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RESUMO

Os mananciais no entorno de areas agricolas sdo altamente expostos a contaminacéo devido ao
escoamento dos defensivos agricolas. Dentre as classes de agrotdxicos mais utilizadas estdo o0s
herbicidas, em especial o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) que € o segundo herbicida
mais comercializado no Brasil. Além dos defensivos agricolas, a ocorréncia de microplasticos
(MPs) no ambiente aquatico também tem sido relatada em varias partes do mundo. Em rios
brasileiros, ambos os contaminantes foram encontrados em niveis elevados, levando a uma alta
probabilidade de sua associagdo, o que pode alterar seus efeitos individuais e potencialmente
intensificar sua toxicidade. Investigar as interacGes entre herbicidas, microplasticos e
organismos de agua doce é essencial para compreender a dindmica dos ecossistemas aquaticos,
e assim, prever 0s seus potenciais impactos. Sendo assim, este trabalho avaliou o efeito isolado
de microplasticos de polietileno (MP-PE) e também o efeito combinado de MP-PE com o
herbicida 2,4-D, utilizando planarias da espécie Girardia tigrina como bioindicador. Os
resultados foram divididos em dois capitulos: “Respostas comportamentais e fisioldgicas de
Girardia tigrina exposta a microplasticos de polietileno” e “Interacdo entre microplastico de
polietileno e 2,4-D: avaliagdo quimica e ecotoxicolégica com Girardia tigrina”, os quais
descrevem as respostas comportamentais (locomocdo) e fisioldgicas (regeneracdo e
reproducéo) das planarias. No primeiro capitulo, foi avaliado o MP-PE puro e observou-se que
nessa condi¢cdo houve reducdo na regeneragao do blastema, dos fotorreceptores e das auriculas
das planarias. No capitulo 2, foi avaliada a ecotoxicidade de MP-PE tratado e MP-PE tratado +
2,4-D, sendo observadas alteragdes na locomocdo, regeneracdo e reproducdo das planérias.
Além disso, a interacdo MP-PE tratado + 2,4-D apresentou maior toxicidade em todos 0s
parametros avaliados quando comparados ao MP-PE tratado. De modo geral, ambos os estudos
sdo importantes para avaliar os impactos do MP-PE no ambiente e demonstrar que ha

possibilidade deste contaminante transportar outros poluentes e intensificar sua ecotoxicidade.

Palavras-chaves: Ecotoxicidade; Herbicida, Impactos ambientais; Organismos aquaticos, PE.



ABSTRACT

Water sources around agricultural areas are highly exposed to pesticide contamination. The
most commonly used classes of pesticides include herbicides, especially 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), the second most widely used herbicide in Brazil. In
addition to pesticides, the presence of microplastics (MP) in the aquatic environment has also
been reported in various parts of the world. In Brazilian rivers, both contaminants were found
in high concentrations, implying a high probability of their association, which may alter their
individual effects and potentially increase their toxicity. The study interactions between
herbicides, microplastics and freshwater organisms is essential for understanding the dynamics
of aquatic ecosystems and thus for predicting their potential impacts. Therefore, in this work,
both the isolated effect of polyethylene microplastics (MP-PE) and the combined effect of MP-
PE with the herbicide 2,4-D were investigated, using planarians of the species Girardia tigrina
as bioindicator. The results were divided into two chapters: “Behavioral and physiological
responses of G. tigrina exposed to polyethylene microplastics” and “Interaction between
polyethylene microplastics and 2,4-D: chemical and ecotoxicological assessment with G.
tigrina”, describing the behavioral responses (locomotion) and physiological responses
(regeneration and reproduction) responses of the planarians. In the first chapter, pure MP-PE
was evaluated, and it was found that under this condition there was a reduction in the
regeneration of the blastema, photoreceptors and auricles of the planarians. In Chapter 2, the
ecotoxicity of treated MP-PE and treated MP-PE + 2,4-D was investigated, and changes in
planarian locomotion, regeneration and reproduction were observed. In addition, the interaction
of treated MP-PE + 2,4-D show greater toxicity compared to treated MP-PE in all parameters
evaluatedIn general, both studies for assessing the impact of MP-PE on the environment and
show that there is a possibility that this pollutant transports other pollutants and increases its

ecotoxicity.

