve aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (n°

9518) em relagéo a ética no uso dos animais.
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11.7. Delineamento experimental

As exposi¢les tiveram inicio até quatro horas apos a fertilizacdo (hpf), onde
embrides saudaveis escolhidos aleatoriamente foram colocados em Placas de Petri
de plastico. Para cada concentracdo e para o grupo controle foram utilizadas duas
placas, sendo que em cada placa foram adicionados cem. Todas as placas foram
mantidas em uma incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) com
temperatura estavel (28,5 °C = 1 °C) e luz controlada: ciclo escuro (14:10). Todas as
suspensdes de exposicdo foram substituidas a cada 24h até 144 hpf, para um
protocolo de exposicdo de 6 dias, com base em estudo prévio (Pereira, T. C. B.,
Santos, et al., 2020). Os parametros in vivo foram realizados em periodos
especificos da fase de desenvolvimento do animal, onde: em 24 hpf foi mensurado o
movimento espontaneo; em 48 hpf, batimentos cardiacos; em 72 hpf, morfologia; e
em 144 hpf, o comportamento locomotor. Além disso, ao longo de todo o
experimento serdo contabilizados os organismos vivos e mortos a fim de se obter os
valores de sobrevida, e também a taxa de eclosdo. O desenho experimental esta

resumido na Figura 40.

Figura 40: Desenho experimental da avaliacdo da toxicidade no zebrafish durante a exposicdo a

micro e nanoparticulas de PP
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11.8. Movimento espontaneo

A analise do movimento espontaneo dos embrides de zebrafish foi realizada
em 24 hpf, conforme protocolo de (Pereira, T. C. B., Santos, et al., 2020). Os animais
foram aclimatados por um minuto e os eventos de movimento espontaneo foram
contabilizados no minuto seguinte através de um estereoscopio binocular da marca
Olympus modelo SZ4045.

11.9. Batimentos cardiacos

A avaliacdo dos batimentos cardiacos dos embrides e das larvas de zebrafish
foi realizada em 48 hpf, conforme protocolo de (Pereira, T. C. B., Santos, et al.,
2020). Os animais foram aclimatados por um minuto e os batimentos cardiacos
foram contabilizados no minuto seguinte através de um estereoscopio binocular da

marca Olympus modelo SZ4045.

11.10. Morfologia

A avaliacdo morfolégica foi realizada em um microscopio invertido da marca
Nikon, modelo SMZ 1500, com uma camera digital acoplada, durante o periodo de
120 hpf. Durante esse experimento foram analisados o0s seguintes parametros:
comprimento do corpo (mm), distancia ocular (mm) e area total dos olhos (mm?2), na
vista dorsal conforme metodologia de (Pereira, T. C. B., Santos, et al., 2020). Todos
os parametros foram medidos utilizando-se imagens calibradas com o software

ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/download.html).

11.11. Locomogéo

As larvas de zebrafish foram testadas e analisadas em relacdo a sua atividade
locomotora, no ultimo dia de exposi¢do (144 hpf). Utilizando-se o protocolo de Lutte
et. al (2015), os animais foram dispostos em uma placa contendo vinte e seis pogos,
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sendo alocada uma larva por po¢co com agua do sistema. Os animais foram
aclimatados antes das filmagens por um periodo de um minuto, e apds, foi registrado
seu comportamento através de uma camera digital de alta resolucéo (Logitech®) no
periodo de cinco minutos. Os parametros analisados foram velocidade média (cm/s),
distancia total coberta (cm), tempo total na periferia da arena (s) e meander absoluto
(°/cm), através de software especializado EthoVision XT (Noldus Information

Technology bv, Wageningen - The Netherlands).

11.12. Taxa de ecloséao e sobrevida

A andlise de sobrevida foi realizada ao longo de todo o periodo de exposicdo
dos animais. Durante as exposi¢des, os animais foram monitorados nos tempos 24,
48, 72, 96 e 144 hpf através de um estereoscopio binocular da marca Olympus
modelo SZ4045 e foi avaliada e documentada a toxicidade no desenvolvimento
embrio/larval. Também foi avaliada a taxa de eclosdo dos organismos ao longo do

tempo de exposicao.

