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RESUMO

Os materiais plasticos sao alguns dos principais poluentes atuais devido ao aumento
exponencial no consumo somado ao seu descarte inadequado. Os micro (MP) e nanoplasticos
(NP) em escala reduzida sao utilizados principalmente como abrasivos em produtos de cuidados
pessoais. Entretanto, aqueles oriundos da degradagao fisico-quimica e bioldgica dos plasticos
no meio ambiente também formam MP e NP. Devido a suas caracteristicas hidrofobicas, MP e
NP podem interagir com outros poluentes emergentes e possivelmente, causando efeito adverso
na biota. O 17a-Etinilestradiol (EE2) ¢ um dos principais poluentes emergentes em se tratando
de desreguladores enddcrinos tanto pelo elevado consumo quanto por seus efeitos. Dentre seus
principais efeitos estdo a alteragdo de caracteristicas sexuais secundarias e a feminizacao da
biota aquatica. A remocao insuficiente do EE2 durante os processos de tratamento de efluentes
torna seu langamento nos corpos hidricos ou sua retengcdo no lodo preocupante. A toxicidade
de misturas ¢ a ferramenta através da qual é possivel compreender os efeitos de dois ou mais
compostos nos seres vivos. O presente trabalho visa caracterizar e avaliar o potencial
toxicologico do NP de poliestireno (PS) e EE2 isolados e em misturas com os ensaios de
ingestdo, toxicidade aguda e cronica. A caracterizagdo dos compostos foi realizada com os
parametros: Potencial Zeta (PZ), Diametro Efetivo (DE), Indice de polidispersio (IPD),
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET). Como resultados o didmetro médio do NPPS (85,13 £ 11,08
nm) via MET e o PZ e IPD indicaram elevada estabilidade em agua NPPS e particulas
monodispersas, respectivamente. A mistura com o EE2 ndo aumentou significativamente o
diametro efetivo do NPPS, porém reduziu o PZ. Essa redu¢do ndo foi suficiente para torna-lo
instavel. Os ensaios toxicologicos foram realizados com os compostos isolados e em diferentes
proporcdes da mistura NPPS + EE2. A ingestdo do NPPS e mistura indicou que o EE2 reduzi
a retencdo do NPPS nos organismos teste. Os resultados de toxicidade aguda foram aplicados
no método do isobolograma resultando em um efeito majoritariamente antagénico de baixa
intensidade. Os ensaios de toxicidade cronica em concentracoes ambientalmente relevantes
demonstraram pouco ou nenhum efeito dos materiais isolados e em mistura. Esses resultados
demonstram que para Daphnia magna, um organismo nao-alvo do EE2 o poluente nao causou
efeitos em niveis preocupantes.

Palavras-chave: Toxicidade de misturas. Nanoplastico. 17a-etinilestradiol. Daphnia magna.

Concentragdes ambientais.



ABSTRACT

Plastic materials are some of the main environmental pollutants due to its exponential growth
in consumption and incorrect disposal. Micro (MP) and Nanoplastics (NP) are mainly used as
abrasive particles in personal care products. However, the physical-chemical and biological
degradation of plastics can also generate MP and NP. Due to its hydrophobic properties, MP
and NP can interact with emerging pollutants present in the water and soil, causing adverse
effect on the biota. 17a-Ethinylestradiol (EE2) is one of the main emerging pollutants known
as endocrine disruptor compounds because of both its high consumption and its effects.
Amongst these effects the most preeminent are the altering of secondary sexual traits and the
feminization process of the biota. The insufficient removal of EE2 during the effluent treatment
process raises concern on its final disposal in water bodies and the sludge originated on the
treatment. Mixture toxicity is the tool with which is possible to assess the effects of two or more
compounds on the living organisms. The present dissertation aims to characterize the
toxicological potential of the polystyrene (PS) NP and EE2 both isolated and in mixtures using
the uptake, acute and chronic toxicity tests. The characterization of the compounds was
performed to measure: Zeta Potential (PZ), Effective Diameter (DE), Polydispersity Index
(IPD), Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Transmission Electron
Microscopy (MET). As results, the MET calculated NPPS average diameter (85,13 + 11,08 nm)
and the PZ and IPD indicated an elevated stability of the suspension and its monodispersity,
respectively. When in the presence of EE2, the stability was not significantly changed to enlarge
NPPS’s DE, although it reduced the PZ, but still remaining stable. The toxicological assays
were performed with different ratios between the compounds (NPPS-EE2). The ingestion of
NPPS indicated that EE2 reduces the accumulation of NPPS on the tested organisms. The acute
toxicity results were applied to the isobologram method resulting in a overall mild antagonist
effect. The chronic toxicity results indicated that the environmentally relevant concentrations
applied had little to no effect observed for neither the isolated compounds nor the mixture,
indicating that for Daphnia magna, a non-target species for EE2, the pollutants have not caused
these effects in concerning levels.

Keywords: Mixture Toxicity. Nanoplastics. 17a-Ethinylestradiol. Daphnia magna.
Environmental concentrations.
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1 INTRODUCAO

A produgdo anual de polimeros, comumente chamada de plasticos, cresceu de 1,7
milhdes de toneladas em 1954 para 359 milhdes de toneladas em 2018 (PLASTICSEUROPE,
2019). De todo o volume ja produzido, aproximadamente 4.900 milhdes de toneladas (60%)
encontra-se descartado em aterros ou no meio ambiente e apenas 600 milhdes de toneladas (9%)
dos plasticos foram reciclados (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017). A poluigcdo pléastica,
originada em terra, ¢ carreada via drenagem pluvial até os corpos hidricos, podendo ser
encontrada em ambientes terrestres e aquaticos, de dguas doces, salobras ou salinas, incluindo
ambientes onde ndo ha presenga humana (BESSELING et al., 2014; DRIS et al., 2015; JIANG
etal., 2018).

Os materiais plasticos langados em ambientes terrestres e aquaticos sofrem degradagao
fisico-quimica e bioldgica. A degradagdo fisico-quimica ¢é ocasionada e catalisada,
principalmente, pelas intempéries e radiagdo UV. Os materiais plésticos sdo gradualmente
fragmentados em detritos conhecidos como microplasticos (MP) e nanoplasticos (NP),
dependendo de suas dimensodes. Neste processo, os fragmentos pléasticos liberam diversos
compostos quimicos adicionados como aditivos na produgdo dos polimeros, tais como
retardantes de chama, plastificantes, estabilizantes, antiestaticos e pigmentos. A estimativa ¢ de
que os oceanos contenham 23 milhdes de toneladas de aditivos que eventualmente
contaminardo os ambientes marinhos (FORUM ECONOMICO MUNDIAL, 2016;
MATTSSON et al., 2015; JIANG et al., 2018). A degradagdo deste material em escala micro e
nanométrica ¢ conhecida como via secundaria. As vias primarias compreendem os materiais
plasticos produzidos originalmente em escalas micro ou nanométrica para o uso, principalmente
como abrasivos, podendo permear através do processo de tratamento de efluentes e chegar até
os corpos receptores. (JIANG et al., 2018).

Entre os polimeros produzidos em maior escala no mundo, o poliestireno (PS) foi
classificado em sétimo lugar na Unido Europeia e a nivel global, devido a sua elevada produgao
e relevancia econdmica, sua produgcdo foi estimada em 6,4% do total mundial
(PLASTICSEUROPE, 2019). Seus usos incluem desde copos plésticos descartdveis até o
isolamento térmico/acustico na sua forma PS-expandido, popularmente conhecido como isopor

(PLASTICSEUROPE; EPRO, 2017).



Os plasticos, como PS, no meio ambiente sofrem degradagdo, liberando detritos em
forma de MP e NP. Devido suas caracteristicas hidrofobicas e as elevadas areas superficiais, a
adesdo de poluentes na superficie dos seus detritos ¢ favorecida. Assim, os MP e NP podem
atuar como veiculos transportadores para poluentes emergentes hidrofobicos. Tal
comportamento promove a dispersdo, ingestdo e possivel penetracdo nas células, como
observado em Daphnia magna (BESSELING et al., 2014; BOUWMEESTER; HOLLMAN;
PETERS, 2015; MA et al., 2016). Dentre os poluentes emergentes lancados nos ambientes
terrestres e aquaticos estdo alguns farmacos (ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014),
pesticidas (VAN et al., 2012) e materiais em nanoescala (MCGILLICUDDY et al., 2017), que
nao sdo eficientemente removidos no processo de tratamento dos efluentes.

Com o0 aumento no adensamento urbano e o aumento no consumo de fdrmacos, estes
compostos se fazem ainda mais presentes nos efluentes domésticos. O 17a-etinilestradiol (EE2)
merece destaque por ser um dos farmacos com uma potente agdo como desregulador endocrino
mesmo em concentragdes da ordem de nanogramas por litro. O EE2 esta presente em algumas
formulacdes de medicamentos anticoncepcionais € de tratamentos hormonais, tendo como
principais efeitos observados na biota a indugdo da sintese da vitelogenina (processo associado
a feminizagdo da biota aquatica), declinio da reproducdo e mortalidade dos organismos-teste
(BILA; DEZOTTI, 2007; WEINAND; SAFER, 2015; VOISIN et al., 2016).

Neste contexto, surge a necessidade de se compreender os processos fisico-quimicos
que ocorrem entre os poluentes em ambientes naturais. Sendo assim, a toxicidade de misturas
atua como ferramenta valiosa para a avaliacdo da interacdo toxicoldgica destes compostos e
pode ser utilizada para entender quais sdo os mecanismos de a¢do toxica entre dois ou mais
poluentes. Diante de diversos métodos de avaliacdo da interagdo toxicoldgica, o método do
isobolograma se destaca por realizar uma varredura entre as combinagdes de concentragdes dos
compostos envolvidos (JONKER et al., 2005; GESTEL, 2012; RODEA-PALOMARES et al.,
2015).

O presente trabalho tem como intuito estudar o potencial toxicologico do nanoplastico
de poliestireno (NPPS) e do hormodnio 17a-etinilestradiol bem como de misturas desses dois
compostos, utilizando como organismo-teste de agua doce, D. magna. Os resultados dos testes

de toxicidade aguda e cronica foram aplicados no método do isobolograma apontando
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propor¢des de interesse entre os poluentes. A interpretacdo do isobolograma forneceu
ferramentas para entender os potenciais efeitos na biota das misturas destes poluentes
emergentes em diferentes proporgdes. Os dados gerados neste trabalho poderao ser, portanto,
aplicados a modelos de avaliagdo de risco para situagdes reais em concentragdes

ambientalmente relevantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a o potencial toxicologico do nanoplastico de poliestireno, do hormonio 17a-

etinilestradiol e das misturas de ambos os compostos utilizando o organismo D. magna.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os compostos isolados (NPPS e EE2) e misturas (NPPS-EE2);

e Avaliar a toxicidade aguda dos compostos isolados e das misturas com o
organismo-teste D. magna, utilizando o método do isobolograma;

e Identificar os efeitos de toxicidade cronica para ambos os compostos isolados e

para as misturas sobre a D. magna, utilizando o método do isobolograma.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Nanoplasticos

Os materiais poliméricos, comumente denominados de plasticos sdo utilizados nas
mais diversas areas, desde a industria de embalagens a construgdo civil. Apesar do grande
consumo, para a maioria dos plasticos sua destinagao final ndo ¢ a reciclagem. De toda quantia
de material plastico produzido mundialmente, apenas 9% foram reciclados e aqueles
descartados em aterros sanitarios encontram um ambiente propicio para a fragmentacdo de
detritos de MP e NP, resultantes da degradag@o no meio 4cido dos aterros (BESSELING et al.,
2014; DRIS et al., 2015; GEYER; JAMBECK; LAW, 2017; RIST et al., 2017; GIGAULT et
al., 2018; JIANG et al., 2018).

Durante processo de producdo dos plasticos sdo adicionados em suas composi¢des
diferentes aditivos com o intuito de melhorar suas propriedades como, por exemplo,
retardadores de chamas, cargas, pigmentos, plastificantes, entre outros. Dentre os variados
aditivos, alguns apresentam caracteristicas de desreguladores endocrinos como o nonilfenol
(WAGNER; LAMBERT, 2018). Nessa hipotese, a degradacdo dos plasticos pelas intempéries,
desgaste pelo uso, radiagdo UV ou ataques quimicos apos descarte inadequado promovem a
liberagdo gradual dos plastificantes, comprometendo a integridade e a funcionalidade do
pléstico. Dessa forma, sdo iniciados os processos de erosdo superficial do plastico para a
formacao e liberacao de detritos menores (HIRAI et al., 2011; MATTSSON et al., 2015; JIANG
et al., 2018; WAGNER; LAMBERT, 2018)..

Os MP e NP podem ser classificados como primarios ou secundarios. Os MP e NP
primdrios sdo aqueles produzidos inicialmente em escala micro ou nanométrica, amplamente
utilizados como abrasivos em produtos de higiene pessoal, cosméticos, entre outros. Enquanto
os secundarios sdo aqueles oriundos da degrada¢do de objetos plasticos maiores, estando
associado a poluicao plastica. Contudo, as dimensdes e a densidade dos MP e NP influenciam
no potencial de permeacao através do processo de tratamento de efluentes, podendo chegar nos
corpos receptores (JIANG et al., 2018). De acordo com sua densidade, o material plastico pode
ser depositado nos sedimentos, como o policloreto de vinila (PVC), ou ser transportado
superficialmente pelas aguas fluviais até as correntes maritimas, como o polietileno de baixa

densidade (PEBD), o polipropileno (PP) e o poliestireno (PS) (MORET-FERGUSON et al.,



2010). O transporte e o destino das particulas de MP e NP sdo dificeis de monitorar devido a
variedade de tipos, formas e tamanhos desses materiais. Para identificar o destino de particulas
esféricas de PS em escalas mili, micro e nanométricas nos ambientes aquaticos, Besseling et al.
(2017) simularam o transporte das particulas do sistema fluvial para o ambiente marinho. O
resultado mostrou que as particulas nano e milimétricas sao mais propensas a acumular no
sedimento ao longo do rio, enquanto as microparticulas sdo capazes de atingir o ambiente
marinho. No entanto, Gigault et al. (2016) mostraram evidéncias da presenca de NP em sistemas
oceadnicos devido a acelerada degradagdo fisico-quimica dos plasticos de escala milimétrica
para escala nanométrica, uma vez que, as condi¢des de salinidade, radiagao UV, atrito mecanico
e biodegradagao sdo adequadas para este processo.