Keywords: Aquatic organisms, Ecotoxicity, Environmental impacts, Herbicide, PE.
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) CAPITULO |
1 INTRODUGAO GERAL

A avaliacdo ecotoxicologica no ambiente aquatico, muitas vezes, concentra-se na
estimativa de uma U(nica substancia, contudo, 0s organismos aquaticos vém sendo
constantemente expostos a misturas de contaminantes, cujos componentes podem interagir,
produzindo efeitos sinérgicos ou antagdnicos. Apesar do conhecimento adquirido nas Gltimas
duas décadas sobre os efeitos e riscos dos produtos agroquimicos no meio ambiente, ainda
existem lacunas de pesquisa importantes. Uma dessas questdes-chave € em relacdo aos efeitos
induzidos por misturas e os métodos para avalia-los (Godoy et al., 2020).

A exemplo disso, os MPs podem conduzir pesticidas por longas distancias (Camacho et
al., 2019), devido a sua capacidade de sorcdo de poluentes organicos, o0 que pode aumentar a
toxicidade desses fragmentos e acarretar implicacbes adversas em organismos (Luan et al.,
2019). Apos, a sorcdo de pesticidas em MPs de PE, a sua persisténcia no ambiente pode ser
modificada, prolongando o tempo de meia-vida, especialmente para pesticidas com dose tdxica
mediana (DT50) ou moderados e altos valores de coeficiente de parti¢do octanol-agua (Kow)
(Wang et al., 2020).

Uma vez disponiveis no ambiente e em funcdo da sua grande area superficial e
hidrofobicidade, os MPs podem adsorver poluentes de forma habil, como metais pesados,
dicloro-difenil-tricloroetano (DDTs), bifenilas policloradas (PCBs), éteres difenilicos
polibromados (PBDEs), alquilfendis, bisfenol A (BPA) e agroquimicos, além de
microrganismos, desenvolvendo assim, contaminacdo sinérgica e acentuando os impactos
negativos sobre 0s organismos expostos e ao ecossistema (Li et al., 2021; Khalid et al., 2021).

Visando o monitoramento dos possiveis impactos destas substancias, as avaliacGes
ecotoxicoldgicas apresentam-se como opg¢des para acompanhar o modo de acdo destes
contaminantes, seus efeitos no ecossistema e em organismos, a partir da observacao
comportamental, analise de biomarcadores e da atividade enzimatica (Li et al., 2023).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é destacar aspectos importantes da tematica da
poluicdo por MP, do ponto de vista da quimica ambiental e ecotoxicologia, abordando sobre a
presenca deles no ambiente e discutindo também sobre a interacdo com agroquimicos. Para este
estudo foram avaliados o microplastico de polietileno (MP-PE) e o herbicida 2,4-D, de forma
isolada e combinada, por meio de ensaios ecotoxicolégicos crénicos com planéria de agua doce
da espécie Girardia tigrina. As planarias (G. tigrina) sdo bioindicadores utilizados em varios

estudos ecotoxicolégicos devido a sua eficacia no monitoramento da qualidade de ecossistemas
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aquaticos (Lopez et al., 2019; Simdao et al., 2022; Dornelas et al., 2021). De acordo com relatos
cientificos, aspectos de sobrevivéncia, alimentacédo, regeneracao e reproducdo das planarias sao
pontos proeminentes para qualifica-las como adequados indicadores biolégicos da presenca de
contaminantes (Ofoegbu et al., 2019; Dornelas et al., 2021; Pestana; Ofoegbu, 2021).
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2 REFERENCIAL TEORICO

A primeira parte desta revisdo, contextualiza o problema em nivel mundial e exibe uma
discusséo sobre as fontes e algumas consequéncias dos MPs no ambiente. A segunda, visa
aprofundar o conhecimento sobre os efeitos do herbicida 2,4-D em organismos e a
ecotoxicologia de agroquimicos. A terceira, explana sobre o organismo teste utilizado, a G.
tigrina, bem como sua reproducdo, regeneracao e locomocao. Por fim, sdo compilados estudos

que descrevem os efeitos observados em planérias expostas aos MPs.
2.1 Microplésticos: origem, distribuicdo e impactos

Os pléasticos sdo usados universalmente devido as suas excelentes caracteristicas, como
versatilidade, durabilidade e boa adaptabilidade (Tang et al., 2022; Monira et al., 2021). Em
cinco décadas, a producdo de plastico progrediu para uma industria global de 600 bilhdes de
dolares (Uheida et al., 2021). De acordo com as tendéncias atuais, aproximadamente 12 bilhGes
de toneladas de residuos plasticos serdo gerados até 2050 (Ding et al., 2021). Os plasticos sdo
polimeros provenientes de fontes de petroleo, por isso sdo materiais organicos e que apresentam
diferentes composic¢des. O termo “plasticos” é comumente empregado para delinear inUmeros
materiais sintéticos ou semissintéticos que sdo usados em uma larga e crescente diversidade de
aplicacdes (Plasticseurope, 2018).