11.13. Anélise estatistica

O teste de normalidade Shapiro-Wilk sera realizado para todos os parametros
testados. Nos resultados de sobrevida, seré aplicado o teste de Mantel-Cox e para
os resultados de taxa de ecloséo sera aplicado o teste de ANOVA Two Way seguido
pelo teste pds-hoc de Tukey. Para analise de dados paramétricos, serdao também
utilizados testes de ANOVA One Way seguidos pelo teste pos-hoc de Tukey,
enquanto para os resultados ndo paramétricos seréo utilizados o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste pos-hoc de Dunn. p < 0,05 serd considerado

estatisticamente significativo.
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12. RESULTADOS E DISCUSSAO

12.1. Caracterizacdo das micro/nanoparticulas de PP

As amostras de micro/nanoparticulas de polipropileno foram caracterizadas
pelas técnicas de FTIR, MEV-FEG e DLS, para a avaliagédo da alteracédo de estrutura
guimica causada pelo processo de degradacdo, morfologia da superficie, tamanhos

das particulas obtidas, entre outras caracteristicas.

12.1.1. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise de FTIR foi utilizada para identificar os grupos funcionais
relacionados ao processo de degradacdo do polipropileno apds sua exposicao
durante 720 horas a radiacdo UV (Figura 41).
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Figura 41: Espectros de FTIR das amostras antes e apds exposicdo a camara de envelhecimento
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A partir dos espectros de FTIR apresentados na Figura 41, é possivel
observar a aparecimento de alguns grupos funcionais do polipropileno apds a sua
exposicdo a camara UV. A diferenca mais evidente entre a amostra controle e a
amostra exposta € o aparecimento do grupo carbonila na regido proxima a 1740 cm™
(Grause, Chien e Inoue, 2020). O grupo carbonila na estrutura do polimero PP &
produto oriundo da exposicdo do polimero a radiacdo ultravioleta em um ambiente
com a presenca de oxigénio. Nessa faixa entre 1700-1800 cm™ pode estar presente
banda do grupo carbonila pertencente aos seguintes compostos organicos gerados a
partir da foto-oxidagéo: lactonas (1780 cm™), acidos carboxilicos e anidridos (1778
cm?), ésteres (1740 cm), cetonas (1720 e 1712 cm), entre outros grupos

oxigenados (Grause, Chien e Inoue, 2020). Outra regido que aponta a oxidagao do
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polipropileno é a regido de 3340 cm™, na qual a banda mais alargada é indicativa do
grupo hidroxila (Grause, Chien e Inoue, 2020).

Os grupos carbonila tornam a cadeia polimérica fotoquimicamente
instavel, tornando-a suscetivel a iniciacdo de processos auto-cataliticos (De Paoli,
2008). Um desses processos € a reagdo fotoquimica Norrish tipo | (Figura 5, Item
3.3.2.1), que acarreta na cisdo de cadeia, tipica do polipropileno pela existéncia do
seu carbono terciario (De Paoli, 2008). Essa cisdo de cadeia reduz a massa molar

do polimero, tornando-o mais fragil e suscetivel a degradagdo mecanica.

Além disso, é possivel notar uma banda na regido entre 1530-1680 cm™, a
qual representa a formacao de grupos vinila (Lv et al., 2015). Esses grupos podem
ser formados a partir da degradacéo foto-oxidativa da cadeia segundo a reacéo de
Norrish 1l, gerando ligacdes C=C nas extremidades das cadeias (Figura 5, Item
3.3.2.1). A formagédo de grupos vinilas € uma indicacdo da ocorréncia de cisdo da

cadeia polimérica.

Assim, a analise por FTIR indica que a amostra polimérica se encontra
oxidada e fragilizada, facilitando a degradacéo por meio de abrasdo mecanica, etapa
posterior ao envelhecimento acelerado, e permitindo a geracdo de micro e
nanoparticulas de polipropileno para a consequente exposicdo0 aos organismos

zebrafish.