A elevada area superficial dos detritos plasticos erodidos aliado as caracteristicas
hidrofobicas dos MP e NP favorecem seu uso como veiculos transportadores de outros
poluentes emergente presentes no meio via processos de sor¢do e dessor¢do. Tais processos
facilitam a dispersdo, ingestdo e possivel penetracdo dos poluentes emergentes nas células
(HIRALI et al., 2011; BESSELING et al., 2014; BOUWMEESTER; HOLLMAN; PETERS,
2015; MA et al., 2016; WAGNER; LAMBERT, 2018) As caracteristicas importantes para o
grau de sor¢do e dessor¢dao de um poluentes emergentes em um NP sdo (TEUTEN et al., 2009;

WAGNER; LAMBERT, 2018):

e Composicao quimica: A existéncia ou ndo de afinidade quimica entre o NP e o
poluente;
e Grau de cristalinidade do NP: Quanto mais amorfa maior a irregularidade na
estrutura, permitindo a aderéncia de poluentes;
e Tamanho das particulas: Quanto maior a razao entre a area superficial € o
volume de cada particula maior o potencial carreador;

e Propriedades da superficie: O revestimento ou funcionalizacdo superficial com

ou sem a presencga de cargas pode facilitar ou dificultar o papel de veiculo
transportador de poluentes.
Especificamente para o caso do NPPS, a sor¢dao dos poluentes emergentes na superficie

dos NPPS promove a permanéncia dos poluentes emergentes na coluna d’agua por mais tempo,
sendo dessorvidos gradualmente da superficie dos NPPS. Esse processo eleva a probabilidade
de interagao entre compostos presentes em baixas concentragdes e a biota aquatica (TEUTEN

et al., 2009)
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Neste sentido, os organismos aquaticos podem ingerir particulas MP e NP de varios
tamanhos e formas, incluindo granulos, fragmentos e fibras (BESSELING et al., 2014; JEMEC
etal.,2016; RIST etal., 2017). Apos a ingestao, estes permanecem no intestino dos organismos,
reduzindo sua capacidade de alimentacdo e, consequentemente, afetando negativamente o seu
desenvolvimento. Uma avaliacdo completa dos potenciais efeitos toxicologicos destes
poluentes nos organismos ¢ dificultada devido a composicao do plastico ser basicamente
hidrocarbonetos. Desta forma, existem limitagdes metodologicas para a identificagdo e
quantificagdo do pléstico ingerido, visto que, a presenca de MP ¢ NP podem ser confundidas
com o proprio alimento no organismo e no sedimento ou 4gua com a matéria organica e outros
compostos hidrofobicos presentes nos ambientes terrestres e aquosos. Sendo assim, a presenca
dos plasticos nos mais diversos ambientes pode causar efeitos deletérios a biota devido a

ingestao de plasticos ou sua aderéncia em guelras incluindo os MP e NP (GREGORY, 2009).

3.1.1 Nanoplastico de Poliestireno

O PS ¢ o polimero mais importante derivado do estireno (Figura 1), sendo amplamente
empregado por seu baixo custo, facilidade de processamento e boas propriedades mecanicas
(CANEVAROLO JR., 2006). Os principais produtos compostos de PS sdo armacdes de 6culos,
copos plasticos, bandejas de ovos plasticas, embalagens e o isolamento na construgdo civil (PS

expandido) (PLASTICSEUROPE; EPRO, 2017).

Figura 1 - Mondmero estireno e polimero l;_)loliestireno. )
H, CH,. CH,

CH =CH, CH “CH “CH L

Polimerizagdo

Estireno o
Poliestireno

Fonte: Adaptado de Canevarolo JR. (2006)
Devido a sua ampla utilizacdo, a degradacao deste polimero representa um importante
aporte para os MPPS e NPPS. Sua estrutura amorfa confere uma caracteristica mais irregular

de sua superficie, permitindo a aderéncia fisica de outros compostos hidrofobicos. Sua



densidade varia entre 0,96 e 1,05 g/cm?, estando proxima a da agua, o que facilita o seu
transporte através do fluxo hidrico (WAGNER; LAMBERT, 2018). Apesar da densidade
indicar a flutuagdo, ¢ importante destacar o papel que ambos o biofilme e a agitagao dos cursos
d’agua fornecem para a chegada destes materiais em toda a coluna d’agua (COLE et al., 2013).

A diferenca de afinidade quimica, ou seja, a hidrofobicidade das NPPS dificulta a
interagdo com a agua, hidrofilica. No entanto, a elevada razao entre area superficial/volume de
suas particulas promove estabilizacdo dos NPPS nos meios aquosos. Os limites métricos para
definir detritos plasticos como sendo MP ou NP foram reportados recentemente por Da Costa
et al. (2016), que classificou MP como particulas de didmetro inferior a 5 mm e NP com de
diametro abaixo de 1 um. De maneira similar, Gigault et al. (2018) determinaram que NP sdo
as particulas isoladas ou conjunto de particulas (homoagregadas) com dimensdes entre 1 nm e
I pm.

Alguns estudos visam encontrar as concentragdes ambientalmente relevantes dos MP
e NP, porém as limitagdes metodologicas e técnicas para coleta, amostragem e identificagdao
dos materiais em escalas micro e nanométricas ainda sdo barreiras a serem vencidas. As
variagdes nas concentragdes sao verificadas em decorréncia da maior ou menor presenca de
poluicdo plastica na regido. As concentragdes de relevancia ambiental para o NPPS foram

resumidas na Tabela 1.

Tabela 1 — Revisdo das concentragdes ambientais de PS.

Polimeros
Tipos de amostras Local Concentracdes Referéncias
encontrados
, Rio Mosa, Paises Baixos 0,14 mg/m 3 ou 9,7 MP/m?
Agua doce ) ) PE, PS, PP Urgert (2015)
Rio Reno, Paises Baixos 0,56 mg/m?® ou 56 MP/m?
, 20 Rios e lagos de Wuhuan, PET, PP, PE, De 1.660 £ 639 a 8.925 + Wang et al.
Agua doce . L
China poliamida e PS 1.591 particulas/m? (2017)
MP de 1 a5 mm:
) ) ) 0,005-0,024 particulas/g Visne e Bat
Sedimentos Lago Sarikum, Turquia PS
MP inferiores a lmm: (2016)

0,027-0,049 particulas/g

Klein, Worch e
) ) 1 g/kg ou 4.000
Sedimentos Regido Reno-Meno, Alemanha PE, PP e PS Knepper
particulas/kg
(2015)
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Polimeros
Tipos de amostras Local Concentracdes Referéncias
encontrados
Regido Metropolitana de
Efluente de uma Chicago, regido nordeste de )
) . . McCormick et
Estacdo de Tratamento Indiana e regido central de PP, PE ¢ PS 1.338.757 particulas/dia L (2016)
al.
de Esgoto Illinois, Estados Unidos da
América

Fonte: Adaptado de Wan et al. (2018).

Para compreender os reais efeitos que as MP e NP podem causar no meio ambiente,
dada a contemporaneidade do estudo de MP e NP, ainda ndo ha padronizacdo quanto a
quantificagdo das concentragdes, havendo registros de “particulas/volume”, “massa/volume”
ou “massa/massa”, dificultando assim a comparagdo entre diferentes estudos (WAN et al.,
2018).

As pesquisas sobre a toxicidade de diferentes plasticos como PP, PE e poliéster t€ém-
se intensificado originando diversos ensaios de toxicidade utilizando os MP e NP. Destes, Wan
et al. (2018) fazem uma compilagdo dos resultados toxicologicos encontrados para alguns
organismos-teste bem como variados plasticos. A Tabela 2 apresenta uma compilagdo dos
efeitos observados somente pelas NPPS com os detalhes relevantes para a analise. Importante
salientar, que os principais efeitos encontrados ndo foram a imobilizacdo, sendo este o efeito
comumente avaliado para D. magna, pois os testes nao atingiram imobiliza¢do suficiente para
calcular o valor. Entretanto, os efeitos observados foram bioquimicos e alteragcdes de

comportamento nos organismos-teste (WAN et al., 2018).

Tabela 2 — Revisdo dos efeitos observados do NPPS na Daphnia magna.
Dimensoes das

Concentracdes Exposi¢do  CEso/Clso Efeitos Referéncia
particulas
Retengdo de MP no trato
gastrointestinal e Rosenkranz
20— 1000 nm 2 um 24h N/A
translocagdo de MP para et al.(2009)
depdsitos de gordura.
Redugdo de crescimento e
grandes alteracdes
) reprodutivas: Reduzidos Besseling
~70 nm 0,22 — 150 mg/L 21 dias 27%

numero e tamanho de etal. (2014)
neonatos, aumento nos casos

de malformacdo de neonatos.




Fonte: Adaptado de Wan et al. (2018).

3.1.2 Etinilestradiol

Dentre os poluentes emergentes hidrofobicos langados estao alguns farmacos que nao
sdo eficientemente removidos no processo de tratamento dos efluentes. Com o aumento no
adensamento urbano e o aumento no consumo de farmacos, estes compostos se fazem ainda
mais presentes nos efluentes domésticos. O 17a-etinilestradiol (EE2) (Figura 2) vem ganhando
destaque por sua potente agdo como desregulador enddcrino. Tal fairmaco ¢ classificado como
hormonio sintético e estd presente na maioria dos medicamentos anticoncepcionais e¢ de
tratamentos hormonais (WEINAND; SAFER, 2015; VOISIN et al., 2016).

O EE2 apresenta duas hidroxilas, uma ligagdo tripla entre carbonos, um anel
aromatico, dois cicloexanos e um ciclopentano. As principais propriedades fisico-quimicas do
EE2 sdo o coeficiente de particdo (Log Kow=4,15), que caracteriza um composto hidrofobico,
e tempo de meia vida de 17 dias. Apesar de seu tempo de meia vida ser reduzido quando
comparado com outros poluentes como agrotdxicos, os hormdnios sao continuamente langados
no meio ambiente e tendem a acumular nos sedimentos, concentrar na biota e adsorver na
matéria organica, representando um carater de persisténcia (JURGENS et al., 2002; REIS

FILHO; DE ARAUJO; VIEIRA, 2006; ROH, 2009; WIT et al., 2010).

Figura 2 - Estrutura molecular do EE2.

Fonte: Bernardelli (2014).

Entre os usos do EE2 estdo a reposi¢do hormonal para pacientes na menopausa, pos
menopausa, deficiéncia hormonal, readequacdo de género para mulheres transexuais e
tratamento para osteoporose (WEINAND; SAFER, 2015; VOISIN et al., 2016). Sua dosagem
tipica diaria administrada por mulheres cisgénero ¢ de 20 a 50 pg, durante o periodo de 21 dias,

enquanto as dosagens utilizadas por mulheres transgénero sdo consideravelmente variaveis
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(SUIDAN et al., 2005). Apds a administra¢do, aproximadamente 25% do EE2 conjugado ¢
excretado, representando em média 35 pg/dia (JOHNSON; BELFROID; DI CORCIA, 2000).

Apesar de ndo constituir como foco principal nos tratamentos de efluentes, os
farmacos apresentam concentragdes residuais até mesmo apds o processo de tratamento
convencional (ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014). Contudo, mesmo quando estdo a
nivel de concentragdes traco (nanogramas por litro ou nanogramas por grama de sedimento)
apresentam efeitos toxicoldgicos de magnitude significativa. A concentragdo ambiental prevista
de efeito ndo observado (PNEC do inglés predictive non-effect concentration) para o EE2 foi
de 0,002 ng/L através de uma série de calculos probabilisticos considerando testes toxicologicos
previamente realizados na literatura. Porém as concentragdes ambientais encontram-se em sua
maioria superiores a esse valor (LI et al., 2013). O maior valor encontrado em toda a literatura
foi equivalente a 133,64 ng/g de sedimento seco no Mangue do Itacorubi, em Floriandpolis, na
mesma bacia hidrografica que se encontra a Universidade Federal de Santa Catarina (ARIS;
SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014; WEINAND; SAFER, 2015).

A capacidade de ligacdo do EE2 com os receptores de estrogénio humanos ¢ duas
vezes maior do que o hormodnio natural 17-estradiol, possuindo assim uma ag¢do mais potente.
Na biota essa ampliagdo de poténcia pode ser ainda maior, sendo observada que em algumas
espécies de peixes a poténcia ¢ multiplicada por um fator de cinco. Tal dado salienta a
importancia de se estudar em concentragdes de relevancia ambiental, ou seja, baixas
concentragdes que possuem um efeito significativo (ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA,
2014).

Sobretudo, entre os principais efeitos do EE2 estdo a feminizacdo da biota aquatica,
maturidade sexual tardia e a redugdo de caracteristicas sexuais secundarias (ARIS;
SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014). Investigacdes in vivo mostraram que exposicao de
peixes a concentragdes de 1 ng/L de E2 ou 0,1 ng/L de EE2 provocaram feminizacao de algumas
espécies como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e a espécie Rutilus rutilus (PURDOM
etal., 1994; ROUTLEDGE et al., 1998; ZUEHLKE et al., 2006). Adicionalmente, devido a seu
carater hidrofobico, € possivel observar a bioacumulagdao do EE2 nos tecidos adiposos da biota,
bem como a biomagnifica¢do de seu efeito a medida que a cadeia tréfica evolui (MATOZZO

et al., 2008).