Os polimeros plasticos tém comportamento térmico durante o processo de fabricacéo,
sendo classificado em dois grandes grupos: termoplasticos e termorrigidos. Os termoplasticos,
sdo conhecidos por sua maleabilidade na fabricacdo e capacidade de serem fundidos e
remodelados quase que de modo indefinido, passando pelos processos de reaquecimento,
remodelagem e congelamento, frequentemente. Por estas caracteristicas na producdo sdo
estimados como mecanicamente reciclaveis. S8o exemplos desse tipo: o polipropileno, o
polietileno, o polivinilcloreto, o poliestireno e policarbonato (Plasticseurope, 2019).

Os plasticos termorrigidos ou termofixos sdo polimeros que se solidificam durante a
reacdo de polimerizacdo. Estes sdo materiais insoluveis, que além de se ndo fundirem, também
ndo sdo reciclaveis. A baquelite, € um exemplo de polimero termorrigido. Estes possuem
ligacdes quimicas covalentes entre &tomos de cadeias vizinhas, chamadas ligacGes cruzadas.
Estas ligagOes impedem o deslizamento das cadeias, e assim, quando aquecidos, esses materiais
gueimam e se degradam (Mano; Mendes, 1999).

Os microplasticos podem ser primarios e secundarios, sendo os secundarios derivados,

exclusivamente de processos de degradacdo, que pode ser causada por meio de processos



19

fisicos, quimicos e biologicos, como: hidrolise, fotodegradacdo, oxidacdo térmica, abrasdo
mecanica e biodegradacdo. Enquanto que os microplasticos primarios, sdo aqueles produzidos
para serem usados em produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, xampus, gel de banho,
batons, protetores solares, méscaras, sombras para 0s olhos ou outras microparticulas aplicadas
intencionalmente para fins especificos (Kabir et al., 2023).

Os MP sdo qualificados recentemente como contaminantes emergentes, seus potenciais
riscos aos seres vivos, bem como os niveis da contaminacdo em diferentes ambientes precisam
ser melhor explicados, por isso, essa nova classe tem sido foco de pesquisas no mundo todo
(Richardson; Kimura, 2019).

A designacdo microplasticos surgiu apds serem detectadas particulas micrométricas de
materiais plasticos em praias britanicas, por uma equipe de ecologistas marinhos do Reino
Unido. Desde entdo, os especialistas tém detectado microplasticos em praticamente todos 0s
biomas, desde as aguas mais profundas do oceano, passando pela comida que ingerimos, pela
agua que bebemos, o0 ar que respiramos, e na agua da chuva que cai sobre as cidades e mesmo
em montanhas isoladas (Lim, 2021).

Os microplasticos se tornaram um tipo de poluente crescente em varios ambientes
mundiais, abrangendo ambientes marinhos (Lebreton et al., 2018), agua doce (Sighicelli et al.,
2018), e até mesmo em gelo, além da ingestdo desses fragmentos pela fauna de agua doce e
salgada (Besseling et al., 2017). Dos residuos frequentemente estudados, os plasticos tém
recebido maior atencdo pelos danos que ocasionam no ambiente em que sdo descartados
(Julienne et al., 2019; Luo et al., 2019). Dentre a grande diversidade de plasticos fabricados, o
MP mais comumente encontrado é o de polietileno (PE) (Nelms et al., 2018).

A presenca desses materiais ocorre tanto na agua quanto no solo, sendo dificil
quantificar seus efeitos e impossivel remové-los totalmente (Sighicelli et al, 2018). O despejo
incorreto de residuos plasticos e imediata formacao de microplasticos trouxe a necessidade de
estudos e solugdes que possam minimizar os danos e restaurar a qualidade ambiental. Apesar
da crescente ampliagdo de informacdes sobre o tema, existe pouco conhecimento sobre os
microplasticos em sistemas de agua doce (Sighicelli et al, 2018).

Na fragmentacdo, as fraturas em polimeros sao iniciadas através da formacéo de vazios
na fase amorfa. Esses vazios internos da estrutura dos polimeros podem ser procedentes do
processo de fabricagdo, e embora essa caracteristica ndo seja observada para polimeros
semicristalinos, como no caso do polietileno (PE), eventos de impacto podem comecar este

processo (Julienne et al., 2019). Os MPs também sdo capazes de transportar substancias
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prejudiciais para os seres vivos, podendo ser conduzidos ao longo da cadeia alimentar até
chegarem aos seres humanos (Carbery; O’connor; Palanisami, 2018).

