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RESUMO

MAFFEI, C. M. Efeitos ecotoxicologicos da exposicdo do invertebrado bentbnico
Chironomus sancticaroli (Diptera, Chironomidae) ao microplastico polietileno. 2021.
Trabalho de Graduagéo. Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de S&o Paulo, 2021.

A entrada de poluentes emergentes em sistemas aquaticos é cada vez mais recorrente em virtude
do crescimento da populacdo humana e do desenvolvimento tecnolédgico. Estudos recentes tém
revelado o risco da contaminacdo plastica em ambientes aquaticos, sobretudo a contaminacgéo
originada por microplasticos (particulas poliméricas de origem primaria ou secundaria com
tamanho inferior a 5 mm). Nos ultimos anos, tem sido observada a ocorréncia de microplasticos
em ecossistemas de agua doce e toxicidade relacionada as espécies de invertebrados, peixes,
aves aquaticas. Entretanto, os efeitos bioldgicos para muitas espécies-chave de agua doce ainda
sdo desconhecidos. Diante deste cenario, neste projeto foram investigados os efeitos
ecotoxicolégicos de microplasticos do tipo polietileno, de tamanho entre 40-48um, para a
espécie de inseto Chironomus sancticaroli. Foram conduzidos bioensaios agudo (96h) e cronico
(240h), para avaliar os possiveis impactos que estas microparticulas podem acarretar na espécie
selecionada. Foram analisados dados de sobrevivéncia, alteracdo no tamanho do corpo e
também no peso das larvas, quando submetidas as concentracdes de 40, 80, 160, 320 e 640 mg
Lt De acordo com os resultados, a presenca do microplastico apresentou potencial de
toxicidade em C. sancticaroli, principalmente no ensaio agudo, no qual afetou a sua
sobrevivéncia. Ja no ensaio cronico, a presenca do microplastico ndo afetou significativamente
a sobrevivéncia, bem como o seu peso e comprimento ap6s 10 dias de exposi¢do. Porém, nesse
ensaio observou-se uma diferenga significativa na sobrevivéncia entre a solugdo controle e a
solucdo com concentracdo de 640 mg MP L1, indicando uma possivel ingestdo e efeitos na
espécie a longo prazo. Assim, tendo em vista a baixa quantidade de ensaios realizados neste
trabalho, seria ideal a realizacdo de mais ensaios de toxicidade, bem como a analise de outros

potenciais efeitos, visando a obtencédo de resultados mais precisos e conclusivos.

Palavras-chave: ~ Microplasticos.  Contaminantes emergentes. Aguas  continentais.

Macroinvertebrados aquaticos. Ecotoxicidade.






ABSTRACT

MAFFEI, C. M. Ecotoxicological effects of benthic invertebrate Chironomus sancticaroli
(Diptera, Chironomidae) exposure to polyethylene microplastic. 2021. Trabalho de
Graduacéo. Escola de Engenharia de Séo Carlos, Universidade de Séo Paulo, 2021.

The entry of emerging pollutants into aquatic systems is increasingly recurrent due to human
population growth and technological development. Recent studies have revealed the risk of
plastic contamination in aquatic environments, especially contamination caused by
microplastics (polymer particles of primary or secondary origin with less than 5 mm size). In
the last years, the occurrence of microplastics in freshwater ecosystems and the toxicity related
to invertebrate species, fish and waterfowl has been observed. However, the biological effects
for many freshwater species are still unknown. Thereby, this project investigated the
ecotoxicological effects of polyethylene microplastic, size between 40-48um, for the insect
specie Chironomus sancticaroli. Short-term (96h) and chronic (240h) bioassays were
conducted to analise the possible impacts that these microparticles may cause on the selected
specie. Data on survival, change in body size and larvae weight were analyzed. Data on
survival, changes in larval lenght and weight were analyzed when subjected to doses of 40, 80,
160, 320 and 640 mg MP L. According to the results, the presence of microplastics presented
potential toxicity in C. sancticaroli, specialy in short-term exposure, which affected their
survival. In the chronic bioassay, the presence of microplastic did not significantly affected
their survival, weight and length after 10 days of exposure. However, in this assay there was a
significant difference in survival between the control solution and the concentration of 640 mg
MP L', suggesting possibility of ingestion and long-term effects in the specie. Thus, as the low
number of tests performed in this work, it would be importante to conduct more toxicity tests,
as well as the analysis of other potential effects, aiming to obtain more accurate and conclusive

results.

Keywords: Microplastics. Emerging Contaminants. Freshwater. Aquatic Macroinvertebrates.

Ecotoxicity.
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1. INTRODUCAO

O aumento da populagdo humana implicou na elevada demanda por alimentos, 4gua de
qualidade, cuidados médicos, terras para agricultura, espacos habitaveis, energia e bens. Essas
demandas implicaram no uso de substancias tais como pesticidas, compostos quimicos,
polimeros e nanomateriais, e estes estdo contaminando o meio ambiente e colocando em risco
0 bem-estar da espécie humana e dos ecossistemas (DUNLAP e JORGENSON, 2012).

Até o ano de 2016, estima-se que a producdo total de plastico esteve em cerca de 335
milhdes de toneladas, (PLASTICS EUROPE, 2017). O Brasil é 0 4° pais na geracdo de residuos
plasticos no mundo, gerando cerca de um quilo de plastico por habitante por semana. Os
primeiros colocados sdo os Estados Unidos, China e india. Além disso, apenas 1,28% do total
produzido no Brasil é reciclado, bem abaixo da média mundial de 9%, e uma parcela
significativa desses materiais acaba sendo descartado em ruas, corregos e lixdes (WWF, 2019).