12.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo
(MEV-FEG)

A partir das micrografias de MEV foi possivel identificar as dimensdes das
particulas produzidas a partir da fotodegradacéo seguida da degradacdo mecanica.
Na Figura 42 é possivel observar a presenca de particulas de diferentes escalas de
tamanhos, sendo as particulas grandes de tamanhos entre 10-20 um (Figura 42A-B),
as intermediarias entre 1-5 um (Figura 42C), ambas consideradas microparticulas
poliméricas, ou “microplasticos”, de acordo com Hamra e Patria (2019, Wang et al.
(2021), He et al. (2019) e Rillig e Lehmann, 2012). Entretanto, a grande maioria das
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particulas dispersas se encontram na escala nanométrica, apresentando dimensoées
entre 50-100 nm (Figura 42F-I), as quais, de acordo com Costa et al. (2016), Gigault
et al. (2018) e Schwaferts et al. (2019), podem ser considerados “nanoplasticos”. As
medidas das particulas foram realizadas em pelo menos 20 particulas de cada faixa
de dimensbes e em trés experimentos independentes de geragéo de particulas.

Além das dimensdes das particulas, é possivel observar o formato irregular
das particulas, bem como a sua superficie fragilizada, caracteristicos de a¢des de
degradacéo (Figura 42D-E) (Grause, Chien e Inoue, 2020). Esse processo
degradativo combinando-se a acdo foto-oxidativa e mecanica acarretou em uma
fragilizacdo do material que, consequentemente, tornou possivel a geracdo de
microparticulas (Figura 42A-C) e nanoparticulas de PP (Figura 42F-1), como

sugerido por Song et al. (2017) e Koelmans, Besseling e Shim (2015).
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Figura 42: Micrografias da superficie das amostras de PP apés processo de fotodegradacéo e
abrasdo mecénica em diferentes aumentos. (A-B) 100 ym, (C-D) 50 ym, (E) 5 ym, (F) 10 ym, (G-1) 1
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Koelmans, Besseling e Shim (2015) sugeriram um modelo matematico que
estima o0 tempo necessario para que particulas <1 mm se transformem
completamente em particulas na escala de 100 nm. Segundo o0s autores a
oxidacao/degradagcdo das superficies dos polimeros sdo os processos limitantes
para essa transformacdo. Nas condi¢des ideais de laboratdrio, os autores previram
gue o tempo necessario para que esse fenébmeno ocorra é de 320 anos. Entretanto,
em ambientes aquaticos, como por exemplo o marinho, a degradacdo dos materiais
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poliméricos ocorre de maneira mais lenta, visto que ha uma limitacdo de luz e
oxigénio nesses ambientes. Dessa forma a geracédo de nanoparticulas em ambientes
marinhos pode levar um tempo ainda maior (Koelmans, Besseling e Shim, 2015). E
importante destacar que o primeiro polimero sintético foi descoberto ha pouco mais
de 100 anos (Rasmussen, 2018).

12.1.3. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Com intuito de avaliar tanto os tamanhos das particulas geradas, quanto a
sua ocorréncia em diferentes faixas de tamanhos, foi realizado a analise de DLS. A
partir dessa analise foi possivel identificar as dimensbes das particulas e sua
frequéncia na amostra total, bem como seu tamanho médio. Um dos resultados
dessa andlise apontou que a maioria das particulas (>43% da amostra total) se
encontra na faixa entre 68-91 nm. Esses valores sdo corroborados pela andlise de
MEV-FEG na Figura 42, onde estdo apresentadas micrografias de diversas
particulas proximas a essa faixa de dimensdes. A Figura 43 apresenta a quantidade
de particulas em relacdo a amostra total para cada dimenséo de, de 1 nm a 10 um.
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Figura 43: Distribuicdo do tamanho de particulas das amostras de micro/nanoparticulas de PP obtida

a partir da técnica de DLS
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A partir da Figura 43 é possivel observar que a grande maioria das particulas
esta localizada um pouco abaixo dos 100 nm, entretanto é possivel verificar a
existéncia de uma pequena curva de distribuicdo de tamanho na faixa entre 200-500
nm. Essas particulas nessa faixa de dimensdes também sdo observadas na andlise
de MEV-FEG, na Figura 42G, e podem nao ter sido reduzidas ainda mais de
tamanho, por, possivelmente, serem parcelas mais internas das amostras que foram
submetidas a camara e ndo terem sofrido radiacdo direta, o que pode ter reduzido a

sua taxa de degradacéao.

Cabe ressaltar que as particulas poliméricas apresentadas na analise de

MEV-FEG na faixa de dimensdes entre 1-5 um (Figura 42C), se apresentaram em
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uma quantidade muito menor em relacdo as particulas nanométricas, como é

possivel observar na Figura 43.