Os crescentes estudos em torno da problematica do MP advertem que estes polimeros
podem ser transferidos ao longo da cadeia alimentar (Nelms et al., 2018). Implicando em uma
maior preocupacdo do meio cientifico de como essa bioacumulacdo pode vir a atingir a
alimentacdo do ser humano e os efeitos que podem ser causados (Carbery; O’connor;
Palanisami, 2018).

Os peixes sdo organismos largamente avaliados como bioindicadores de resposta aos
MP (Mak et al., 2019; Malafaia et al., 2020). Muitos peixes se nutrem de organismos
plancténicos, e como tatica alimentar, absorvem grande volume de &gua para entdo
conseguirem engolir varios itens ao mesmo tempo. No entanto, esta estratégia de captura torna-
se lesiva, uma vez que os detritos plasticos dispersos no meio, podem ser engolidos
acidentalmente durante o ato (Ory et al., 2018).

O processo de biomagnificacdo também tem sido motivo de grande preocupacao, pois
uma vez acumulado no tecido animal, podem ser transferidos para seres de niveis troficos mais
elevados (via cadeia alimentar), abrangendo humanos, de modo que as toxinas contidas no
peixe contaminado podem ser absorvidas via dieta (Miller et al., 2020).

O estudo desenvolvido por Godoy et al. (2019) revelou uma adsorcdo expressiva de
chumbo, cromo e zinco em MP, principalmente em polietileno e cloreto de polivinil. Guo et al.
(2018) constataram que a capacidade de sorcdo de tilosina (pureza maior que 95%) nos MP,
seguiu a ordem de PE (polietileno), PP (polipropileno), PS (poliestireno) e PVC (policloreto de
vinila).

Os MP também podem afetar os vegetais, quando penetram na planta, tém o potencial
de comprometer a membrana celular, o ciclo celular, a clorofila e as moléculas intracelulares
(Qadeer et al., 2021). Além dos impactos causados diretamente na funcionalidade dos solos, 0s
MPs presentes nesse ambiente, podem migrar para 0 meio circundante, como o ar e a &gua, por
meio de fatores naturais ou humanos, como vento, poeira, erosdo e escoamento superficial,
concebendo riscos substanciais para o ecossistema (Guo et al., 2020).

Vale ressaltar que a interacdo de MP com outros contaminantes pode potencializar 0s
seus efeitos. Em estudos com bioindicadores de contaminacgdo terrestre, por exemplo,
Boughattas et al., (2022) observaram que o MP aumentou a absor¢do do 2,4-D no tecido das

minhocas (Eisenia andrei) causando danos oxidativos.
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2.2 Herbicida &cido diclorofenoxiacético (2,4-D)

O herbicida 2,4-D, &cido diclorofenoxiacético (CgHsCl203), possui 38 produtos
registrados e pode ser aplicado em onze culturas, sendo elas: arroz, aveia, café, cana-de-acUcar,
centeio, cevada, milheto, milho, soja, sorgo e trigo (MAPA, 2021). O Brasil consumiu mais de
48.000 toneladas no ano de 2018 e no ano antecedente alcangou o0 maior consumo em 10 anos,
com mais de 57.000 toneladas de 2,4-D (Brovini et al., 2021).

O herbicida 2,4-D pertence ao grupo de herbicidas que tém como mecanismo de acdo a
mimetizacado de auxinas, também denominados como auxinas sintéticas. Esse grupo é composto
pelos herbicidas 2,4-D, fluroxypyr, picloram, quinclorac, triclopyr e dicamba, e se rotulam em
acido benzoico, 4cido fenoxicarboxilico, acido carboxilico e acido quinolino carboxilico (Silva
et al., 2020).

Pela classificacdo GHS (Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e
Rotulagem de Produtos Quimicos), o 2,4-D é avaliado como perigoso, carcinogénico, tdxico
e/ou até letal quando engolido, podendo ocasionar reacfes alérgicas na pele, lesdes oculares,
toxicidade para organismos-alvo especificos e perigos para a vida aquatica, com implicacGes
tardias. O 2,4-D possui solubilidade em agua de 677 ppm a 25°C e 540 ppm a 20°C (Yalkowsky,
2010), densidade de 1,42 kg/m3a 25°C (Verschueren, 2001), ponto de fusio de 138°C (O'Neil,
2013), pressdo de vapor de 1,86x102 mPa a 25 °C (MacBean, 2010), Log Kow: 2,18 (Hansch,
1995) e considerado como intensamente acido.