Assim, o plastico tem sido uma das principais fontes de poluicdo de florestas e,
especialmente, dos oceanos, cerca de 100 mil animais a morte anualmente. A maior parte dos
plasticos chega aos oceanos através de rios, 0s quais historicamente sdo utilizados pelo homem
como local de descarte. Cientistas estimam que em 2050 exista mais plastico do que peixes nos
oceanos, caso 0 consumo e o descarte incorreto continuem nesse ritmo (NATIONAL
GEOGRAPHIC, 2021). O plastico possui a caracteristica de acumular no ecossistema, ja que €
altamente resistente, adsorve substancias perigosas e degrada em microparticulas, responsaveis
pelo sufocamento, imobilizacéo e inani¢cdo de muitos seres vivos (PERTUSSATTI, 2020).

Nos ultimos anos, 0s impactos associados a estas particulas no ambiente aquatico
marinho e continental tem sido explorados. Todavia, 0 nimero de estudos publicados
relacionados a presenca de microplasticos em &guas doces € inferior aos relacionados ao
ambiente marinho, havendo uma necessidade do aumento do campo de estudo em aguas
continentais, dado o potencial risco que este contaminante oferece a biota aquatica (EERKES-
MEDRANO e THOMPSON, 2018).

Desse modo, estudos vem indicando ingestdo e efeitos que essas particulas causam nas
espécies, como por exemplo em golfinhos, peixes, anfipodes, crustaceos e equinodermos (ZHU
etal, 2018; ASCER, 2015; THOMSON et al., 2009; MURRAY e COWIE, 2011; HART, 1991).
Porem, ainda hd uma caréncia de informacdes sobre os potenciais efeitos causados em
invertebrados aquéaticos (ASCER, 2015). Assim, nesse estudo investigou-se a toxicidade de

microplasticos no macroinvertebrado aquético Chironomus sancticaroli.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ecotoxicologia e poluentes emergentes

O conceito de ecotoxicologia surgiu em 1969, quando o francés René Truhaut a definiu
como sendo o estudo qualitativo e quantitativo dos efeitos toxicos das substancias naturais ou
sintéticos nos ecossistemas, incluindo organismos vivos, popula¢fes animais ou vegetais,
terrestres ou aquaticas (TRUHAUT, 1977). As etapas em que a ecotoxicologia consiste sdo:
determinacdo dos contaminantes e suas respectivas destinacdes; estimacdo do grau de
periculosidade para os organismos vivos; analisar os padrdes maximos estabelecidos para tal
substancia; diagnosticar os efeitos no ambiente; e, por fim, tomar medidas controlando tais
emissdes (de KRUIJF, 1988).

A ecotoxicologia aquatica visa analisar os efeitos dos poluentes sobre organismos que
sejam representativos no ambiente aquatico (RAND, WELLS e MCCARTY, 1995). Os corpos
hidricos sdo expostos constantemente a substancias tdxicas as quais podem ser langadas tanto
diretamente através de efluentes, quanto indiretamente, através da contaminacao do ar e do solo
(GHERARDI-GOLDSTEIN et al, 1990). Deste modo, as fontes de emissdo de contaminantes
podem ser provindas de efluentes industriais (metais pesados, por exemplo), drenagem agricola
(que muitas vezes contém agrotoxicos), derrames acidentais de substancias quimicas e
lancamento de esgotos domésticos em rios e mares (ARIAS et al., 2007).

Além de ser o principal receptor dos contaminantes, 0 ambiente aquatico é muito diverso
e dinamico, contendo interagdes complexas entre 0s componentes, sejam bidticos ou abidticos
(RAND, WELLS e MCCARTY, 1995). Assim, a preocupagdo com a qualidade e conservagao
das aguas se tornou de suma importancia, e nos ultimos anos houve um crescente aumento de
pesquisas que buscam entender os impactos no ambiente aquatico (NEGREIROS, 1997).

A partir da aplicacdo de ensaios ecotoxicoldgicos foi possivel ter uma maior fiscalizacao
da poluicdo hidrica, permitindo a criacdo de padrdes de qualidade para aguas e efluentes
industriais, como a CONAMA 357 e a CONAMA 430, respectivamente. Os ensaios biolégicos
sdo importantes porque revelam efeitos que ndo seriam identificados por andlises fisico-
quimicas. No Brasil, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e a Companhia
Ambiental do Estado de Séo Paulo (CETESB) sdo as principais instituicdes a implementarem
regulamentos sobre o0 uso de bioensaios para monitoramento ambiental (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006).
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Porém, embora as metodologias de controle de substancias quimicas em recursos
hidricos causada por efluentes industriais, domésticos ou oriundos de atividades agricolas sejam
conhecidas, ainda ndo sdo conhecidos parametros e técnicas eficientes o bastante para se
controlar os agentes poluidores chamados de contaminantes emergentes (ALVES, 1997;
NEGREIRQOS, 1997). Os contaminantes emergentes sdo classificados como substancias
naturais, sintéticas ou microrganismos que nao costumam ser monitorados pois nao estdo
inclusos em legislagdes, além de apresentarem dificuldade de identificacdo e manipulagéo,
porém, sdo possivelmente toxicos ao ambiente e/ou aos seres vivos (CANELA et al., 2014).
Alguns exemplos desses contaminantes sdo 0s pesticidas, farmacos, horménios e

microplasticos.
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2.2 Microplasticos

Os microplasticos sdo particulas de plastico praticamente invisiveis a “olho nu”. N&o ha
uma definicao sobre seu tamanho padréo, os valores variam de estudo para estudo, sendo essa
variacdo definida por didmetros entre <Imm e <10mm. Na maior parte dos casos, adota-se um
valor médio de diametro, <5mm (MOLCARD, et al., 2003). No presente estudo utilizou-se
microplasticos de 40-48 um de diametro.