12.2. Avaliagao da toxicidade das micro/nanoparticulas de PP

Com o intuito de se verificar a interacdo entre as particulas e os organismos e
a interacdo entre esses, foram realizados registros fotograficos utilizando-se uma
camera digital acoplada a um microscopio invertido da marca Nikon, modelo SMZ
1500 durante a exposicdo dos embrides as diferentes suspensdes. A partir da Figura
44 é possivel observar que as particulas aderiram a parte externa do cérion dos
organismos e conforme aumenta-se a concentragdo das suspensfes, aumenta-se a

presenca dessas particulas também.

Figura 44: Fotografia dos embribes de peixe-zebra expostos as diferentes suspensdes

Naive 0,5 mg/L ~ 1,0mg/L
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Sabendo-se que os poros dos corions do peixe-zebra possuem um diametro
aproximado entre 0,5 e 0,7 um (Li et al., 2022), é esperado que as particulas
nanometricas produzidas nesse estudo consigam penetrar o cérion, podendo atingir
o embrido durante o seu desenvolvimento embrionéario. Entretanto, de acordo com
Duan et al. (2020), devido a afinidade das particulas com os cérions dos organismos,
€ possivel que elas fiquem retidas na superficie do cérion. No seu estudo, Duan et
al. (2020) apontaram que particulas poliméricas de 100 nm nao conseguiram
adentrar o corion do zebrafish, mas elas foram ingeridas via oral e por absor¢céo
dérmica quando os organismos ja haviam eclodido. Por outro lado, Lee e Jeong
(2019) apontaram que nanoparticulas de poliestireno de 50 nm podem adentrar o
corion com certa facilidade. Os autores também testaram outros tamanhos de
particulas e verificaram que nanoparticulas de 200 nm e 500 nm também
conseguiram penetrar no corion, porém com certa dificuldade, principalmente as
particulas de 500 nm. Os autores apontaram também que os efeitos toxicos
causados aos organismos expostos as nanoparticulas poliméricas tém correlacéo
com o tempo de incubacédo dessas dentro do cérion dos organismos, durante o seu

desenvolvimento.

Em relacdo aos experimentos de Sobrevida, Taxa de eclosdo, Movimento
espontaneo, batimentos cardiacos, morfologia e locomocdo para avaliacdo da
toxicidade, é importante ressaltar que nao foi possivel obter um n suficiente para a
realizacdo de testes estatisticos até a conclusdo deste trabalho, e, portanto, os

resultados desses experimentos sao preliminares.

12.2.1. Sobrevida

A Figura 45 apresenta os resultados preliminares de sobrevida dos
organismos expostos as diferentes concentragdes de micro/nanoplasticos ao longo

dos tempos dos experimentos.
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Figura 45: Resultados preliminares da sobrevida do zebrafish ao longo dos tempos dos experimentos
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12.2.2. Taxa de eclosao

A Figura 46 apresenta os resultados preliminares da taxa de eclosdo dos
organismos expostos as diferentes concentracdes de micro/nanoplasticos ao longo
dos tempos dos experimentos.
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Figura 46: Resultados preliminares da taxa de eclosao dos organismos expostos as diferentes

concentra¢des de micro/nanoplasticos ao longo dos tempos dos experimentos
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12.2.3. Movimento espontaneo

A Figura 47 apresenta os resultados preliminares da contagem dos
movimentos espontaneos dos organismos expostos as diferentes concentragfes de

micro/nanoplasticos.
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Figura 47: Resultados preliminares da contagem de movimentos espontdneos dos organismos

expostos as diferentes concentragdes de micro/nanoplasticos
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12.2.4. Batimentos cardiacos

A Figura 48 apresenta 0s resultados preliminares da frequéncia dos
batimentos cardiacos dos organismos expostos as diferentes concentracbes de

micro/nanoplasticos.
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Figura 48: Resultados preliminares da frequéncia dos batimentos cardiacos dos organismos expostos

as diferentes concentragfes de micro/nanoplasticos
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12.2.5. Morfologia

A Figura 49 apresenta os resultados preliminares da distancia axial dos

organismos expostos as diferentes concentragdes de micro/nanoplasticos.