3.1.3 Mistura entre os poluentes

Em se tratando de misturas entre poluentes, um ponto importante a ser avaliado durante
a escolha dos objetos de estudo ¢ a possivel interacao quimica entre os compostos envolvidos
(WAGNER; LAMBERT, 2018). No presente trabalho, ambos os poluentes apresentam
potencialidades de interacdo devido a suas caracteristicas hidrofobicas. A superficie dos
materiais plasticos pode servir como substrato para a adesdo de diversos poluentes também
hidrofobicos e, portanto, dar inicio ao processo de carreamento, demonstrando a importancia
da area superficial como parametro para a avaliagdao do potencial toxico dos materiais plasticos
(WAGNER; LAMBERT, 2018).

Os NP possuem uma elevada area superficial devido a redu¢dao do diametro de suas
particulas, potencializando ndo somente a interagdo com os demais poluentes do meio como
também o possivel efeito toxico causado por essa mistura. Um fragmento macroscopico de
material plastico descartado incorretamente no meio ambiente pode causar efeitos adversos
também através da sua ingestdo. Todavia, com a presenca de poluentes aderidos em sua
superficie os efeitos podem ser ndo somente causados pelo plastico ou pelo poluente aderido,
mas pelo sistema formado pléstico-poluente. Além disso, somando-se a essa problematica a
redugdo do diametro das particulas plasticas e consequente aumento na area superficial, os NP
compdem elementos de elevada importincia para a compreensdo dos possiveis efeitos

observados no meio ambiente.

3.2 Toxicologia Ambiental

A toxicologia enquanto area do conhecimento pode ser definida como “o estudo dos
efeitos de farmacos, complexos quimicos, metais pesados, grandes moléculas organicas e
misturas quimicas nos seres vivos” (TIMBRELL, 2002; ZAKRZEWSKI, 2002). O aumento da
exposicao da biota a compostos provenientes da acado humana, tanto doméstica quanto industrial
fez com que surgisse um novo ramo da toxicologia, denominado Toxicologia Ambiental, area
que estuda essas interacdes entre os compostos despejados no meio ambiente provenientes da

atividade humana, denominados toxinas ambientais com a biota (TIMBRELL, 2002; YU,
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2005). Nos ultimos 30 anos, a toxicologia ambiental teve sua dimensdo ampliada, tomando
maior consciéncia de que a continuidade da existéncia humana est4 associada a sobrevivéncia
de outros seres vivos (ZAKRZEWSKI, 2002; YU, 2005).

A toxicologia ambiental ¢ amparada pelos conceitos da toxicologia classica como a
relacdo entre a concentracdo (dose), com um efeito observado (resposta). Porém, com o
aumento da demanda de uso dos materiais em nanoescala foi possivel observar que um mesmo
material poderia apresentar efeitos diferentes, dependendo das dimensdes de suas particulas.
Assim, a toxicologia de materiais em nanoescala busca entender as interacdes para melhor
representar os efeitos que ocorrerdo no meio ambiente.

Os efeitos toxicos sdo observados a partir dos ensaios toxicoldgicos. O primeiro
estagio dos ensaios toxicologicos € a caracterizagdo dos poluentes, de maneira que se possa
estimar seu modo de acdo nos organismos vivos e o processo de degradacao natural antes da
realizacdo dos ensaios (ADEMA, 1978). As andlises compreendem-se da exposi¢ao dos seres
vivos ao composto, no caso da biota aquatica, ¢ a dispersao do xenobidtico em uma solugao
contendo a espécie quimica a ser avaliada. Em seguida, ¢ observado o organismo-teste a nivel
microscopico e, assim, verificada a possivel alteracdo em alguma estrutura fisiologica, na
reproducdo, no crescimento ou na imobilidade. No caso dos hormonios sexuais sdo avaliadas
as caracteristicas sexuais dos organismos como, por exemplo, avaliar a possivel alteragcdo de
alguma estrutura ou nas taxas de reprodu¢do (COSTA et al., 2008).

As espécies com a caracteristicas bioldgicas bem definidas, ou seja, conhecidas de
maneira tal que possam ser utilizados como indicadores de toxicidade, sdo denominados
organismos-teste. Alguns fatores que determinam um bom indicador sdo a sensibilidade ao
composto em questdo, a facilidade de reproducdo e cultivo, velocidade de crescimento e
desenvolvimento, disponibilidade no mercado e a facilidade de manipulacdo (COSTA et al.,

2008).

3.2.1.1 Daphnia magna

A D. magna (Figura 3) € um microcrustaceo planctonico da subordem dos Cladocera e
da familia dos Daphnideos, que geralmente reside em aguas frescas e limpas. Conhecidas como
pulgas d’agua, as D. magna sdo seres frageis a agentes externos. Medem entre 2 € 6 mm de

comprimento e possuem um tempo de gestagdo de 1 a 4 dias, gerando uma prole de 1 a 100



filhotes que estardo maduros sexualmente de 6 a 10 dias. Quando as condi¢des ambientais sao
favoraveis, sua reproducdo ¢ partenogénica, gerando apenas filhotes fémeas. Os organismos
machos surgem apenas em condi¢des de estresse e sdo visivelmente menores (COSTA et al.,

2008; KNIE;LOPES, 2004).

Figura 3 - D. magna.

Fonte: Arquivo LABTOX.

A relevancia desses organismos para os testes de toxicidade se deve a sua grande
disseminag¢@o nos corpos hidricos das zonas temperadas; sua posi¢do na cadeia tréfica, na qual
atuam como consumidores primarios consumindo material organico particulado por filtragao
de particulas com didmetro inferior a 50 um, sem distingdo; e sua similaridade entre o
organismo materno e seus filhotes quando a reprodugdo ¢ partenogénica. Desta forma, o
organismo-teste D. magna pode ser classificado como um organismo chave para a detecgao de
alteragdes ambientais, sendo reconhecido internacionalmente como um modelo toxicoldgico
importante bem como um indicador de toxicidade aquatica (COSTA et al., 2008;

KNIE;LOPES, 2004).

3.2.2 Toxicidade de Misturas

A alteracdo no efeito causado por um primeiro composto, devido a presenca de um
segundo em algum ser vivo, € denominada interacao toxicoldgica, logo ¢ a manifestacao de um
efeito observado e nao depende, necessariamente, da interagdo quimica entre 0s compostos.
Essas relacdes toxicoldgicas podem ser classificadas de acordo com seus resultados enquanto
mistura, em comparagao com os efeitos de cada substancia isoladamente. Ao iniciar uma anélise
destes fatores devem-se considerar as dificuldades associadas com qualquer hipotese, tais como
as diferentes camadas de complexidade que as interagdes entre os compostos podem resultar, a

imprevisibilidade de algumas reagdes quimicas e a importancia de se conhecer quais dados
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foram encontrados para a elaboracdo dos calculos (FOUCQUIER; GUEDJ, 2015; RODEA-
PALOMARES et al., 2015). Segue, portanto, um breve resumo das principais interagdes

toxicolodgicas descritas por Rodea-Palomares et al. (2015).

e Efeito aditivo: quando o efeito final ¢ equivalente a soma algébrica dos efeitos
dos diferentes agentes envolvidos;
e Efeito sinérgico ou sinergético: quando o efeito final ¢ maior que a soma
algébrica dos efeitos de cada agente isolado;
e Potencializacdo: quando um agente nao apresenta efeito toxico, porém, aumenta
o efeito de um segundo composto quando estes entram em contato;
e Antagonismo: quando o efeito de um dos agentes ¢ diminuido, inativado ou
eliminado através do contato com outro composto.
A Tabela 3 resume o tema, na qual a coluna “Equagdo representativa” indica uma

equacdo simbdlica em que os valores no primeiro termo da equagdo representam o efeito de
cada um dos agentes quimicos, Ef; corresponde ao efeito do composto 1, Ef, corresponde ao

efeito do composto 2 e Ef,i, representa o efeito da mistura dos dois compostos (Ef; + Ef; =

Efmix)'

Tabela 3 - Resumo das principais intera¢des toxicologicas.

Tipo de interacio Equacio
Toxicolégica representativa
Sem efeito aparente 0+1-1
Aditividade 1+1->2
Sinergismo 1+1-10
Antagonismo 1+1->1
Potenciagdo 0+1-2
Inibicdo (AC) 1+1-0
Masking (Al) 1+1-0

Fonte: Adaptado de Rodea-Palomares et al. (2015).

A toxicidade de misturas se preocupa em compreender tais interagdes e descrever os
mecanismos de a¢do toxica, que resultam no efeito observado, com o intuito de se aproximar
da situagdo real de exposicdo, na qual o meio encontra-se com diversos poluentes
simultaneamente. O presente trabalho visa avaliar a toxicidade da mistura a partir das
informacdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas e toxicidade dos compostos isoladamente,

denominado método ascendente (bottom-up approach) (SILVA et al., 2018).



Para a compreensao das interagdes, sdo utilizados dois principios, sendo eles o da Agao
Independente (AI) e o da Adicao de Concentragao (AC), tais topicos serdo discutidos a seguir.
Caso os mecanismos de acdo toxica ainda nao sejam evidentes para os compostos avaliados,
nao ¢ possivel saber exatamente quais os efeitos da mistura e por qual mecanismo os dois estao
agindo, utilizando somente os dados obtidos nos ensaios. Nesse sentido, a melhor maneira de
interpretar os dados sem realizar ensaios adicionais para entender o modo de agdo ¢ aplicando
os dois modelos de interagdo para os mesmos dados e avaliando o ajuste da curva a Al e a AC
(JONKER et al., 2005). Para a avaliagdo dos resultados uma ferramenta que tem sido utilizada
eficientemente ¢ o MixTox, criada por Jonker et al. (2005). A ferramenta realiza a anélise
estatistica dos graficos construidos e permite avaliar os tipos de interagdo que ocorreram além

de quais as suas especificidades.

Tabela 4 - Avaliacdo da interacdo toxicoldgica proposta por Jonker et al. (2005).

Definicao Conceito Referéncia

Bliss (BLISS, 1939)

Sem desvio (ND) Os dados se adequam aos modelos de AC ou Al
Hewlett e Plackett (1959)

Todas as combinagdes de mistura apresentaram uma )
Bliss (BLISS, 1939)

Sinergismo ou antagonismo (S/A) toxicidade mais severa (sinergismo) ou menos severa
Hewlett ¢ Plackett (1959)

(antagonismo) do que o modelo de referéncia

van der Geest et al. (2000)
) Os desvios do modelo em baixas doses sdo diferentes do
Desvio dependente do nivel da ) ) ) Haas et al. (1996)
desvio do modelo em altas doses (antagonismo em baixas )
dose (DL) ) ) Gennings et al.
doses e sinergismo em altas doses, por exemplo)
(GENNINGS et al., 2002)

Os desvios do modelo apresentam comportamentos
Desvio dependente da razdo entre distintos quanto maior a prevaléncia de um dos Haas et al. (1996)
as doses (DR) compostos. Por exemplo, apresentando sinergismo em  Carter e Gennings (1994)

um composto e antagonismo em outro.

Adaptado de Jonker et al. (2005)

As concentragdes dos poluentes no meio ambiente sdo variaveis, como as condi¢des
ambientais, portanto, ¢ importante descrever quais os efeitos que ocorrem em diferentes

proporcoes de misturas (JONKER et al., 2005). Ao se avaliar uma gama maior de combinagdes
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entre os poluentes, ¢ possivel avaliar o risco para situagdes especificas. Assim sendo, alguns

métodos de analise foram elaborados para diferentes finalidades.

3.2.2.1 Adicao de Concentracdo

O conceito da AC, também chamado de “Acdo Similar” ou Principio da Aditividade
de Loewe, parte do pressuposto que um composto pode ser substituido parcial ou integralmente
por outro, desde que em uma fragdo equitoxica, sem comprometer o efeito final da mistura
(GESTEL, 2012) desde que sempre sejam observados compostos que atuam nos mesmos sitios
de agdo e/ou apresentam os mesmos efeitos.

Caso esta simplificagdo seja aplicavel, torna-se possivel parametrizar as concentracdes
para Unidades Toxicas (UT). As UT sao tteis como fragdes dos efeitos equitdxicos para realizar
operagdes entre os diferentes compostos envolvidos como a soma das concentragdes. A
Equacdo 1 mostra esta conversdo, dividindo as concentragdes por suas respetivas
Concentragdes Efetivas. Uma maneira pratica de verificar se AC adere bem aos dados consiste
em somar a razdo entre a concentracdo do composto I (ou dose c;) e sua respectiva
Concentracdo Efetiva que causa efeito em x% dos organismos testes (CEx;) como descrito na
Equagdo 2. Ainda na Equacao 2, pode-se também utilizar p como a parcela do composto i que
contribui para a toxicidade total, representando neste caso que a soma de todas as parcelas de
efeito deve ser igual a 1 como demonstra a Equagao 3.

UT = CZjSO (1)

Fonte: Rodea-Palomares et al. (2015).

n -1
14
CExyiy = ( E | 1ch.> @)
i= t

Fonte: Gestel (2012).

i=1pi =1 3)
Fonte: Gestel (2012).



A necessidade de verificagdo da adequagdo do modelo a situagdo ideal ¢ um dos
principais parametros para observar a representatividade do modelo. No caso da AC, a
verificacao ¢ feita através da soma das fragdes. Quanto mais proxima do valor unitario, mais

representativa ¢ a adequagao dos dados ao modelo (Equagdo 4) (GESTEL, 2012).

n i
i @

Fonte: Gestel (2012).