Eles podem ter origem primaria ou secundaria. Os primarios sdo os advindos de
cosméticos, produtos de higiene, lavagem de roupa sintética e desgaste de pneus de automoveis,
e da producdo de polimeros, podendo assim estar presentes em industrias e em aguas residuais.
J& as fontes secundarias sdo provindas de plasticos maiores, 0s quais vado se degradando até
ficarem menores (WAGNER et al., 2014).

Estas microparticulas sdo encontradas em diferentes formas (fragmentos, esféricas,
fibras, entre outras) e possuem variada constituicdo quimica, tais como polietilenos de baixa e
alta densidade, poliestireno, policloreto de vinila, polipropileno, poliamidas, policarbonatos,
poliéster e polietileno tereftalato (ANDRADY, 2011; COSTA, DUARTE e ROCHA-SANTOS,
2017). A maior parte dos plasticos encontrados nas aguas é composta de polietileno,
polipropileno e poliestireno (Figura 1). Entre esses, o polietileno € o mais produzido
mundialmente, e sua degradacao é considerada lenta e dificil, devido a presenca do etileno, que
provém de hidrocarbonetos fosseis. Além de ser hidrofébico, também possui alto peso
molecular, alta densidade e capacidade de reter substancias em sua estrutura, como pesticidas
e metais pesados (HIDALGO-RUZ et al., 2012).

Os plasticos sdo produzidos através de derivados de petroleo, e sdo constituidos por
mondmeros — moléculas orgénicas. De acordo com a juncdo de diferentes mondmeros se
formam diferentes tipos de plastico, cada um com sua caracteristica particular. Como nao
reagem quimicamente, ndo possuem capacidade de se desintegrar, apresentando dificil
decomposi¢do no meio ambiente (FREUDENRICH, 2007).

Além do proprio polimero, sua composi¢do contém uma série de compostos quimicos,
potencialmente toxicos, utilizados para aprimorar o produto em relacdo a sua flexibilidade,
dureza e durabilidade (MARTINS, 2020; DIAS, 2016). Dessa forma, a complexidade dos
materiais e a presenca de aditivos dificultam o processo de reciclagem, que até hoje, foi inferior
a 10% no mundo (GEYER et al., 2017).
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Figura 1 - Principais tipos de plasticos produzidos no mundo, sua abreviatura, estrutura quimica, densidade e

aplicacdes.
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Fonte: Barbosa, 2017.

As microparticulas sdo persistentes e podem ser encontradas flutuando na superficie,
em suspensao na coluna d’agua, ou at¢ mesmo depositadas no fundo. Compostos hidrofobicos,
como o0s poluentes organicos persistentes (POP), sdo facilmente adsorvidos pelos
microplésticos, retendo assim uma alta concentracdo de componentes toxicos. Ademais, as
particulas sdo facilmente ingeridas pelos organismos aquaticos, muitas vezes confundidas com
alimento, devido ao seu tamanho (SOBRAL, FRIAS E MARTINS, 2011).

Segundo Geyer et al., 2017, até 2017 foram produzidas aproximadamente 63 bilhdes de
toneladas de plastico, o qual se popularizou na sociedade devido ao seu baixo valor e
possibilidade de substituir materiais mais caros. Por ser inerte e inapto a sofrer reacoes
quimicas, ele é altamente utilizado em todos os setores — industrias, cComercios e servigos - e
pode ser encontrado em quase tudo que consumimos, sendo boa parte de uso Unico, ou seja,

com vida Gtil muito curta, produzida para ser utilizada uma Unica vez.
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2.3 Medidas para limitar o uso do plastico

Os plasticos de uso Unico, caracterizados por durar entre 5 minutos e 1 ano, como
canudos, garrafas de bebida, embalagens e sacolas s@o a principal preocupacdo em relacdo ao
uso do plastico, pois tornam-se rapidamente rejeitos e sdo pouco reciclados. Assim,
recentemente, diversos paises estdo se comprometendo a reduzir ou até extinguir alguns desses
usos (PERTUSSATTI, 2020).

Bangladesh foi o primeiro pais a proibir o0 uso de sacos plasticos. Em seguida, Chile,
Nova Zelandia, Eritréia, Somalilandia, Butdo, Haiti, Tanzania, Taiwan, Maced6nia e muitos
outros também baniram as sacolas. A Costa Rica também se comprometeu a substituir os
plasticos de uso Unico até 2021, langando o projeto Zona Livre de Pléastico. Além disso, alguns
paises criaram leis que limitam a espessura dos sacos, como Botsuana, China, Africa do Sul,
Etiopia, Uganda e Quénia, e outros criaram impostos e taxas sobre 0s mesmos, tais como
Irlanda, Bélgica, Africa do Sul, Taiwan e Dinamarca (UNEP, 2016; TENTREE, 2018; DW
BRASIL, 2018).

Além da limitacdo no uso dos macroplésticos, alguns paises tomaram a iniciativa de
proibir a fabricacdo dos microplasticos em produtos de higiene, isto é, aqueles que foram
propositalmente adicionados. O Canada adicionou as microesferas a Lista de Substancias
Toéxicas na Lei Canadense de Protecdo Ambiental em 2016, proibindo assim a fabricacéo,
importacdo e venda de produtos contendo a substancia (UNEP, 2016). Além desse caso, alguns
estados dos Estados Unidos, como Califérnia, New Jersey, Maryland, Colorado Illinois, Maine
e Indiana (UNEP, 2016) e o Reino Unido (THE GUARDIAN, 2018) também adotaram
legislagdes limitando o seu uso.