139

Figura 49: Resultados preliminares da distancia axial dos organismos expostos as diferentes

concentra¢des de micro/nanoplasticos
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A Figura 50 apresenta os resultados preliminares da distancia ocular dos

organismos expostos as diferentes concentracdes de micro/nanoplésticos.
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Figura 50: Resultados preliminares da distancia ocular dos organismos expostos as diferentes

concentra¢des de micro/nanoplasticos
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A Figura 51 apresenta os resultados preliminares da area ocular dos

organismos expostos as diferentes concentragdes de micro/nanoplasticos.
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Figura 51: Resultados preliminares da area ocular dos organismos expostos as diferentes

concentra¢des de micro/nanoplasticos
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12.2.6. Locomogao

A Figura 52 apresenta os resultados preliminares da distancia total percorrida

pelos organismos expostos as diferentes concentragcdes de micro/nanoplésticos.
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Figura 52: Resultados preliminares da distancia total percorrida dos organismos expostos as

diferentes concentracdes de micro/nanoplasticos
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A Figura 53 apresenta os resultados preliminares da velocidade média dos

organismos expostos as diferentes concentracdes de micro/nanoplésticos.



143

Figura 53: Resultados preliminares da velocidade média dos organismos expostos as diferentes

concentra¢des de micro/nanoplasticos
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A Figura 54 apresenta os resultados preliminares do tempo de permanéncia
na periferia dos organismos expostos as diferentes concentracbes de

micro/nanoplasticos.
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Figura 54: Resultados preliminares do tempo na periferia dos organismos expostos as diferentes

concentracdes de micro/nanoplasticos
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A Figura 55 apresenta os resultados preliminares do meandro absoluto dos

organismos expostos as diferentes concentracdes de micro/nanoplésticos.
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Figura 55: Resultados preliminares do meandro absoluto dos organismos expostos as diferentes

concentra¢des de micro/nanoplasticos
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13. CONCLUSOES GERAIS

A partir dos objetivos deste trabalho, foi possivel desenvolver uma revisédo
compilando-se dados sobre efeitos toxicoldgicos causados por micro e nanoplasticos
a diferentes organismos. Durante essa etapa do trabalho foi possivel concluir que
ainda ha muitas lacunas a se explorar e pesquisar referente a diferentes
combina¢cdes de organismos, tipos de plastico, dimensdes de particulas, entre
outras, em ensaios toxicoldgicos. Verificou-se também uma escassez de publicacdes
com a utilizacdo nanoplasticos para ensaios de toxicidade, que nao seja o PS.
Apesar disso, com os dados disponiveis, foi possivel reforcar a hipétese de que ha
diferentes predominancias de toxicidade quando utilizados diferentes organismos,
diferentes tipos de plasticos, e, principalmente, diferentes dimensdes de particulas
plasticas. Outro ponto a ser destacado é a diferenca da forma de obtencdo das
particulas a serem utilizadas nos estudos, onde, para a maioria dos tipos de
plasticos, a forma e obtencdo foi comercial sem a utilizacdo de métodos ou
processos de reducéo de dimensdes, enquanto que para o PET a principal forma de
obtencdo foi por meio de moagem e cortes de produtos comerciais, tais como
garrafas plasticas. Esses resultados se refletiram nas dimensfes das particulas
utilizadas, onde as dimensdes das particulas de PET apresentaram uma mediana
maior do que as medianas das dimensdes dos outros tipos de plasticos,
principalmente do PS, o qual apresentou a utilizacdo de particulas significativamente

menores do que todos 0s outros tipos de plasticos.

Além disso, revisando-se os efeitos causados ao organismo Danio rerio, 0
qual foi utilizado como modelo da pesquisa em outra etapa deste trabalho,

apresentou uma maior predominancia de efeitos toxicolégicos quando exposto a



147

nanoparticulas em comparacdo a microparticulas de plastico para a maioria das

categorias de toxicidade avaliadas.