A escolha da AC implica considerar todos os compostos presentes na mistura como
contribuintes para a toxicidade total independente da sua concentracdo. Portanto, incluindo-se
compostos em baixas concentragdes nas quais ndo existe efeito observado isoladamente, desde
que, sejam adicionados compostos suficientes para que a soma dos efeitos seja expressiva
(GESTEL, 2012).

Enquanto para um unico composto € possivel calcular uma curva dose-resposta,
delimitando pontos suficientes em uma mistura € possivel que seja calculada uma funcao da
resposta da mistura com i + 1 dimensdes, onde i ¢ o nimero de compostos presentes. Essa
funcao ndo pode ser descrita exclusivamente pelas equagdes dos compostos isolados, portanto
sabe-se que a resposta serd funcdo do vetor a dos pardmetros do modelo e também das
concentragdes dos compostos presentes ¢; (Equacdo 5) (GESTEL, 2012).

As concentragdes dos diversos compostos presentes devem ser convertidas para
fragdes de um unico composto como sugere o modelo AC. O fator de poténcia g; é responsavel
por essa conversao, assumindo que todas as curvas dose-resposta sdo paralelas e corrigindo suas
concentragdes em termos de um tnico composto. Logo, o fator de poténcia transforma todas as
concentragdes em dilui¢des de um unico composto, demonstrado na Equacdo 5 (GESTEL,

2012).

E(cmix) = f(a, ¢; + Xiz1 gic) (5)
Fonte: Gestel (2012).
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3.2.2.2 A¢do Independente

Em contraponto a AC, o conceito da Al entende que o efeito (E') conjunto de diferentes
compostos pode ser calculado a partir da resposta individual. Um dos sindnimos para a Al ¢ o
Principio da Independéncia de Bliss, remetendo a ideia de que cada composto envolvido ¢é
independente em seu efeito (GESTEL, 2012). A Al assume que concentragdes de um composto
(c;) que nao possuem efeito quando isoladas continuardo ndo causando efeito quando em
mistura (¢,,;,) com demais compostos independentemente da quantidade de substancias. Este
modelo possui como premissa basica a ndo interagdo toxicoldgica dos compostos, ou seja, seus
sitios de agdo sdo distintos. A Equacao 6 descreve o efeito da mistura como um produtorio,

satisfazendo estatisticamente a condi¢ao inicial da independéncia de cada composto.

E(cmix) =1 —I[i24[1 — E(c)] (6)
Fonte: Gestel (2012).

A concentragdo da mistura, neste contexto, deve ser vista como a soma algébrica das
concentragdes dos compostos isolados e ndo mais convertendo-as a Unidades Toxicas (Equagdo
7).

Cmix = Z?:l Ci (7
Fonte: Gestel (2012).

3.2.2.3 Analise das Interagoes Toxicologicas

As especificidades dos conceitos AC e Al sdo essenciais para a avaliagdo das misturas.
O principal fator limitante para a escolha entre um dos conceitos consiste no efeito observado
em cada um dos compostos bem como os sitios de acao envolvidos. Existem algumas tentativas
de centralizar tais informagdes em bancos de dados online gratuitas como a ECOTOX® da
Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (Environmental Protection Agency — EPA) (EPA,
2019), porém a obtencdo inicial dos dados em laboratério ¢ consideravelmente complexa,
extensa e dispendiosa, atrasando, assim, a entrada das informagdes nos bancos de dados.

Devido a indisponibilidade dos dados no nivel de detalhamento necessario para optar
entre os principios, faz-se necessdaria a aplicacdo de ambos os modelos e posterior comparagao

de seus parametros estatisticos e avaliando a adequacdo dos dados quantificados com os



modelos calculados (GESTEL, 2012). Elaborada a importancia de calcular as misturas em
ambos os modelos, deve-se escolher os métodos de avaliacdo da interacdo toxicoldgica entre
os compostos envolvidos, definindo tanto o planejamento do experimento quanto a metodologia
empregada.

Dentre os diversos métodos para avaliagdo de misturas destacam-se o da
Equipoténcia/Equitoxicidade e o M¢étodo do Isobolograma. O principio bdasico da
Equitoxicidade consiste em testar os dois ou mais xenobidticos em concentracdes que
apresentem o mesmo efeito como, por exemplo, utilizando as CE50 dos dois compostos como
guia e realizar testes e mantendo a mesma proporc¢ao entre os xenobioticos (GESTEL, 2012;
RODEA-PALOMARES et al., 2015). No entanto, este método apresenta como fragilidade a
representacao limitada do espaco amostral e das possibilidades de interagdes entre os compostos
no meio ambiente.

Por outro lado, 0 Método do Isobolograma consiste em utilizar diferentes combinagdes
de concentragdes dos compostos testados a fim de compreender as interagdes toxicoldgicas em
diferentes propor¢des (GESTEL, 2012; RODEA-PALOMARES et al., 2015). Este foi o método
selecionado para a realizacdo do presente trabalho, pois proporciona maior entendimento do
comportamento das interagdes toxicologicas e fornece uma visdo grafica mais detalhada,

facilitando a compreensao da toxicidade.

3.2.2.3.1 Método do Isobolograma

O Método do Isobolograma consiste em realizar uma varredura no maior nimero
possivel de combinagdes de concentragdes entre os dois compostos envolvidos, representando
graficamente tais interagdes. O grafico corresponde as concentragdes dos solutos analisados nos
eixos X e Y, e o eixo Z representado pelos efeitos observados. Este grafico ¢ denominado
isobolograma (RODEA-PALOMARES et al., 2015).

Durante a elaboragdo das misturas entre duas substancias em solugdo ¢ importante que
as propor¢des da mistura sejam otimizadas para melhor abranger as possibilidades assertivas
na regido de maior efeito. Durante a escolha dessas proporgdes, hd a aplicagdo de uma entre

duas concepgdes importantes: o design de raio fixo ou o design fatorial, como disposto na
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Figura 4. E possivel observar que os dois modelos possuem o mesmo nimero de pontos de
analise, porém sao rearranjados de acordo com as premissas de cada conceito (FOUCQUIER;

GUEDJ, 2015).

Figura 4 — Representacao das concepcdes para a escolha das propor¢des de mistura.
Design de Raio Fixo da mistura de dois compostos Design Fatorial da mistura de dois compostos
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Fonte: Vaz, 2017.

O design de raio fixo considera que a interagdo entre as duas substancias agird como
um terceiro composto diferente dos anteriores € com efeitos proprios. Por isso, a propor¢ao da
mistura projeta linhas com a mesma inclinagao, garantindo a mesma razao entre todos os pontos
de cada reta (FOUCQUIER; GUEDJ, 2015). Quanto ao design fatorial, tem-se como conceito
principal a varredura completa de uma grande gama de possibilidades de interagdo, porém com
pontos equidistantes, ndo representando potenciais alteracdes nos efeitos intermediarios
(FOUCQUIER; GUEDIJ, 2015).

Uma maneira eficiente de se analisar as interagdes entre dois compostos, que possuem
curvas dose-resposta ndo lineares, ¢ a analise das concentracdes de cada um dos componentes
que causa um mesmo efeito £, conceito denominado equitoxicidade e amplamente utilizado em
ensaios toxicoldgicos de misturas (CAO et al., 2007; ISWARYA et al., 2016; AZEVEDO et
al., 2017; DENG et al., 2017; NYS; JANSSEN; DE SCHAMPHELAERE, 2017).

As linhas que causam o mesmo efeito sdo denominadas isoboles (y). Para descreveé-
las no isobolograma, do método da Aditividade de Loewe, utiliza-se a Equacao 8, sendo a a
concentragdo e CE, , o efeito x do farmaco a, enquanto b ¢ CE}, ,, 0os mesmos equivalentes do

composto b (CHOU et al., 2010).



. a b
" CEgx  CEpy

Fonte: Chou et al. (2010).

14

(®)

Quando CE, = CEs5y, deduz-se, entdo, que o somatoério das unidades téxicas dos

compostos a e b sdo equivalentes as unidades toxicas da mistura (UT,,;,), como consta na

Equacdo 9 (CHOU et al., 2010).

a b
y = CFaom + CEaap UT, + UTy, = UTyix

Fonte: Chou et al. (2010).

©)



4 METODOLOGIA

foram elaborados dois esquemas: um apresentando as técnicas empregadas na caracterizagao
dos compostos testados (Figura 5) e outro apresentando os testes toxicologicos realizados para

os compostos puros e as misturas (Figura 6). Nas sessoes a seguir, sera feito um detalhamento

Para facilitar a compreensao da metodologia de trabalho utilizada do presente estudo

de cada uma das etapas apresentadas nestes esquemas.

Figura 5 - Esquema representativo da caracterizacdo dos compostos testados.
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Figura 6 - Esquema representativo dos ensaios toxicologicos realizados.
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Fonte:O autor.

4.1 COMPOSTOS TESTADOS

O NPPS foi sintetizado no LABTOX pela Dra. Denice Schulz Vicentini, conforme
metodologia descrita em Vicentini et al. (VICENTINI et al., 2019) com apenas uma
modificacdo, que consistiu em reduzir a quantidade do emulsificante (dodecil sulfato sédico
(SDS)) adicionado de 0,49 mmol para 0,35 mmol, visando minimizar excesso do emulsificante
no meio reacional. Resumidamente, 0 mondmero estireno foi polimerizado pelo método de
emulsdo convencional na presenga de sementes de nucleagdo de nanoparticulas de 6xido de
aluminio (AlxO3), do emulsificante SDS e do iniciador persulfato de potassio (KPS)
(VICENTINI et al. 2019).

O hormodnio EE2 (pureza 98%) foi adquirido pela Sigma-Aldrich. O etanol (Synth,
98%) foi usado para a solubilizacdo do EE2 em p6. Para todos os testes foi utilizada dgua de

osmose reversa (OR) com condutividade de 0,1 pS cm™.
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4.2 METODOS

4.2.1 Metodologia de Caracterizagio

A Tabela 5 apresenta o resumo das amostras caracterizadas, as propriedades fisico-
quimicas que foram avaliadas, as técnicas fisico-quimicas utilizadas para a caracterizacao dos
compostos, a marca ¢ modelo dos equipamentos utilizado e a respectiva localizacdo dos

equipamentos nos laboratérios da UFSC.

Tabela 5 - Resumo das técnicas fisico-quimicas utilizadas para a caracterizagdo dos NPPS, EE2 e das misturas.

Amostra Caracterizagio Técnica Aparelho Local/UFSC
NPPS Estabilidade em Mobilidade Nanobrook 90Plus
LABTOX/ENS
NPPS-EE2 suspensao eletroforética Brookhaven
NPPS Diametro Efetivo e Indice Nanobrook 90Plus
DLS LABTOX/ENS
NPPS-EE2 de Polidispersao Brookhaven
Central de Analises do
NPPS
Espectrofotometro Cary Departamento de
EE2 Grupos funcionais FTIR ) )
600 Series FTIR Engenharia Quimica e de
NPPS-EE2
Alimentos/EQA
TEM - JEM 1011(JEOL
NPPS
Morfologia e diametro MET Ltd., Tokyo, Japan), LCME
NPPS-EE2
usando 100 kV
ICP-MS Perkin Elmer Laboratorio de
NPPS Quantificagdo de )
ICP-MS Sciex, modelo Elan Espectometria
NPPS-EE2 aluminio total

6000 (Toronto, Canadd) Atomica/Dpto de quimica

Elaborado pelo autor.

4.2.1.1 Morfologia e didmetro

Nas micrografias obtidas pelas técnicas de Microscopia Eletronica de Transmissdo
(MET) foram avaliados a morfologia, didmetro médio de particulas e o potencial de
aglomeracdo das NPPS e misturas (Tabela 6). A preparacdo das amostras consistiu na diluigao
dos compostos nas concentracdes de 140 mg/L para o NPPS puro e para a mistura foram feitas
imagens com concentracdes maiores, sendo as elas as aplicadas no teste agudo (133,04 mg/L
de NPPS e 6,70 mg/L de EE2) e no teste cronico (530,00 pg/L de NPPS e 100 pg/L de EE2).
Em seguida, as suspensdes foram gotejadas em uma grade de cobre recoberta por um filme de

carbono. A gota permaneceu 5 min sobre a grade para a decantacdo das particulas sobre a



superficie da grade. Por fim, o excesso de suspensdo foi removido com um papel absorvente
(MELEGARI et al., 2019 ; DENG et al., 2017). As imagens foram tratadas com o software
Imagel para a contagem e determinagao do didmetro médio das particulas. Os resultados foram
plotados e os didmetros calculados com o software OriginPro 8®, podendo identificar

aglomerados de particulas bem como um calculo do didmetro médio.

4.2.1.2 Estabilidade didmetro efetivo e indice de polidispersdo em suspensdo

O PZ avalia a estabilidade de particulas sélidas em suspensdo via técnica de
mobilidade eletroforética. A estabilidade do s6lido aumenta proporcionalmente com o aumento
em valor absoluto do valor de PZ medido em mV (MURDOCK et al., 2008). De acordo com
Murdock et al. (2007), uma amostra ¢ considerada estavel quando seu PZ ¢ igual ou superior a
30 mV em moddulo. Sendo assim, quanto menor seu valor absoluto, maior a instabilidade, logo,
maior probabilidade de floculagdo dos sélidos suspensos e, consequentemente, da sedimentagao
no liquido. O resultado ¢ parametrizado em relagdo ao valor do PZ em mV. Foi avaliada a
variagdo quanto a estabilidade da suspensio de NPPS (1,4 g L™!) e na mistura com o horménio
EE2 (1,4 g L' de NPPS e 5 mg L' de EE2). Retirou-se uma aliquota de 5 mL de cada amostra
e utilizada uma cubeta polimérica acoplando o eletrodo para a leitura no equipamento.
Utilizando a mesma cubeta da medi¢do do PZ, retirou-se o eletrodo e foi efetuada as leituras de
DE e IPD.