No Brasil, alguns estados baniram o uso de canudos descartaveis, tais como, Acre,
Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Norte, Santa Catarina e
Sdo Paulo. Além disso, o Distrito Federal proibiu a venda e distribuicdo de sacolas pléasticas e
Sdo Paulo proibiu o fornecimento de copos, pratos e talheres de plastico descartavel em
estabelecimentos comerciais (ZAREMBA, 2020; DISTRITO FEDERAL, 2019; SAO PAULO,
2019).

Essas medidas sdo importantes pois 0s macro e microplasticos sdo prejudiciais aos
animais. Estudos relatam que as particulas podem ser ingeridas por diversos organismos,
causando sufocamento, imobilizacdo, inani¢do, disfuncbes e até a morte (PERTUSSATTI,
2020).
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2.4 Impactos de microplasticos em espécies

Diversos estudos ja revelaram a presenca de microplasticos em espécies animais. No
intestino do golfinho Sousa chinensis foram encontradas concentracdes de 0,3 a 0,8 itens/g de
microplastico (ZHU et al., 2018). Foi indicada também uma alteracdo no DNA do mexilhdo
Perna perna (ASCER, 2015), ingestdo por anfipoda Orchestia gammarellus e poliqueta
Arenicola marina (THOMSON et al., 2009), por crustdceo Nephrops norvegicus (MURRAY e
COWIE, 2011), por Daphnia magna (CANNIFF e HOANG, 2018) e por larvas de
equinodermos (HART, 1991).

Estudo realizado durante travessia no Atlantico Norte revelou que 73% dos peixes
mesopelagicos coletados continham plastico em seus estdmagos, sendo a maior parque do tipo
polietileno. Por serem presas de peixes maiores, que por sua vez servem de alimentos para o
homem, esses plasticos podem se espalhar facilmente pela cadeia (BARBOSA, 2018).

Assim, organismos maiores, como peixes e aves marinhas, podem vir a ingerir
microplasticos direta ou indiretamente, caso se alimentem de organismos ja contaminados.
Porém, apesar de constatada a ingestdo de microplasticos em muitos organismos aquaticos,
ainda nao existe muitas informacGes sobre os efeitos destes compostos em larvas de
invertebrados aquaticos (ASCER, 2015).

Além da ingestdo por animais, estudo realizado pela Orb Media comprovou a presenca
de microplasticos em garrafas de agua potavel. Mais de 80% das amostras coletadas ao redor
do mundo, inclusive no Brasil, apresentaram as particulas plasticas, e nos Estados Unidos esse
valor chegou a 94%. Os efeitos dessas particulas quando ingeridas pelos humanos ainda séo
desconhecidos. Segundo este estudo, uma garrafa pode conter de dezenas a milhares de
particulas, sendo que a média apresentada foi de 314,6 particulas por litro. I1sso se d& devido ao
fato destas apresentarem dimens&o muito pequena, dificultando assim sua retirada nas estagoes
de tratamento de agua e esgoto, sendo entdo descarregadas em rios, lagos e até nos oceanos.
Dessa forma, a presenca dos microplasticos nos ambientes aquaticos vem sendo cada vez mais

investigada.
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2.5 Ocorréncia em ambientes aquéticos

A ocorréncia de microplasticos em agua doce tem sido documentada em diferentes
concentracdes e em diferentes partes do mundo. Nos rios Rhone, Aubonne e Venoge, na Suica,
microplasticos foram detectados em concentracGes entre 0,10 e 64 itens/m3 (FAURE et al.,
2015). Ndo obstante, em estuarios dos rios chineses Jiaojiang, Oujiang e Minjiang, localizados
préximos a zona urbana, foi observada uma varia¢do na concentragdo de microplasticos entre
100 e 4100 itens/m3 (ZHAO, ZHU e LI, 2015). Nos rios Los Angeles e San Gabriel (EUA), a
abundancia estimada destas microparticulas chegou a 1.146.418,36 itens/m3e 51.603 itens/m3,
respectivamente (MOORE, LATTIN e ZELLERS, 2011). No estuario Yangtze e no Mar da
China encontrou-se 4137,3 e 0,167 itens/m3, respectivamente (ZHAO et al., 2014). No Canada,
nas aguas costeiras da Columbia Britanica, 2080 itens/m? foram contabilizados (DESFORGES
et al., 2014). No Brasil estudo realizado nos Rios Coc6 e Ceard indicou uma abundancia de
0,163 e 0,057 itens/m3, respectivamente (BRITO, 2018). A Tabela 1 apresenta um resumo da

abundancia de MP nos corpos d’agua, de acordo com os trabalhos anteriores ja citados.

Tabela 1 - Quantidade de MP em corpos d’agua ao longo do Mundo.

Localizacdo Quantidade de MP Fonte
(itens/m3)
Rio Los Angeles 1.146.418,36 Moore, Lattin e Zellers (2011)
Rio San Gabriel 51.603 Moore, Lattin e Zellers (2011)
Estuario Yangtze 4.137,3 Zhao et al. (2014)
NE Pacifico e Colimbia Britanica 2.080 Desforges et al. (2014)
Rios Jiaojiang, Oujiang e Minjiang 100 a4.100 Zhao, Zhu e Li (2015)
Rios Rhéne, Aubonne e Venoge 0,10 a 64 Faure et al. (2015)
Mar da China Oriental 0,167 Zhao et al. (2014)
Desembocadura rio Cocé 0,163 Brito (2018)
Desembocadura rio Ceara 0,057 Brito (2018)

Fonte: Adaptado de Brito, 2018.