Sabendo-se que a poluicdo polimérica atinge principalmente os ambientes
costeiros, este estudo também apresentou como objetivo a quantificacdo e
caracterizagcdo dos microplasticos presentes em uma praia de municipio de
Torres/RS. A partir desta etapa do estudo, foi possivel quantificar tanto as fibras
guanto os fragmentos de microplasticos presentes nos pontos de coleta. Os
microfragmentos apresentaram quantidades muito superiores as fibras em todos os
pontos de coleta e foi possivel identificar uma tendéncia de aumento de suas
concentracfes nos ultimos pontos de coleta, proximo ao Rio Mampituba. Dessa
forma, pode-se concluir que ha uma possibilidade de que residuos plasticos das
parcelas urbanas ou mesmo de outros municipios, incluindo do estado vizinho, séo
transportados pelo rio, podendo se acumular nos locais da costa mais préximos
depositando microparticulas devido aos processos degradativos causados ao longo
do trajeto e nos préprios pontos da costa. Esse resultado também reflete nos
resultados de quantidade relativa de particulas por faixas de dimensfes, onde a
grande maioria das particulas coletadas encontra-se na faixa de dimensfes entre
50-100 um, que € um indicativo de que as particulas presentes no ambiente da praia
possam estar sofrendo uma degradacdo foto-oxidativa constante, gerando-se um
maior niamero de particulas cada vez menores. Foi possivel identificar que o0s
principais tipos de microplasticos contaminando essa praia foram o PE, o PP e 0 PA,
onde os dois primeiros apresentam as maiores demandas do mercado de plasticos,
e a poliamida é um polimero muito utilizado na confec¢cdo de materiais de pesca e
roupas. Comparando-se esses resultados aos resultados encontrados por outros
autores em outras regides costeiras, verifica-se uma semelhanca no que diz respeito

aos principais tipos de plasticos contaminantes.

Por fim, o volume final deste trabalho teve como objetivo a producdo e
exposicdo de micro e nanoparticulas de PP ao zebrafish. Durante esta etapa foi
possivel aplicar uma metodologia para a geracdo de micro e nanoparticulas e PP a
partir do plastico comercial, a qual pode ser replicada em novas pesquisas de
toxicidade com esse material, que sdo escassas, de acordo os resultados obtidos no
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Volume | deste trabalho. A combinacdo dos fatores de foto-oxidacdo causada pela
exposicdo a camara de envelhecimento e abrasdo mecéanica foi suficiente para
reduzir os fragmentos de PP comerciais a escala nanométrica, como evidenciado
pelas analises de MEV-FEG e DLS. Apesar da existéncia de microplasticos, a
grande maioria das particulas geradas encontrou-se na faixa préxima a 80-90nm.
Em relacdo a exposicdo aos organismos de Danio rerio, verificou-se uma adesao
das particulas ao cérion dos organismos, ocorrendo um aumento progressivo da
presenca das particulas com o aumento de sua concentracdo. Nao foi possivel
concluir todos os testes de toxicidade com os organismos de Danio rerio para que
houvesse um n amostral suficiente para realizar andalises estatisticas, e portanto, nao

foi possivel realizar uma discusséo sobre os resultados dessa etapa.
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14. PROPOSTA PARA TRABALHOS FUTUROS

o Desenvolver uma revisao sistematica dos efeitos toxicolégicos causados por
micro e nanoplasticos considerando outros fatores, tais como concentracfes de
particulas, ambiente (solo, agua doce, agua marinha), estagio de desenvolvimento
dos organismos (embrido e adulto), entre outros;

o Aplicar a metodologia utilizada no Volume 2 para outras localidades do litoral
do Brasil, incluindo também a segmentacdo dos pontos de coleta por atividade
(turismo, pesca, comércio, entre outros).

o Desenvolver um atlas da poluicdo por microplasticos para o litoral do Brasil,
incluindo informacdes tais como concentracgdo, tipos e dimensdes das particulas;

o Concluir os experimentos de exposicdo para avaliacdo da toxicidade das
micro e nanoparticulas de PP em embrides de zebrafish, testar a adsorcéo de outros
quimicos possivelmente nocivos aos organismos em particulas de PP, tais como

defensivos agricolas e avaliar a sua toxicidade.
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APENDICES

As Figura 56, Figura 57Figura 58Figura 59 apresentam os espectros Raman

de particulas de PE, PP, PET e PA encontradas na praia de Torres.

Figura 56: Espectro Raman de uma particula de PE encontrada na costa de Torres/RS
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Figura 57: Espectro Raman de uma particula de PP encontrada na costa de Torres/RS
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Figura 58: Espectro Raman de uma particula de PET encontrada na costa de Torres/RS
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Figura 59: Espectro Raman de uma particula de PA encontrada na costa de Torres/RS
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