O DE significa a dimensdo das particulas em suspensdo obtida a partir da técnica de
DLS, que consiste na analise das flutuacdes de intensidade da luz espalhada em um determinado
angulo. Essa andlise fornece informagdes sobre o movimento da particula, sendo que o
movimento ¢ a causa das flutuacdes da intensidade.

O IPD representa a distribuicdo do tamanho das particulas e seus valores , quando
menores ou iguais a 0,3, sdo considerados uma suspensao monodispersos, apresentando uma
faixa estreita de tamanhos, ou seja, um baixo desvio padrio (JIANG; OBERDORSTER;
BISWAS, 2009; KULKAMP et al., 2009).

Os resultados foram estatisticamente tratados utilizando o a anélise one-way ANOVA

no software GraphPad Prism 6 ®. As medidas de PZ, DE e IPD foram realizadas a partir das
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suspensdes das NPPS em OR e nos meios aquosos ISO e M4 no equipamento Nanobrook Haven
90Plus PALS. Tais analises foram realizadas de acordo com o limite de deteccao do
equipamento, sendo testadas diversas concentragdes até ser possivel obter um resultado. Assim,
foram utilizadas as concentragdes de 1,4 g L' de NPPS isolado e em mistura utilizou-se 1,4 g
L' de NPPS e 5 mg L!. A solubilidade maxima conseguida com o horménio foi equivalente a
10 mg L', porém devido aos limites de leitura do equipamento foi utilizada a concentragio de
5mgL

As concentragdes que foram aplicadas nos testes ndo puderam ser lidas pelo
equipamento, sendo necessario utilizar concentragdes cada vez maiores de NPPS, tornando

impossivel manter a propor¢ao das concentragdes das respectivas CE50, por exemplo.

4.2.1.3 Estrutura quimica

A avaliagdo das estruturas quimicas dos compostos estudados pela técnica FTIR teve
como objetivo a identificagdo de possiveis alteragdes nos grupos funcionais dos compostos
puros apoOs a mistura, isto €, interagcdes quimicas entre os compostos. Caso haja interagao
quimica, as bandas dos grupos funcionais podem ser deslocadas. Os espectros de FTIR foram
registrados entre 4000 a 650 cm™' (Tabela 6).

Os espectros foram obtidos no Espectrofotometro Cary 600 Series FTIR pertencente a
Central de Andlises do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos/UFSC. Para obter
os espectros do NPPS e NPPS-EE2 foram utilizadas as concentragdes 1ug L' e lug L'+ 1pg
L1, respectivamente. Todas as amostras foram depositadas no leitor de seleneto de zinco. O
espectro do EE2 foi obtido a partir do material s6lido, enquanto os espectros do NPPS e do

NPPS-EE2 a leitura foi feita através de uma solucdo com 1 pg L' de cada composto.

4.2.2 Ensaios Toxicologicos

Os ensaios toxicologicos de toxicidade aguda e cronica foram realizados utilizando o
microcrustaceo D. magna. Os organismos-teste foram cultivados continuamente no LABTOX
de acordo com a ABNT NBR 12.713/2016. O cultivo dos organismos deu-se em béqueres de
vidro de 2 L cada, acondicionados em incubadora com temperatura controlada de 20 =2 °C e
fotoperiodo de 16 h de luz a cada 24 h. Cada béquer foi preenchido com aproximadamente

1.200 mL de meio de cultura M4 (NBR 12.713, 2016), onde foram mantidos em média 30



organismos progenitores. A renovacdo do meio M4 foi realizada trés vezes por semana,
ocorrendo a transferéncia dos organismos progenitores para um novo meio no qual foram
alimentados e o meio anterior ¢ descartado. A alga Desodesmus subspicatus foi utilizada como
fonte de alimento no momento da troca do meio, sendo esta cultivada no LABTOX em
conformidade com a NBR12.713/2016

Na troca do meio somente os organismos adultos foram transferidos para o novo
recipiente, enquanto os filhotes foram reservados para utilizagdo em testes toxicoldgicos ou, no
caso de ndo serem utilizados, foram descartados em um galdo de hipoclorito de s6dio (NaClO).

Além dos ensaios de toxicidade aguda e crdnica, foi realizado um teste de ingestdo dos

NPPS com e sem a presenca do EE2 com o intuito de comparar a ingestdo do poluente.

4.2.2.1 Ensaio de ingestdo de NPPS

A principal rota de exposi¢do sugerida por Bakir et al. (2016) ocorre pela da ingestao
dos poluentes com o alimento, tornando esta via de maior preocupagdo em relagcdo aos
problemas ambientais. A ingestdo do NPPS pdde ser mensurada pela quantificagdo dos NPPS
presentes no trato intestinal dos organismos teste. A metodologia aplicada para esta
quantificagdo foi a reportada por Vicentini ef al. (VICENTINI et al., 2019), que se utiliza da
quantifica¢do das nanoparticulas Al,O3 formadoras dos nucleos dos NPPS como forma indireta
de quantificar os NPPS ingeridos ou internalizados no organismo. A técnica de Espectrometria
de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP- MS) foi usada para quantificar o Al total.

Foram expostos 20 neonatos 8 CE10 do NPPS (53,09 mg L) e outros 20 a mistura
entre a CE10 do NPPS e a CE10 do EE2 (0,57 mg L™!). Os organismos foram expostos por 48
h, em seguida, lavados com agua de OR para remover as NPPS que possam ter aderido na
carapaga e antenas. Depois, os organismos foram secos em estufa por 24 h e encaminhados ao
Laboratorio de Espectrometria Atdmica, que realizou a digestdo das amostras e analisou as
amostras utilizando a técnica ICP-MS com introdu¢do da amostra por nebulizador pneumatico,
no ICP-MS Perkin Elmer Sciex, modelo Elan 6000 (Toronto, Canada). Previamente, as

amostras foram digeridas com a adi¢do de 4cido nitrico (HNOs3) e peroxido de hidrogénio
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(H202) com assisténcia do Micro-Ondas Provecto, modelo DGT 100 Plus (Sao Paulo, Brasil).

O volume final das amostras foi aferido para 50 mL com dgua deionizada.

4.2.2.2 Ensaios de Toxicidade Aguda

O ensaio de toxicidade aguda foi realizado para a avaliacdo dos efeitos da exposicao
de um xenobidtico a um organismo-teste durante um curto periodo de tempo e em altas
concentragdes. O objetivo do teste agudo consistiu em observar efeitos em situagdes extremas
do contato com o composto, estando geralmente associado com a mortalidade ou imobilizacao
dos organismos-teste (ABNT, 2016). Os ensaios foram realizados de acordo com a NBR

12.713/2016.

Figura 7 - Esquema representativo do teste agudo, com as concentragdes aplicadas e seus respectivos controles.
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Fonte: O autor.

Foram expostos 10 individuos por béquer e, entdo, adicionado o componente a ser
testado no meio liquido, apds 48 h foram contados quantos organismos encontraram-se imoveis.
Os resultados foram trabalhados estatisticamente através do método Trimmed Spearman-
Karber no software GraphPad Prism 6®, tendo como resultado a Concentracdo Efetiva que
causa imobilidade a 50% da populagdo exposta (CE50), e respectivos parametros de melhor
ajuste a curva dose-resposta. Para fins de confiabilidade de ambos os contaminantes, os testes
foram repetidos 6 vezes, descartando-se o valor com maior discrepancia, mantendo-se assim
um numero amostral (n) de 5.

A capacidade total de cada béquer ¢ de 50 mL, sendo que, desses, somente 25 mL
foram utilizados no ensaio, logo, sem a alimentagdo dos organismos ou a troca do meio durante

as 48 h do teste. Os ensaios foram realizados em duplicata e, simultaneamente, um controle



positivo com dilui¢ao de etanol na maior concentragdo aplicada no teste e outro negativo com
o meio ISO. Caso houvesse a mortalidade de mais de 10% no controle negativo, o teste seria
invalidado.

Devido a utilizacao do etanol como solvente do EE2, ¢ essencial salientar que as D.

magna possuem uma CE50 de etanol equivalente a 98,85 mg/L (SILVA et al., 2016).

4.2.2.2.1 Ensaios agudos das misturas

Para a elaboracdo das misturas optou-se pelo design de raio fixo. A metodologia
proposta por Gestel et al. (2012) indicou, pelo menos, 20 pontos amostrais. O presente estudo
adotou 25 pontos descritos em funcao das unidades téxicas dos compostos, conforme
apresentado na Tabela 6 com suas devidas conversdes para concentragio em mg L™ e em pM.

Os pontos foram escolhidos de acordo com o design de raio fixo. Assume-se que os
dois poluentes poderiam interagir de alguma maneira e agir como um terceiro composto
diferente dos anteriores, premissa basica do design. Visando a validade estatistica dos
resultados, os testes foram realizados em 4 repeti¢des, assim, € possivel aplica-los na planilha
MixTox supracitada e obter uma analise mais detalhada dos desvios dos dados em comparacao

aos modelos AC e Al

Figura 8 - Representagdo grafica dos pontos do isobolograma
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Tabela 6 - Pontos do Isobolograma.

EE2 NPPS EE2 NPPS EE2 NPPS

# uT uT mg L mg L MM MM

1 0,625 0,875 4,19 116,41 14,13 1117,71
2 0,125 0,375 0,84 49,89 2,83 479,02
3 0,125 0,625 0,84 83,15 2,83 798,37
4 0,125 0,875 0,84 116,41 2,83 1117,71
5 0,500 1,000 3,35 133,04 11,31 1277,39
6 1,000 1,000 6,70 133,04 22,61 1277,39
7 0,875 0,625 5,86 83,15 19,79 798,37
8 0,250 0,250 1,68 33,26 5,65 319,35
9 0,250 0,500 1,68 66,52 5,65 638,69
10 0,250 0,750 1,68 99,78 5,65 958,04
1 0,750 0,750 5,03 99,78 16,96 958,04
12 0,375 0,125 2,51 16,63 8,48 159,67
13 0,375 0,375 2,51 49,89 8,48 479,02
14 0,375 0,625 2,51 83,15 8,48 798,37
15 1,000 0,500 6,70 66,52 22,61 638,69
16 0,500 0,250 3,35 33,26 11,31 319,35
17 0,500 0,500 3,35 66,52 11,31 638,69
18 0,625 0,125 4,19 16,63 14,13 159,67
19 0,625 0,375 4,19 49,89 14,13 479,02
20 0,875 0,125 5,86 16,63 19,79 159,67
21 0,750 0,250 5,03 33,26 16,96 319,35
22 0,500 0,750 3,35 99,78 11,31 958,04
23 0,750 0,500 5,03 66,52 16,96 638,69
24 1,000 0,250 6,70 33,26 22,61 319,35
25 0,250 1,000 1,68 133,04 5,65 1277,39

Fonte: o autor.
4.2.2.3 Ensaios de Toxicidade Cronica dos compostos isolados

A avaliagdo dos efeitos cronicos, ou subletais, de um composto ¢ realizada com
concentragdes inferiores a referida CE50 em um periodo que compreende a maior parte do ciclo
de vida do organismo teste. Para D. magna, os testes cronicos ocorrem em um periodo de 21
dias.

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente no software GraphPad Prism
6®, usualmente tendo como resultado a Concentragdo de Efeito Nao-Observado (CENO), a

Concentracao de Efeito Observado (CEO) e respectivos parametros de melhor ajuste a curva



dose-resposta. Para cada teste foram dispostos 10 béqueres por dilui¢do, um teste controle e um
organismo recém-nascido por béquer. Ocorre, entdo, a troca do meio e alimentacdo dos
organismos 3 vezes por semana. O teste com D. magna ¢ uma adaptacao da ISO 10.706/2000
e da NBR 13.373/2010.

O teste de toxicidade cronica com D. magna avalia principalmente reprodugao,
longevidade e crescimento, porém também ¢ possivel observar alteragdes morfologicas. A
avaliagdo da reprodugdo consiste na contagem do numero de filhotes gerado por cada
organismo ao longo do teste, ao fim do qual a média de filhotes por réplica ¢ resultado da razao
entre o numero de filhotes e o numero de posturas para cada organismo D. magna exposto. A
quantificagdo da longevidade se da através da contagem de organismos adultos sobreviventes
apos 21 dias, enquanto o crescimento ¢ avaliado com a afericdo do comprimento de cada
organismo através da utilizacdo do estereomicroscopio do Laboratério Multiusuarios de
Estudos em Biologia (LAMEB) para o registro das imagens com posterior aferi¢do do tamanho
dos organismos utilizando o software ImageJ®. Os valores dos 3 pardmetros sdo entdo

comparados com os do teste controle utilizando a analise estatistica ANOVA.

Figura 9 - Esquema representativo do teste cronico.
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4.2.2.3.1 Ensaios de Toxicidade Cronica das misturas

Quanto aos testes cronicos das misturas, o presente estudo visou testar concentragdes
ambientalmente relevantes para o teste cronico. Portanto, ndo foram obtidos valores para a CEO
ou CENO. A metodologia para a definicdo de concentragdes ambientalmente relevantes foi
obtida a partir de uma revisao bibliografica, na qual foram obtidas as concentragdes presentes

em ambientes naturais. Porém para o NPPS e demais micro e nanoplasticos em geral, ndo existe
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consenso sobre a representagdo da quantidade de plasticos presentes no meio ambiente. Nesse
sentido, o presente trabalho optou por utilizar uma fragdo da CE10 do NPPS, obtida nos testes
agudos. Definiu-se que as concentragdes de NPPS deveriam pertencer a mesma ordem de
grandeza daquelas aplicadas utilizando o EE2. Como a literatura apresenta concentragdes
ambientalmente quantificadas na ordem de pg L' para o EE2 (ARIS; SHAMSUDDIN;
PRAVEENA, 2014), a CE10 (53,09 mg L) foi entdo dividida por um fator de 100 obtendo-se
o valor de 530 pg L' e cada concentragiio subsequente foi reduzida em fator de 10. Para o EE2
foram escolhidas concentra¢des a partir de 100 ug L™ e também reduzidas em fator de 10.