O microplastico foi reportado pela primeira vez na década de 70, em &guas marinhas
(CARPENTER e SMITH, 1972) cerca de 30 anos depois do inicio das industrias de plastico
(ZHU et al., 2018). Estimou-se que, em 2015, haviam mais de 250.000 toneladas de

microplasticos apenas na superficie dos oceanos (ERIKSEN et al., 2014). Seus efeitos tém sido
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estudados cada vez com maior frequéncia, porém ainda ha caréncia de informacdes sobre seu
potencial impacto a biota em aguas doces, quando comparado ao ambiente marinho, o qual ja
possui um campo de estudo significativamente maior (EERKES-MEDRANO e THOMPSON,
2018). Assim, buscando ampliar o conhecimento a respeito dos possiveis efeitos nas diferentes
espécies, no presente estudo investigou-se os efeitos toxicos dos microplasticos no invertebrado

aquatico Chironomus sancticaroli.
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2.6 Chironomus sancticaroli

Para a realizacdo de estudos ecotoxicoldgicos, deve-se selecionar a espécie a ser
utilizada. Diversas espécies podem ser estudadas, como invertebrados, peixes e algas. No caso
dos invertebrados, fatores como facilidade de coleta e de criacdo em laboratdrio sdo
determinantes para essa selecdo. Além disso, devem ser espécies com papel funcional no
ecossistema, e que sua alteracéo cause desordem (BERTHET, 2015).

O invertebrado aquatico Chironomus sancticaroli é um inseto da Ordem Diptera,
Familia Chironomidae, o qual é bastante presente em ambientes aquaticos do Estado de S&o
Paulo. A espécie Chironomus sancticaroli constitui uma grande parcela da biomassa béntica,
pode ser facilmente cultivado em laboratdrio e possui papel importante na cadeia alimentar e
na ciclagem de nutrientes dentro do ambiente aquatico. Além disso, ele possui alta tolerancia a
variacdes ambientais, como pH, temperatura, profundidade e oxigénio dissolvido. (GIESY e
HOKE, 1989; ARMITAGE, 1995).

Essa espécie também possui papel importante por ocupar um nivel intermediario na
cadeia alimentar, entre produtores primarios e consumidores secundarios. Sendo assim, eles se
alimentam de algas, microorganismos e matéria organica e servem de alimento para peixes,
insetos e aves, portanto, sua alteracdo causa um desequilibrio no ecossistema (PORINCHU e
MACDONALD, 2003).

O seu ciclo de vida é relativamente curto e constituido por quatro fases: ovo, larval
(composto por quatro instares), pupa e adultos, de acordo com a Figura 2 (VIVEIROS, 2012).
Na primeira fase, a fémea deposita 0s ovos em um material gelatinoso, rico em nutriente, o qual
é dilatado quando em contato com a agua. Em seguida a incubacéo, os ovos eclodem, liberando
as larvas. As larvas, por sua vez, apresentam um comportamento bentdnico — ou seja, dependem
de um substrato — e formam tubos através do préprio substrato para se protegerem de predadores
durante o seu desenvolvimento.

Pouco antes de emergir, ao final do 4° instar, ocorre o estagio da pupa, na qual é
construido um casulo resistente. Ao maturar, sua coloracdo é alterada de laranja para castanho
e o casulo é rompido para que o adulto consiga emergir. Assim, 0s mosquitos acasalam,
iniciando um novo ciclo (STRIXINO, 1980). O ciclo de vida varia de acordo com a temperatura
a qual a espécie esta inserida, sendo de 28 a 30 dias quando em temperaturas entre 15 e 19,5°C,
e 15 a 17 dias quando em temperaturas entre 21 e 24°C (STRIXINO & STRIXINO, 1985).
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Figura 2 - Ciclo de vida de Chironomus sp. A — ovo, B - larva, C — pupa (1 - recente, 2 - madura) e D —

mosquito (direita - macho e esquerda - fémea).

Fonte: Viveiros, 2012.

Além do Chironomus sancticaroli, estima-se a ocorréncia de cerca de outras 15
mil espécies na familia Chironomidae, distribuidas por todo o mundo (CRANSTON,
1995). Como exemplo tem-se o C. riparius, o qual ¢ comumente presente na Europa,
possuindo uma grande quantidade de estudos no exterior, € o C. fepperi, abundante na

Australia (DORNFELD, 2006; STEVENS, 1993).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade de microplasticos no macroinvertebrado aquatico Chironomus
sancticaroli (Diptera: Chironomidae), quando submetidos a exposi¢des aguda (96h) e crénica
(240h).

3.2 Objetivos especificos

e Investigar o efeito toxico do micropléasticos sobre a sobrevivéncia de C. sancticaroli;
e Analisar os efeitos da exposi¢cdo no comprimento das larvas;

e Analisar os efeitos da exposi¢ao no peso das larvas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microplésticos

O microplastico a utilizado foi do tipo polietileno, de alto peso molecular, cor branca,
formato esférico, tamanho entre 40-48 um de diametro, densidade 0,94 g/mL a 25°C e ponto de
fusdo de 144°C. O produto foi adquirido pela empresa Sigma-Aldrich® e armazenado em local

escuro, a temperatura ambiente (25 °C).

4.2 Selecao das concentracdes

A partir das concentracdes utilizadas em trabalhos ja realizados, que consistiram na
exposicdo de microplasticos a macroinvertebrados de dgua doce, foi possivel selecionar as
concentracfes de microplasticos a serem testadas (CANNIFF e HOANG, 2018; REHSE,
KLOAS e ZARFL, 2016).

Assim, definiu-se as concentragcBes em uma série geométrica: 40; 80; 160; 320 e 640
mg.L™. Essas concentragGes foram baseadas no estudo de Silva et al. (2019), que utilizaram
concentragcdes de 62,5, 125, 250, 500 e 1000 mg MP/50g de sedimento para investigar a
toxicidade em C. riparius. Embora sejam concentracdes consideradas altas, Conkle et al.
(2017), argumenta que a quantidade de microplastico esteja subestimada, ja que cerca de 80%
dos estudos que quantificam as microparticulas consideram apenas plasticos > 300 um, por

usarem redes que sO permitem coletar particulas desse tamanho.

4.3 Organismo-teste, cultivo e manutencéo

O organismo-teste que foi exposto as concentra¢des selecionadas é o macroinvertebrado
bentébnico Chironomus sancticaroli. O cultivo da espécie foi realizado no Laboratério de
Ecologia de Ambientes Aquaticos, da Escola de Engenharia de Sao Carlos, da Universidade de
Sao Paulo. Conforme procedimento adaptado de Fonseca, 1997 e Trivinho-Strixino, 1980, a

espécie foi sido cultivada sob aeragdo constante em bandejas plasticas (38 cm de comprimento
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por 33 cm de largura), que continham 4 L de agua reconstituida (EPA, 2002) e uma fina camada
de sedimento previamente tratado, com cerca de 0,6 cm de altura. Suportes de madeira
revestidos com redes de nylon (42 cm de comprimento, 36 cm de largura e 38 cm de altura)
foram utilizados para que fosse evitada a perda dos organismos em fase adulta para 0 meio

exterior (Figura 3).

O cultivo foi mantido a uma temperatura controlada de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12h
luz/12h escuro. A cultura foi alimentada uma vez por semana, com 22,6 £ 1 mg de racao para
peixe TetraMin® triturada.

Figura 3 - Cultivo de Chironomus sancticaroli.

Fonte: Proprio autor.

4.4 Preparacao das solugdes-teste de microplasticos

As massas de microplastico necessarias para se alcancar cada concentracdo
selecionada foram pesadas individualmente em balanca analitica Sartorius, modelo
BP211D, resolugdo 0,00001g. Essa metodologia foi adotada pois as particulas
microplasticas se comportam de forma heterogénea na dgua, sendo assim, haveria uma alta
imprecisdo caso as solucdes fossem preparadas a partir de uma solucao-estoque (REHSE
etal., 2016).

Assim, as massas de microplasticos (10; 20; 40; 80 e 160 mg) foram pesadas
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individualmente e dispostas em béqueres de 500 ml contendo 250 ml agua reconstituida e 50 g
de areia fina autoclavada a 100°C, alcancando assim as concentragdes determinadas
previamente (40, 80, 160, 320 e 640 mg L!). Por fim, adicionou-se 2,5 + 0,5 mg de ragéo para
peixe TetraMin® triturada (USEPA, 2002).

4.5 Exposicdes do Chironomus sancticaroli ao micropléastico polietileno

4.5.1 Testes de toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda foi realizado para analisar a sobrevivéncia do organismo-
teste quando exposto as concentracdes de microplasticos em um curto periodo e foi baseado na
metodologia de Fonseca (1997). Logo, 6 larvas de 1V instar foram separadas do cultivo (Figura
4) e transferidas para béqueres contendo as solugdes-teste especificadas no item 3.5., liberando-
os abaixo da superficie da agua (Figura 5). Os testes de toxicidade aguda foram estaticos e
realizados em triplicata para cada concentracdo e controle (dgua reconstituida). Os organismos
foram alimentados apenas no inicio do teste e incubados por 96h e mantidos a temperatura de
25 £ 2°C e fotoperiodo de 12h luz/12h escuro. Ao final das 96 h, cada solucéo foi separada para

a contagem do nimero de organismos sobreviventes.

Figura 4 - Selecdo das larvas de 1V instar para a realiza¢do de ensaios agudos.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 5 — Vista geral de um ensaio agudo.

4.5.2 Teste de toxicidade cronica

No teste crénico, foram utilizadas larvas de | instar. Para isso, ocorreu a separacao de
desovas do cultivo e, apos sua ecloséo, foram utilizadas 15 larvas em cada solucgdo-teste e
controle. A duracao do teste foi de 240 horas (10 dias) sob aeracdo constante e a alimentacao
aconteceu no inicio (a partir da preparacao da solucdo-teste) e apos 4 dias, a partir da adicdo de
2,5+ 0,5 mg de ragdo para peixe TetraMin® triturada.

Além da investigacdo da sobrevivéncia, o ensaio crénico buscou investigar potenciais
efeitos do microplastico sobre o desenvolvimento das larvas. Assim, ap6s o teste, as larvas
foram conservadas em alcool 70%, tiveram seu comprimento medido e também foram pesadas
em balanca de alta precisdo. Para a medi¢do do comprimento, foram montadas e fotografadas
laminas com as larvas de cada solucdo-teste, as quais foram medidas com o auxilio do software
Image J.

Em todos os testes, 0s béqueres foram cobertos para diminui¢do do contato com 0 meio
externo. No teste crdnicos, os béqueres foram cobertos por tecido tule para impedir a perda de
organismos emergidos, atados com elastico latex, para acoplamento das mangueiras de aeragéo
(Figura 6).