As concentragdes utilizadas correspondem aqueles presentes na Tabela 7, utilizando

trés unidades: ug L', UT e uM e na.

Tabela 7 — Isobolograma das concentra¢des utilizadas nos testes cronicos dos compostos.

NPPS EE2 NPPS EE2 NPPS EE2
pg L1 pg L1 UT UT uM uM
1 0,053 0,01 3.98E-07 1.49E-06 5.09E-04 3.37E-08
2 0,53 0,10 3.98E-06 1.49E-05 5.09E-03 3.37E-07
3 5,30 1,00 3.98E-05 1.49E-04 5.09E-02 3.37E-06
4 53,00 10,00 3.98E-04 1.49E-03 5.09E-01 3.37E-05
5 530,00 100,00 3.98E-03 1.49E-02 5.09E+00 3.37E-04
6 53,00 100,00 3.98E-04 1.49E-02 5.09E-01 3.37E-04
7 5,30 100,00 3.98E-05 1.49E-02 5.09E-02 3.37E-04
8 0,53 100,00 3.98E-06 1.49E-02 5.09E-03 3.37E-04
9 0,053 100,00 3.98E-07 1.49E-02 5.09E-04 3.37E-04
10 0,053 10,00 3.98E-07 1.49E-03 5.09E-04 3.37E-05
1 0,053 1,00 3.98E-07 1.49E-04 5.09E-04 3.37E-06
12 0,053 0,10 3.98E-07 1.49E-05 5.09E-04 3.37E-07
13 0,53 0,01 3.98E-06 1.49E-06 5.09E-03 3.37E-08
14 5,30 0,01 3.98E-05 1.49E-06 5.09E-02 3.37E-08
15 53,00 0,01 3.98E-04 1.49E-06 5.09E-01 3.37E-08
16 530,00 0,01 3.98E-03 1.49E-06 5.09E+00 3.37E-08
17 530,00 0,10 3.98E-03 1.49E-05 5.09E+00 3.37E-07
18 530,00 1,00 3.98E-03 1.49E-04 5.09E+00 3.37E-06
19 530,00 10,00 3.98E-03 1.49E-03 5.09E+00 3.37E-05

Fonte: o autor.



Figura 10 - Representacao grafica dos pontos do isobolograma aplicado no teste cronico
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO

5.1.1 Morfologia e Diametro

A imagem de MET do NPPS mostrou morfologia esférica, homogénea e didmetro
médio calculado de 85,13 + 11,08 nm (Figura 11la), confirmando, portanto, a escala
nanométrica. Além disso, a imagem revelou que as esferas dos NPPS estdo conectadas umas
com as outras por pequenos fios, ou seja, teias poliméricas. Na Figura 11b foi plotado o grafico
da distribuicdo de tamanho das particulas, no qual a curva Gaussiana confirmou a

predominancia de esferas com didmetros menores que 100 nm.

Figura 11 - Micrografia da MET a) dos NPPS e b) da distribuicdo do tamanho das particulas.
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Quanto as micrografias das concentracdes utilizadas nos testes agudo e cronico da
mistura, foi possivel observar que a presenca do EE2 e dos meios ISO e M4 utilizados
ocasionaram a alteragdo no padrao de dispersao. Ambas a complexidade de ions presentes nos
meios de cultura somada a afinidade entre os compostos hidrofébicos EE2 e NPPS aumentam
o potencial de aglomeracao do NPPS. Na imagem obtida da concentragdao do teste agudo, o

horménio solidificou-se, formando redes interconectadas (Figura 12) em cinza claro. O NPPS



demonstrou afinidade para depositar-se sobre a rede de EE2, possivelmente devido ao processo
de secagem da amostra no grid para a realizacdo das micrografias.

O diametro médio das particulas na concentragdo maxima do teste agudo das misturas
(6,70 mg L' de EE2 e 133,04 mg L' de NPPS) foi de 86,38 = 0,20 nm (Figura 12b), logo, ndo
apresentando nenhuma diferenga estatistica (p>0,05) quando comparado com o NPPS. A

analise do PZ, DE e IPD complementardo as informagdes sobre aglomeragao.

Figura 12 - Micrografia de MET a) do NPPS em mistura com EE2 na maior concentragdo do teste agudo e (b)
i distribui¢do do tamanho das particulas.
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A micrografia foi realizada para a amostra com maior concentragdo do teste cronico
(100 pg L' de EE2 e 530 pug L1 de NPPS). E possivel observar o EE2 em cinza-claro,
comportamento conhecido dos compostos organicos com baixa massa molar quando
visualizados no microscopio eletronico, como demonstrado por Vicentini et al. (2017). A
redugdo da concentracdo em comparacao as imagens anteriores pode ser observada através da
redugdo consideravel do nimero de particulas presentes na imagem da amostra do teste cronico
devido a reducdo da concentragdo aplicada. O didmetro médio calculado foi igual a 130,51 +
3,95 nm devido ao aumento na aglomeracdo das particulas. Portanto, este didmetro ndo
representa somente as particulas isoladamente, mas também os aglomerados foram

considerados pelo programa como um conjunto de didmetro maior.
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Figura 13 - Micrografia de MET a) do NPPS em mistura com EE2 na maior concentragdo do teste cronico e (b)
distribui¢do do tamanho das particulas.
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5.1.2 Estabilidade em Suspensao

A medida de PZ tanto do NPPS quanto da mistura resultou em elevada estabilidade

das particulas em OR, ISO e M4, em pH corrigido para 7,0 (Tabela 8). De acordo com a analise

de variancia (ANOVA) one-way, houve diferenca estatistica significativa (p < 0,0001) entre os

dados de PZ, quando comparados dois a dois. Sendo assim, foi possivel notar uma reducao na

estabilidade do NPPS e EE2 em 4gua de OR quando comparadas aos meios de cultura (Tabela

8). Tal comportamento era esperado, tendo em vista a for¢a idnica do meio de cultura (sais com

diferentes polaridades), podem resultar na redugao da estabilidade dos compostos em suspensdao

(MURDOCK et al., 2007). Apesar de tal reducdo, as particulas de NPPS tanto isoladamente

quanto em mistura continuaram sendo significativamente estaveis (PZ > 30,0 mV).

Tabela 8 - PZ, DE,e IPD ¢ pH dos NPPS ¢ NPPS-EE2.

pH PZ DE IPD
Amostras Meios

- mV nm nm
OR 7,02 -83,52 £2,43 132,99 £ 5,53 0,268 £ 0,018
NPPS ISO 7,03 -40,04 £ 1,36 129,84 + 6,09 0,272 £ 0,037
M4 7,00 -46,46 £ 0,20 127,11 £7,92 0,286 + 0,029
OR 7,03 -73,89 + 0,69 126,41 +=7,98 0,281+ 0,017
NPPS-EE2 ISO 7,01 -47,38 £ 1,09 123,4 + 7,82 0,277 £ 0,033
M4 7,02 -46,96 £ 1,36 121,75 £7,23 0,285+ 0,038




Quanto maior a estabilidade em suspensao, maior a permanéncia do s6lido na coluna
d’4gua, indicando uma maior probabilidade de interagdo entre o NPPS e outros poluentes, bem
como os organismos aquaticos. A presenca do EE2 em solugao alterou a estabilidade do NPPS
significativamente (p < 0,05), mas nao suficiente para torna-lo instavel. Esse comportamento
foi descrito por Ma et al. (2016), que observaram a sedimentagdo de MP na presenca de outros
poluentes, enquanto os NP tenderam a continuar em suspensdo. As semelhangas sugerem, que
as particulas da NPPS-EE2, permanecerdo mais tempo estaveis na coluna d’agua que as
particulas de MP, evidenciando a importancia dos estudos com os NP além dos ja realizados
com MP.

A comparagdo da estabilidade no meio utilizado para os testes agudos (meio ISO)
apresentou um aumento estatisticamente significativo com a presenga do EE2 na mistura. Esse
aumento pode ser atribuido a elevada relacdo entre area superficial e volume de NPPS,
permitindo que os ions do meio neutralizem sua superficie diminuindo a disponibilidade destes
ions no meio e assim aumentando a estabilidade (FADARE et al., 2019). Portanto, aumenta-se
a probabilidade de interagdo entre o NPPS e o EE2 devido ao maior tempo de permanéncia na
coluna d’agua.

Embora a presenca dos ions no meio, os valores de DE foram equivalentes aos
calculados pela a técnica de MET. As medidas de DE ndo apresentaram diferencgas estatisticas
significativas (p > 0.05). Este comportamento também foi observado Fadare et al. (2019), que
justificaram o comportamento a neutralizacdo da superficie do NP com os ions do meio. Assim,
utilizando o DE como parametro, ndo foi possivel afirmar se houve a aglomeragdo do EE2 na
superficie devido a falta de alteracdo significativa neste didmetro. Isso ndo significa que esta
interacao ndo ocorreu, apenas que nao foi significativa o suficiente para ser detectada através
desta medida.

Quanto a dispersao das particulas, o IPD ndo apresentou diferenca estatistica entre suas
medidas. Todas as medidas demonstram que as amostras sdo monodispersas (IPD < 0,3),
portanto as particulas em suspensdao nao apresentam tendéncias a formagao de aglomerados.
Nao ¢ possivel descartar a formacao de aglomerados durante o teste, tendo em vista que foram
utilizadas diversas proporc¢des entre as concentragdes. As concentragdes utilizadas nos testes

nao eram altas o suficiente para apresentar medidas confiadveis no aparelho.
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Em conclusdo, as particulas de NPPS sdo estdveis em solugdo e mantém sua dimensao
nanométrica, mesmo na presenca de EE2, e ndo apresentam alteragdo significativa em DE ou
IPD mesmo variando o meio de cultura e a presenga do EE2. Portanto, pode-se sugerir pelos
dados obtidos que os NPPS foram os principais causadores dos efeitos entre os compostos

isolados e misturas.

5.1.3Estrutura quimica

Nas analises de FTIR foram identificadas as bandas dos principais grupos funcionais
que compdem as estruturas quimicas dos NPPS e EE2, e também foram investigadas possiveis
interacdes quimicas entre esses compostos na mistura NPPS-EE2 (1ug L' de NPPS + 1pg L
de EE2), conforme ¢ apresentado na Figura 14. O espectro do NPPS mostrou bandas
caracteristicas de hidrocarbonetos, visto que, a estrutura polimérica ¢ composta somente por C-
H aromatico e alifatico. A banda larga de absor¢do vibracional na regido entre 3100 e 3000 cm™
! foi atribuida a deformacdo axial (alongamento) do C-H aromatico e, ainda, na mesma banda
larga foram observados ombros em 2900 e 2824 cm™ referentes a deformacdo axial do C-H
alifatico. A presenca do anel aromatico foi identificada pelas as bandas caracteristicas em 1604
cm’! (deformacdo axial de ligagdo C=C no anel) e 1490 e 1450 cm™! (absor¢do vibracional do
alongamento C=C aromético). Na regido de 1090 cm™ identificou-se a deformagdo angular C-
H no plano. As bandas que normalmente fornecem informagdes especificas sobre possiveis
substitui¢des do anel aromatico aparecem na faixa compreendida entre 900 e 675 cm™!, regido
com pouca resolucdo neste espectro. Contudo, o benzeno do poliestireno ndo possui grupos
substituintes, o que corrobora com as informagdes obtidas neste espectro (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1979; FANG; XUANG:; LI, 2010).

O espectro do EE2 mostrou as bandas caracteristicas de fenol, dlcoois e etinil, que
corroboram com a estrutura quimica do hormoénio. A banda larga com picos em 3398 e 3287

cm’!

resultam das vibragdes do alongamento das ligacdes do O-H (a intensidade da banda
depende da concentracdo). Além disso, a banda da absor¢do da deformagao axial do etinil (=C-
H), que aparece na regido de 3268 cm™!, pode estar sobreposta pelas bandas do O-H. As bandas
em 3028 e 2980 cm™' referem-se a deformacdo axial do C-H do aromatico e as bandas em 2955
e 2862 cm™ a deformagcdo axial do CHy alifatico. Outras bandas fracas foram observadas: em

1616, 1581 e 1494 cm! (associadas a deformagio axial da ligagdes C=C do aromatico); em



1453 cm™! (deformagdo angular simétrica do CHz); em 1356 cm™! (deformagio angular no plano
do O-H); em 1274 cm™! (deformacdo axial do C-O); em 1239 cm™! (vibragdo harménica de
deformacdo angular simétrica de =C-H); e em 1053 cm™! (deformagdo axial assimétrica do C-
O-C ou, ainda, deformagao angular no plano) (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979;
VERONEZ et al., 2015).

As principais bandas identificadas no espectro da NPPS-EE2 foram em
aproximadamente 3396 e 1637 cm™! referentes as absor¢des das vibragdes do estiramento e
deformacdo angular do H-O da molécula de agua, respectivamente (VICENTINI et al. 2017),
que confirmaram a hidratacdo da amostra. Adicionalmente, em 3222 cm™!, o pico na mesma
banda larga e intensa, ¢ devido aos grupos O-H. Na regido menos intensa, em 2940 e 2856 cm’
I aparecem as bandas de deformagcio axial do CH; e na regido de 1260 e 1016 cm™! verificou-
se vibragoes de deformagao axial de C-O (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1979).