33

Figura 6 — Vista geral de um ensaio cronico.

Fonte: Proprio autor.

4.6 Tratamento estatistico dos resultados

Para tratamento estatistico dos dados, utilizou-se o software PAST. Para isso,
primeiramente aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk para definir se os resultados se comportam
como uma distribui¢do normal ou ndo-normal. Assim, quando p > 0,05, a distribuigao ¢ normal,

e quando p < 0,05 a distribuicao é ndo-normal.

Caso atenda a uma distribuicdo normal, deve-se aplicar o teste ANOVA para descobrir
se ha diferencas significativas entre os resultados (caso p < 0,05 ha diferengas significativas e
caso p > 0,05, as diferencas sao ndo significativas - considerando uma confianca de 95%). Ja
para o caso de distribuicdo ndo-normal, aplica-se o teste de Kruskal-Wallis. Por Gltimo, aplica-
se também o teste de Dunn's post-hoc, para avaliar se ha diferencas significativas entre as

diferentes concentracdes e a solugéo controle.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaio de toxicidade aguda (96 h)

No ensaio de toxicidade de curta duracdo, a menor taxa de sobrevivéncia observada foi
em 40 mg MP L™ (50%). Em 160, 320 e 640 mg MP L1 a taxa de sobrevivéncia foi a mesma
(66,67%), enquanto em 80 mg MP L~ observou-se a maior taxa (83,33%), conforme descrito
na Figura 7. De acordo com o teste de Kruskal Wallis, ndo foram encontradas diferencas
significativas nas taxas de sobrevivéncia entre as concentracGes estudadas. Porém, esse
resultado ndo foi conclusivo pois o valor de p foi igual a 0,05138 (muito préximo do limite de
0,05), e observando os resultados é possivel notar que houve um impacto do microplastico sobre
a sobrevivéncia dos individuos. Comparando a concentracdo de 40 mg MP L1 e o controle,
observou-se uma diferenga significativa, segundo o teste de Dunn’s post hoc (p = 0,006432).

Observa-se também que em nenhuma das concentragdes houve desvio padrao, ou seja,
0s béqueres de cada concentracdo apresentaram exatamente 0 mesmo namero de individuos

sobreviventes.

Figura 7 - Taxas de sobrevivéncia média e desvios-padrdo para C. sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico

em ensaio de curta duragdo (96 h).
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Fonte: prdprio autor.
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5.2 Ensaio de toxicidade crénica (240 h)

No ensaio cronico, a menor taxa de sobrevivéncia observada foi em 640 mg MP L1
(86,67%), seguida pela concentracdo de 80 mg MP L™ (90%). Ja em 40, 160 e 320 mg MP L1
a taxa de sobrevivéncia foi a mesma (93,33%), conforme a Figura 8. Ndo foram observadas
diferencas significativas nas taxas de sobrevivéncia entre as concentragdes estudadas, segundo
o teste de Kruskal Wallis (p = 0,2011). Entretanto, de acordo com o teste de Dunn’s post hoc,
observou-se uma diferenca significativa entre a concentracdo de 640 mg MP L e a solucédo
controle (p =0,01778).

Na concentragdo de 160 mg MP L~1 observou-se um maior desvio padréo, sendo assim
a taxa de sobrevivéncia variou mais entre as amostras (entre 86,67% e 100%), seguida pela
concentragdo de 80 mg MP L1, na qual a taxa variou entre 86,67 e 93,33%. Em todas as outras

concentragdes - 40, 320 e 640 mg MP L~! — ndo houve desvio padréo.

Figura 8 - Taxas de sobrevivéncia média e desvios-padrdo para C. sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico

em ensaio cronico (240 h).
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Em relagdo ao peso das larvas, a menor mediana de peso ocorreu em 640 mg MP L1
(1,11 mg), seguida pela concentragdo de 320 mg MP L1 (1,13 mg). Ja a maior mediana de peso
observada foi para a concentragdo de 160 mg MP L™ (1,165 mg) (Figura 9). N&o se observou

diferencas significativas entre as concentragdes, segundo o teste de Kruskal Wallis (p = 0,9336).

Figura 9 — Box-plot de peso de larvas de C. sancticaroli sob exposi¢éo ao microplastico em ensaio cronico
(240 h).
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Fonte: préprio autor.

Em relacdo ao comprimento das larvas, a maior mediana de comprimento ocorreu em
40 mg MP L™t (7,471 mm), seguida pela concentragdo de 160 mg MP L1 (7,102 mm). As
menores medianas observadas foram para as concentragdes de 320 mg MP L™ (6,618 mm), 80
mg MP L~1 (6,827 mm) e 640 mg MP L™ (6,994 mm) (Figura 10). Nesse caso, o teste de
Kruskal Wallis também ndo apontou diferencas significativas entre as concentracfes (p =
0,4391).
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Figura 10 — Box-plot de comprimento de larvas de C. sancticaroli sob exposi¢do ao microplastico em ensaios de
longa duracdo (240 h).
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6. DISCUSSAO

Nos ensaios realizados, agudo e crénico, o microplastico ndo teve impacto significativo
na sobrevivéncia de C. sancticaroli, segundo o teste estatistico de Kruskal Wallis. Porém, no
ensaio agudo esse resultado ndo foi conclusivo e indicou a ocorréncia de impacto do
microplastico sobre a sobrevivéncia, sobretudo na concentragéo de 40 mg MP L. Ja no ensaio
cronico, observou-se uma diferenca significativa entre a solucdo controle e a solugdo com
concentracdo de 640 mg MP L1, maior concentragdo analisada. Sendo assim, é possivel que a
espécie tenha ingerido as microparticulas, levando a inani¢do. Mais testes seriam necessarios
para a obtencéao de resultados mais assertivos.

Estudo realizado por Silva et al. (2019), confirmou a presenca de particulas de
polietileno no intestino de larvas de Chironomus riparius. Comparando diferentes tamanhos de
microplastico, as larvas ingeriram maior quantidade de particulas menores (32-63 pm), mesmo
quando exposta a solugdo em que 90% das particulas eram maiores (63-250 um e 120-500 um),
reforgando a possibilidade de ingestdo nesse caso, ja que o micropléstico utilizado no presente
estudo possui tamanho semelhante (40-48 pum).

Assim, caso fosse comprovada a presenca de microparticulas no intestino das larvas,
poderia haver uma acumulacdo ao longo da cadeia alimentar, chegando nos consumidores
secundarios - principalmente peixes - que se alimentariam de presas ja contaminadas e, por fim,
ao proprio ser humano, novamente se contaminando por consumo indireto (Cho et al., 2021).
Sabendo disso, estudos realizados indicam severos efeitos que 0s microplasticos causam nos
peixes, como: reducao de crescimento, obstrucdo do trato intestinal, inflamacdes, desregulagéo
do metabolismo e perda de energia (HORTON et al., 2017; ROCHMAN et al., 2014.).

Em relacdo ao comprimento e peso das larvas, aparentemente a presenca do
microplastico ndo afetou o desenvolvimento da espécie, ja que ndo foram observadas diferencas
significativas entre as solucbes. Em ambos os pardmetros — comprimento e peso -, a
concentracdo de 320 mg MP L1 apresentou resultados mais expressivos, o que poderia indicar
que essa € a concentracdo mais afetada, mas, para isso, mais ensaios seriam necessarios para
confirmacdo da hipotese.

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Setyorini et al. (2020), em que
ndo foram observados efeitos significativos no peso e comprimento da cabeca das larvas de
Chironomus riparius quando expostas a microfibras de PET de 50 um, em relacdo as amostras

controle.
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Além do tamanho e da concentracdo, o formato dos microplasticos também pode
interferir nos efeitos causados nos organismos, como argumenta Au et al. (2015). Estudo
realizado com o anfipode de agua doce Hyalella azteca, indicou maior toxicidade com
microplasticos de formas irregulares de polipropileno formada por redes marinhas (20-75 mm
de comprimento por 20 mm de diametro) quando comparados as microesferas de polietileno
(10-27 um). Isso possivelmente ocorre pelas fibras interagirem com o intestino de forma
diferente do que as microesferas.

Outro fator a ser considerado é a sor¢ao de substancias quimicas pelo MP. Tourinho et
al. (2019) estipularam possiveis senarios a respeito da bioacumulacdo de substancias, sendo
eles: A —sem a presenga de MP’s; B — MP’s ndo interferem na bioacumulacéo; C — reducéo de
bioacumulacdo; D — vetor para bioacumulacdo (Figura 11). Essa variagcdo ocorre devido a
diferentes afinidades entre produtos quimicos e MP’s, capacidade de ingestdao pelo organismo,
tipo de material, tamanho e formato dos MP’s.

Assim, Ziajahromi et al. (2019) observaram que a sor¢do de bifentrina pelos
microplasticos antes da exposi¢do reduziu a biodisponibilidade e toxicidade para Chironomus
tepperi, provavelmente devido a uma baixa dessor¢do apds a exposicdo. Assim, a bifentrina
quando exposta sozinha foi mais téxica do que quando tendo sua exposi¢cdo combinada a
presenca de MP’s, em ensaios agudos de 48 horas. Por outro lado, estudo realizado por Qu et
al. (2018) mostrou que altas concentragdes de MP (50 mg L) acumularam maior quantidade
de venlafaxina no figado de peixe Misgurnus anguillicaudatus, aumentando a bioacumulacao

de contaminantes e a toxicidade sobre a espécie.

Figura 11 — Possiveis cenarios de bioacumulacéo de substancias por microplasticos.

A .\ . B . !
A &, o A 4, 4 O
C a A D A =
o — X | v — *@‘i’
N a 2. O‘ s . Lo

Fonte: Tourinho et al. (2019).
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7. CONCLUSAO

Com os ensaios realizados concluiu-se que o microplastico apresenta potencial de
toxicidade e pode ter afetado a sobrevivéncia de Chironomus sancticaroli, sobretudo no ensaio
agudo, onde o resultado do teste estatistico foi inconclusivo e a analise dos dados permitiu
observar que a contaminacdo afetou a sobrevivéncia dos individuos. Ja no ensaio cronico, a
presenca do microplastico ndo afetou significativamente a sobrevivéncia de C. sancticaroli,
contudo, observou-se uma diferenga significativa entre a solucdo controle e a solugédo com
concentracdo de 640 mg MP L1, indicando a possibilidade de ingestdo e efeitos na espécie a
longo prazo.

Em relacdo ao comprimento e peso das larvas, nao se observou resultados significativos
que poderiam impactar o desenvolvimento da espécie. Entretanto, seria importante a realizacdo
de mais ensaios de toxicidade, bem como a analise de outros potenciais efeitos, como ingestao
das particulas e combinagdo do microplastico com substancias quimicas, visando a obtengéo de

resultados mais conclusivos sobre os impactos do microplastico em invertebrados aquaticos.
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