A baixa resolucdo dos picos situados nas bandas largas do espectro da mistura NPPS-
EE2 decorreu da elevada hidratacdo da amostra, que dificultou a identificacdo de possiveis
deslocamentos das principais bandas. Dessa forma, verificou-se a possibilidade da presenga das
bandas dos dois compostos, porém sem condi¢des de identificar a ocorréncia de interagdes
quimicas, sendo sugerido apenas a mistura dos compostos. Isso corrobora com as imagens de
MET dos testes agudo e cronico (Figura 12 e Figura 13), nas quais foram observadas fases
distintas para os compostos (redes solidas de EE2 e as particulas esféricas dos NPPS). As
esferas de NPPS apresentaram-se distribuidas aleatoriamente em contato com a superficie da
rede de EE2, livres sobre o grid ou aglomeradas umas com as outras, mas nao inseridas na

massa solida da rede, evidenciando pouco afinidade entre os compostos.
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Figura 14 - Espectros de FTIR dos NPPS, EE2 e NPPS-EE2.
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5.2 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

5.2.1 Quantificacio indireta de NPPS

A comparagdo entre a quantificacdo do Al total ingerido pelos organismos expostos
aos NPPS e a mistura NPPS-EE2 indicou uma redugao significativa (p < 0,05; Teste T) na
ingestdo de plasticos para a mistura em relacao aos NPPS (Tabela 9). Isso sugere que a presenca
do EE2 pode ter restringido o acesso dos NPPS durante a alimentacdo devido a rede
interconectada formada ou, ainda, que o organismo ingeriu também o EE2 e, portanto, a soma

das massas ingeridas resultou em menor quantidade de NPPS, ou seja, de Al.

Tabela 9 - Quantificacdo Al total ingerido pela D. Magna.
NPPS EE2 Al total

Amostras

mgL! mgL! ng L1

NPPS 53,09 6,34+ 0,32
NPPS-EE2 | 53,09 0,57 5,24+0,16

Conforme descrito na se¢do 3.1.3 Mistura entre os poluentes, a possibilidade de
interacdo entre os compostos ¢ existente. Porém, o que os resultados obtidos no presente

trabalho apontam, ¢ uma fraca intera¢do entre o NPPS e o EE2 ndo havendo um revestimento,



mas uma segregacdo de fases dos materiais. Este fato pode ser explicado pela estrutura
molecular do EE2, que apesar de possuir anel aromatico, possui duas hidroxilas ligadas a ciclos
de carbono e uma ligada no anel aromatico. Como as hidroxilas sdo hidrofilicas ¢ o meio
apresentando uma complexidade formada por ions e outros compostos que podem vir a
neutralizar essas ligacdes OH ou até mesmo hidrolisa-las, as chances de aderéncia no NPPS
como revestimento fica bastante reduzida. Caso o EE2 possuisse afinidade com o NPPS haveria
uma preferéncia por revesti-lo ao invés de formar a rede.

Corroborando com a hipotese, recentemente foi quantificada a adsor¢ao de fenantreno,
composto hidrofobico formado por trés anéis aromaticos em MP de polietileno (FRYDKIJZAR;
IVERSEN; ROSLEV, 2017). A adsor¢do do composto foi bastante intensa, tendo em vista a
afinidade entre os dois compostos. Assim, ¢ possivel entender que a presenca dos grupos

funcionais e o nimero inferior de anéis aromaticos reduziu a interagao entre os dois compostos.

5.2.2 Ensaio de Toxicidade Aguda

5.2.2.1 Compostos isolados

Os resultados dos ensaios agudos foram compilados e a CE50 para o NPPS foi
equivalente a uma CE50 de 133,04 £ 17,42 mg L' (n = 5) e para o EE2 a EC50 foi de 6,70 +
0,45 mg L' (n = 5). Os coeficientes de correlagio (1*) de todos os ensaios utilizados para a
analise sdo superiores a 0,9, sugerindo uma adequagdo ideal dos dados as respectivas curvas
dose-resposta. Os resultados compilados foram plotados na Figura 15, sendo que a curva do
NPPS apresentou um r*> = 0,9913 enquanto a do EE2 um r* = 0,9919, indicando alta
confiabilidade nos dados.

Em comparacdo, o EE2 apresentou uma maior toxicidade quanto aos efeitos agudos,
possuindo uma EC50 quase 20 vezes menor que a do NPPS. A inclinagdo das duas curvas
diverge suficientemente para entender que em uma faixa estreita de concentracdes € possivel
obter uma alta variag@o de efeitos na imobilizagdo. Os valores para a inclinacdo da curva serao

utilizados para o calculo das misturas, portanto, fatores relevantes para a presente analise.
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Figura 15 - Curvas dose-resposta do NPPS e EE2.
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As concentragdes utilizadas para obter os resultados de imobilizagdo sdo associadas a
grandes acidentes ambientais e ndo a concentragdes que sao comumente encontradas. Os efeitos
que sdo relatados a partir dessas concentragdes elevadas para as NPPS, atribuem um aspecto
leitoso a solucdo. Altissima turbidez e sdo algumas ordens de grandeza superiores aquelas

apresentadas no meio ambiente (FRYDKJZAR; IVERSEN; ROSLEV, 2017)

5.2.2.2 Mistura NPPS-EE?2

Os ensaios dos compostos em mistura foram realizados para os 25 pontos propostos,
obtendo o isobolograma bruto com os dados de mortalidade, a seguir exposto na Figura 16. Foi
possivel notar que os maiores efeitos foram atingidos em concentra¢des anteriores a maior
concentracdo da mistura. Ao se comparar com o esperado para as misturas de acordo com a
soma das unidades toxicas, encontrou-se um cenario equilibrado entre possivel sinergismo (14

pontos) e possivel antagonismo (11 pontos).



Figura 16 - Isobolograma de dados brutos para misturas.
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A fim de confirmar o efeito, os dados foram analisados na ferramenta MixTox, que
consistiu em adicionar os dados de cada composto na planilha: toxicidade, curvatura da curva
dose-resposta e CE50. Em seguida, foi calculado a adequagao dos dados aos modelos AC e Al
Depois, os dados calibrados para AC e Al foram transferidos para avaliar a existéncia de
sinergismo ou antagonismo (S/A) com o auxilio do pardmetro da fun¢do (a). Caso tenha-se
obtido r? significativo, copia-se os dados para a coluna da avaliagdo do Desvio Dependente da
Razao dos compostos (DR), que se utiliza do parametro da fung¢ao (b) para ajustar. Por fim, os
dados da coluna DR foram transferidos para a coluna do Desvio Dependente do Nivel da Dose
(DL).

Os parametros de saida do modelo bem como os resultados dos testes estatisticos estao
apresentados na Tabela 10Erro! Autoreferéncia de indicador niio valida.. O objetivo do
modelo foi obter a menor soma dos quadrados dos residuos (SS), na qual obteve-se 867,49 para
a AC. Este valor foi, pelo menos, uma ordem de grandeza superior aos demais resultados
encontrados na literatura (LOPES et al., 2016; MANSANO, 2016). Altos valores de residuos

podem indicar uma menor adequacgao dos dados aos modelos apresentados, o que € corroborado
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com os valores dos coeficientes de correlacdo (r?). O r? no caso deste célculo significa qual a
porcentagem do dados que foi explicada pelo modelo (JONKER et al., 2005). O maior valor
para o r* corresponde ao DR em ambos os modelos AC ou Al, ou seja, a mistura entre NPPS e
EE2 adequa melhor ao modelo que considera a razio entre os poluentes o fator mais importante.
Entretanto, esta diferenca ndo ¢ significativa o suficiente, tendo em vista que todos os valores
de r? ndo foram significativamente maiores que o usual valor de 0,65 para o parametro. A analise
do p-valor também corrobora com os resultados apresentados acima, demonstrando que o DR
possui os menores valores em ambos os modelos.

Avaliando os parametros “a” e “b” referentes ao DR, o modelo indica que houve
antagonismo em baixas concentracdes de ambos os compostos e o efeito sinérgico € observado
com mais destaque a medida que a concentragdo de EE2 aumenta. Assim, avaliando os

o

parametros “a” e “b” o modelo atesta que a principal interagao toxicologica da mistura entre o

NPPS ¢ o EE2 foi o sinergismo e que tal efeito ¢ causado principalmente pelo EE2.



Tabela 10 - Resultados da modelagem realizada no MixTox.

Adicao de Concentragao

Acéao Independente

AC S/IA DR DL Al S/IA DR DL

max 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
Bee2 7,88 7,79 9,72 8,08 4,79 5,30 6,62 4,57
Bnpps 2,41 2,45 2,64 2,53 2,28 2,99 3,05 2,25
CE50ee2 5,79 5,73 6,61 5,75 4,52 512 6,12 5,01
CES50npps 149,24 146,97 113,99 147,08 117,43 144,17 114,67 140,86
a -- 0,08 3,15 -0,20 -- -2,78 4,39 0,03
bprioL - - -5,70 1,20 - - -15,90 165,58
SS 867,49 867,09 728,36 866,50 936,27 879,03 771,27 876,11
r? 0,69 0,69 0,74 0,69 0,67 0,69 0,72 0,69
x? ou teste F 0,4 0,4 138,73 0,59 1878,62 57,24 107,76 2,92
df -- 1 1 1 -- 1 1 1

P (x?/F) 0 0,52 5,04E-32 0,44 0 3,85E-14 3,04E-25 0,09
Layout adaptado de Mansano (2016).

Onde:

max: Valor maximo da resposta;
p: Hillslope da curva de resposta a dose individual;
CE50: Concentragdo mediana de imobilizacao;

a, bDR e bDL: Parametros da funcio;
S8S: Soma dos quadrados dos residuos;

r?% Coeficiente de correlagio;
Teste y2 ou F: Teste estatistico;
df: Grau de liberdade;
p (x2/ F): Nivel de significancia do teste estatistico,

Calculados os modelos AC e Al utilizou-se o software Surfer 11 ®, para plotar a

interpolacdo realizada. Diversos foram os métodos de interpolagdo utilizados e todos

encontram-se no Material Suplementar. O método escolhido para representar a mistura foi a

Krigagem que reduz os picos em prol da suavidade da superficie. Assim, foi possivel obter-se

uma superfie dose-resposta (Figura 17).
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Figura 17 - Isobolograma NPPS-EE2 do método AC e seu perfil equitoxico.
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Com o isobolograma das misturas foi feita uma se¢do do grafico 3D, encontrando a
curva dose-resposta calculada para a mistura. Elaborou-se um grafico desse perfil equitdxico,
exportados os dados dos pontos e calculados utilizando GraphPad Prism 6 ® para encontrar
uma CES50 dessa situagdo. Assim, foram convertidas as distancias para medidas entre 0 e 1 para
encontrar os pontos, em UT onde a curva se cruza. O valor de 0,8020 foi encontrado para a
distdncia na diagonal em que o perfil equitdoxico atinge 50%. Convertendo para UT foi
encontrado 0,5671 UT, como este perfil é pertencente a reta X=Y, o valor encontrado foi a
CES50 de ambos os compostos em mesma propor¢ao toxica, resultando em 3,80 mg/L para o
EE2 e 75,45 mg/L para o NPPS.

Foi possivel observar que para o caso da AC o efeito mediano apresentou uma
concentragdo inferior a calculada para os compostos isolados, enquanto para o caso da Al
apresentou uma superior aquela encontrada nos isolados. Sendo assim, demonstrado o que a
teoria afirma: o método da AC ¢ mais conservador/otimista que o método Al em se tratando de

efeitos esperados.

Tabela 11 — Comparagdo entre os métodos da AC e Al

Efeito mediano EE2 NPPS
Métodos
uT mg/L CE X% mg/L CE X%
AC 0,47 3,17 33,95 62,83 14,55
Al 0,57 3,80 37,67 75,45 21,30




A partir da curva dose-resposta dos compostos, individualmente foi possivel converter
tais concentragdes na porcentagem de organismos afetados. Assim, pode-se encontrar a parcela
que efetivamente seria afetada por esses compostos isolados nessas concentragdes. Aplicando-
se, respectivamente, as equacdes (5) e (6) as parcelas de organismos-teste afetadas pelas
concentracgdes foi obtido para AC o valor de 48,5% e para Al o valor de 58,97%.

Portanto, apos explicitados todos os dados estatisticos e realizada uma anélise
minuciosa dos dados foi possivel afirmar que o modelo da AC representou melhor os dados

quando comparado com o modelo da Al

5.2.2.2.1 Imagens de estereomicroscopio dos aglomerados formados

Especificamente nos ensaios agudos, as concentragdes com os maiores efeitos
formaram também emaranhados constituidos de EE2 e o NPPS em conjunto com os
organismos-teste. Tal fato, foi oposto ao esperado pela literatura, tendo em vista que um fator
redutor da toxicidade do EE2 ¢ a presenca de matéria organica dissolvida (KOVACEVIC;
SIMPSON; SIMPSON, 2019). Porém, foi possivel observar nos testes o efeito fisico destes
aglomerados (Figura 18), podendo ser a origem do efeito agudo (imobilizagdo dos organismos)
devido a impossibilidade de natagdao dos organismos.

A observacao da imobilizagdo dos organismos corrobora com os resultados obtidos no

MixTox, apontando a toxicidade como causada principalmente pela presenca do EE2.
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Figura 18 — Imagens microscopicas dos aglomerados formados pelo NPPS e EE2.
a) Ponto 5 do isobolograma (3,35 mg L' de EE2 € 133,04 mg L' de NPPS).
b) Ponto 23 do isobolograma (50,3 mg L' de EE2 e 66,52 mg L"! de NPPS).

5.2.3 Ensaio de Toxicidade Cronica

5.2.3.1 Compostos isolados

Devido a utilizagdo de concentragdes ambientalmente relevantes, os resultados dos
testes cronicos apontaram para a ndo existéncia de efeitos estatisticamente significativos nos
organismos testados. Contudo, os graficos do NPPS apresentaram padrdes que podem ser

destacados e discutidos.



Devido a metodologia empregada para a troca dos ensaios cronicos, foi observado
organismo por organismo e verificado seu comportamento. Na relagdo entre o grafico de
crescimento e reproducdo foi mostrado que algumas fémeas apresentaram tamanho levemente
reduzido, bem como nao geraram nenhum filhote durante o periodo, sendo isso para ambos o0s
compostos quando comparados com seus respectivos controles. Somente no controle
(concentragdo 53 pg L) todos os organismos geraram filhotes. A nio geragio de filhotes por
alguns organismos causaram um aumento no desvio padrdo de suas respectivas concentragdes.
Assim, as comparagdes entre as concentragdes acabam sendo limitadas.

Devido a nao observagao dos efeitos, ¢ possivel afirmar que para o presente estudo a

CENO do NPPS correspondeu a 530 pg L' e a CENO do EE2 foi de 100 pg L.

Tabela 12 - Resultados dos ensaios cronicos dos compostos isolados.
Efeitos Cronicos

Reproducao Crescimento Mortalidade
Controle 70,00 £ 12,19 3,50+ 0,08 0%
0,053 pg L' 63,80 * 26,51 3,38+0,42 0%
®1 0,53 pugL" 50,40 + 23,23 3,21+0,43 0%
cz“ 5,30 ug L 31,80 + 28,53 2,89+ 0,57 20%
53,0 ug L™ 64,70 £ 12,19 3,40 +£0,10 0%
530 ug L™ 53,30 + 22,02 3,21+£0,33 0%
Controle 79,60 + 33,67 4,66 + 0,08 0%
Etanol 77,30 £ 8,25 4,60 +0,19 0%
0,01 pug L™ 70,80 + 22,16 4,69 £ 0,21 0%
Wl o1pgl?  5970£2607  449:0,15 0%
1,0 ug L 59,30 £ 17,44 4,47 £ 0,17 10%
10 pg L 77,10 £ 20,79 4,47 £ 0,20 0%
100 pg L™ 63,70 16,77 4,60 £ 0,21 10%




Figura 19 - Resultados dos ensaios cronicos dos compostos isolados.
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5.2.3.2 Mistura NPPS e EE?2



Os ensaios das misturas em concentracdes ambientalmente relevantes nao
apresentaram efeitos estatisticamente significativos em nenhuma das combinac¢des de misturas.
Para fins de avaliacao, o presente trabalho optou por apresentar os resultados de maneira grafica
em porcentagens dos respectivos controles dos testes e, assim, foram obtidos dados para
avaliacdo.

Quanto a reprodugdo, verificou-se que a grande variagdo do nimero de neonatos por
organismo ndo varia significativamente nos efeitos. Dessa forma, como nos ensaios dos
compostos isolados também foram verificados organismos que ndo geraram filhotes, fato
também observado no controle, portanto, ndo se tratando de um efeito do poluente
necessariamente.

A mortalidade dos organismos no teste das misturas apresentou resultados
inesperadamente maiores nos pontos de mistura 7, 8 ¢ 12. Isso mesmo sendo os mais altos, por
exemplo, a mistura 12 ocasionou a morte de 30% dos organismos, mesmo sem efeito
estatisticamente significativo.

Para visualizar melhor os resultados foram plotados isobolograma, comparando os
efeitos dos testes com seus respectivos controles para demonstrar a pequena alteragao de efeitos
entre as concentragdes. Portanto, os graficos serdo apresentados em porcentagens dos controles,
sendo valores positivos um aumento no tamanho, reproducdo ou mortalidade e valores
negativos uma reducao percentual dos mesmos parametros. Na Figura 16 sdo apresentados os

trés graficos.
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Figura 20 - Resultados dos testes cronicos da mistura NPPS-EE2, onde a) reproducdo; b) crescimento; e c¢)
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Os efeitos observados corroboraram com o trabalho reportado por Bakir et al, (2016),
que modelou a dessor¢do dos poluentes no trato gastrointestinal de organismos aquaticos
através do modelo OMEGA (Optimal Modelling for EcotoxicoloGical Applications —
Modelagem Otimizada para Aplicagdo Ecotoxicoldgicas). Sendo estimado que nas
concentragdes ambientais a dessor¢dao de poluentes oriundos de MP nao foi significativa, logo,
possuindo probabilidades baixas de causar maiores efeitos na biota aquatica (BAKIR et al,,
2016). O que o presente trabalho apresentou foi a possibilidade de os NP ndo apresentarem
efeitos tao relevantes nas concentragdes ambientalmente relevantes

Em conclusio, a toxicidade de um poluente pode ndo ser alterada pela presenca dos
plésticos, mas sua concentracdo no meio pode ser reduzida devido a sua aderéncia a superficie
do pléastico (HORTON et al,, 2018). Nao somente os plasticos como também a biomassa viva
e morta pode ser vetor para estes outros poluentes no meio. As concentragdes de biomassa sao
da ordem de 10° maiores que as concentragdes de pléasticos (FRYDKJZAR; IVERSEN;
ROSLEV, 2017). A presente analise refor¢a o plastico como tendo um papel secundario no

transporte destes poluentes, dando maior relevancia para outras rotas no em se tratando
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especificamente do carreamento de outros poluentes para os organismos vivos (KOELMANS

et al,, 2016; ZICCARDI et al,, 2016).
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Figura 21 - Resultados do teste cronico compilados em graficos.

EE2 - Analise de Reprodugao

@o
=3

=3
=)

@
o

PSNP - Anilise de Reprodugio

o
o

@
=]

Y
=)

[
=

0,

NPPS + EE2 - Andlise de Reprodugdo

:

5 o 0 P 0 P P O O B B B A DS
PP EE PRI IELESEES

ol

)
S
[

AR R U S A N A R

TEFEEEE e

b) EE2 - Andlise de Crescimento C) EE2 - Anélise de Sobrevivéncia
55 =
5.0 g 400 * Controle
g4t _— = = == £ B s = Etanol
E ;g E- 75 T * 0,01 uglL
230 5 »0.1ugll
525 2 s + Tugll
E 2.0 3 « 10 ugll
= 1.5 H
10 g 25 = 100 ug/L
0.5 o
00— I
@ & & N 0 7 14 21
I S . S ’
d’& & Q.@ RSN Tempo (dias)
PSNP - Andlise de Sobrevivéncia
e) PSNP - Analise de Cresimento f)_
5.5 2 100 « Controle
is §
Eao g 75 * 0,053 ugll
E35| ailim = @ *0.53ugl
230 2 g5 + 5.3 ugll
E 25 g « 53 ug/L
2.0 >
F1.5 g2 « 530 uglL
1.0 8
0.5 0
0.0 0 7 14 21
Na N W i
« "’&g "“&?’ “’06 »,"& “&5 Tempo (dias)
o o A=) % o o
o o o
h) PSNP + EEZ - Andlise de Crescimento WL Al S L EE D MD”"“'dade. Contiole - W11
antrole
B g 100, .~ Etanol » M12
s ——e > M1 M13
3 g 1 0w M2 = M14
z é' g M3 M15
E 2 50 M4 M16
' 2 oM5 M7
@ FI M6 m18
] + M19
M7
1 = *Ms
0 7 14 21+ M9
Tempo (dias) ~M10



Tabela 13 - Resumo dos ensaios cronicos com NPPS e EE2

Tamanho Taman~ho em Reproducio Reprodlfg:ﬁo
Ponto NPPS (pg/L) EE2 (png/L) pH (mm) relacdo ao (neonat‘os em relaciio ao | Mortalidade
controle (%) /Daphnia) controle (%)

Controlel-9 - - 7,63+ 0,07 2,74+ 0,28 100% 14,10 + 7,77 100% 0%
Etanol 1-9 - - 7,60 + 0,07 2,84+0,12 104% 13,40 + 5,60 95% 0%
1 0,05 0,01 7,62 + 0,04 2,71 £0,25 99% 11,90 + 4,93 84% 0%

2 0,53 0,10 7,61 £0,07 2,67+0,16 98% 11,50 + 4,17 82% 10%

3 5,30 1,00 7,68 £0,22 2,69 +0,28 98% 11,10 £ 5,24 79% 0%

4 53,00 10,00 7,68 £0,15 2,72+ 0,07 99% 13,70 + 5,33 97% 10%

5 530,00 100,00 7,64 + 0,09 2,79+0,31 102% 20,90 + 9,45 148% 0%

6 53,00 100,00 7,61+0,10 2,85+ 0,10 104% 18,80 + 8,69 133% 10%

7 5,30 100,00 7,71 £ 0,23 2,89+ 0,07 106% 20,60 + 6,04 146% 20%

8 0,53 100,00 7,76 + 0,26 2,85+0,16 104% 17,20 + 10,75 122% 20%

9 0,05 100,00 7,50 + 0,60 2,78+ 0,14 102% 20,80 + 6,30 148% 10%
Controle 10-19 - - 7,57+0,11 2,69 0,35 100% 19,80 + 16,88 100% 0%
Etanol 10-19 - - 7,66 + 0,06 2,94+0,27 109% 28,80 + 13,40 145% 0%
10 0,05 10,00 7,54 +0,11 2,77+ 0,36 103% 20,60 + 13,38 104% 0%

11 0,05 1,00 7,59+ 0,11 2,89+ 0,33 107% 22,00+ 11,31 111% 0%

12 0,05 0,10 7,58 +0,15 2,71+ 0,43 101% 17,90 + 17,23 90% 30%

13 0,53 0,01 7,56+ 0,11 2,64+ 0,39 98% 25,00 + 3,87 126% 0%

14 5,30 0,01 7,54 + 0,09 2,82 +0,30 104% 19,30 £ 9,10 97% 0%

15 53,00 0,01 7,59 + 0,07 2,83+0,34 105% 19,50 + 10,36 98% 10%

16 530,00 0,01 7,62 +0,10 2,81+ 0,46 104% 17,90 + 11,16 90% 0%
17 530,00 0,10 7,63+ 0,10 2,66 + 0,48 99% 15,40 + 16,27 78% 10%
18 530,00 1,00 7,60 + 0,06 2,66 + 0,38 99% 18,90 + 13,51 95% 10%

19 530,00 10,00 7,63 £ 0,09 2,60 + 0,43 97% 11,30 + 1,63 57% 0%
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6 CONCLUSAO

A presente dissertagdao visou avaliar a o potencial toxicolégico do NPPS em mistura
com o0 horménio EE2 como um representante dos poluentes emergentes hidrofobicos. Os
métodos utilizados para esta avaliagdo foram a caracterizagdo dos materiais € 0s ensaios
toxicoldgicos.

A etapa de caracterizagdo demonstrou que o NPPS apresentou formato esférico,
diametro de 85,13 £+ 11,08 nm, monodisperso e altamente estavel. A presenga do EE2 reduziu
sua estabilidade, mas ndo tornando-o instavel. Nao foi possivel concluir intera¢des dos
compostos na mistura com os espectros de FTIR. A quantificagao de Al total demonstrou que
0 EE2 reduziu a reten¢cdo de NPPS nos organismos quando presente na mistura.

Quanto aos ensaios agudos, foi observado que o EE2 apresentou maior toxicidade
(CE50 = 6,70mg L) e que o maior efeito do NPPS isolado foi majoritariamente fisico
(CE50 = 133,04 mg L™1). A mistura dos ensaios agudos, ocasionou a formagio de
emaranhados formada pelo NPPS, EE2 e os organismos presentes no meio, causando a
imobilizacao fisica destes e levando a mortalidade. A andlise do isobolograma através do
MixTox demonstrou que a toxicidade ¢ dependente da razdo entre os compostos (DR) com
efeito sinérgico causado principalmente pelo EE2.

Os ensaios cronicos em concentracoes ambientalmente relevantes demonstraram
pouco ou nenhum efeito tanto dos compostos isolados quanto em mistura. Com o NPPS
apresentando uma CENO > 530 ug L™! e o EE2 com uma CENO > 100 ug L™ Este fato,
portanto, ndo representa a auséncia de riscos quanto a exposi¢ao do referido organismo-teste
em qualquer outra condi¢do. O meio ambiente apresenta altissima complexidade também
devido a presenca de incontdveis outros compostos quimicos que podem alterar os efeitos
observados pelos compostos testados no presente trabalho.

Com a construgao dos isobologramas e avaliacdo dos resultados com os organismos
teste, foi possivel concluir que os poluentes tanto isoladamente quanto em mistura causaram
poucos ou nenhum efeito nas concentracdes aplicadas. Com a elaboragdo de tais graficos, a
presente pesquisa podera servir de subsidio para a alimenta¢do de um modelo de avaliacdo de
risco em concentragdes ambientalmente relevantes. Portanto, serd possivel aproximar as
condigdes reais a modelagem matematica e compreender melhor como se dao as interagdes

entre os poluentes para a causa da toxicidade.
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7 RECOMENDACOES

Maior compreensao das vias de acao toxica de ambos os compostos;

Ensaios para compreender o papel das proteinas liberadas no meio produzidas
pelos organismos-teste, formando as eco-coronas, na toxicidade;

Aplicar metodologias de misturas complexas em concentracdes ambientalmente
relevantes para observar a possivel ocorréncia de efeitos significativos entre os
diversos poluentes do meio;

Aplicar os dados em modelos de avaliagao de risco, observando a possibilidade

da coexposi¢ao com outros diversos compostos do meio.
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