De acordo com a United States Environmental Protection Agency - USEPA (2020), a
adsorcdo anibnica de 2,4-D é afetada pela mineralogia do solo (em particular pelo teor de 6xido
de ferro e aluminio), pelo teor de aluminio trocavel e pelo teor de fosfato do solo. A adsorcao
tende a se intensificar com o acréscimo do contetido orgéanico e diminui¢do do pH do solo.
Portanto, pode acontecer dessorcéo do 2,4-D em solos minerais, mas ndo naqueles que contém
elevada matéria organica.

Segundo a Portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021, o teor aceitavel de 2,4-D na
4gua para consumo no Brasil é de 30 pg L, enquanto na Uni&o Europeia esse limite é de apenas
0,1 pg L™ para cada herbicida, e de 0,5 ug L™ para o total de herbicida na 4gua para consumo,
como especificado pela Diretiva (UE) 2020/2184 do Parlamento Europeu e do Conselho de 16
de dezembro de 2020 sobre a qualidade da dgua destinada ao consumo humano (Brasil, 2021;
UE, 2021).

Para 0 2,4 D, a Resolugéo n° 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) estabelece para a agua doce das Classes 1 e 2, 0 Valor Maximo Permitido (VMP)
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de 4 pg L, enquanto que para Classe 3, permite 0 VMP de 30 ug L? (CONAMA, 2005).
Também, destaca-se a Resolucao n° 396/2008 (CONAMA, 2008) que estabelece para as aguas
subterraneas 0 VMP de 30 g Lpara 0 2,4 D.

As implicacdes toxicas do 2,4-D sobre a biota vém sendo descritas em diversos estudos
ecotoxicoldgicos, demonstrando: influéncias negativas no desempenho de natagcdo do peixe
Danio rerio (Moreira et al., 2021), reducdo da cultura e eclosdo de ovos do inseto Chironomus
sancticaroli (Pinto et al., 2021), diminuicdo do aumento e perdas de biomassa no anfipoda
tropical Hyalella meinerti (Pinto et al., 2021), reducdo expressiva da reprodutibilidade do
claddcero Ceriodaphnia silvestrii (Silva et al., 2020), além de serem prejudiciais para espécies
de plantas terrestres e organismos invertebrados do solo (Triques et al., 2021).

De acordo com o documento do IBAMA que estabelece aos valores ecotoxicoldgicos,
0 2,4-D possui um fator de bioacumulacdo em peixes da espécie Danio rerio de 1,308 e 0,987
em concentragdes teste de 2,12 e 15,85 mg/L, concomitantemente. Possui uma concentragéo
efetiva que causa 50% de efeito (CE50) de 127,63 mg/L para a espécie de alga Selenastrum
capricornutum, Concentracdo Letal para 50% dos organismos (CL50) de 309,06 mg/Kg para a
espécie de minhoca Eisenia fetida e Dose Letal para 50% dos organismos (DL50) para espécie
de abelha Apis mellifera de 100 pg/abelha. Para a espécie de peixe D. rerio, possui uma CL50
de 107,02 mg/L, concentracdo de efeito ndo observado (CENO) de 3,2 mg/L, concentracdo de
efeito observado (CEO) no valor de 5,6 mg/L e um valor cronico (VC) de 4,23 mg/L. Para a
espécie de peixe Hyphessobrycon eques foi observado comportamento de fuga para
concentra¢do de 2000 mg i.a./L de 2,4-D (IBAMA, 2019).

Nakagome et al. (2006) também demonstraram efeitos toxicos ao expor a espécie de
claddcero D. magna ao contaminante 2,4-D, registrando CE50 de 407,30 mg/L (Tabela 1). Pinto
et al. (2021) realizaram ensaios de toxicidade com a espécie bentbnica C. sancticaroli e
relataram que nas maiores concentracdes de 2,4-D (426 ug/L) verificou-se a reducédo da largura
da cépsula cefalica, demonstrando ainda efeitos sinérgicos que poderiam potencializar os riscos

para 0s ecossistemas aquaticos quando analisadas as misturas dos agrotoxicos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Revisao bibliogréafica relacionada a toxicidade de 2,4-D em organismos ndo-alvo.

Organismos Toxicidade do Referéncia Bibliogréafica
2,4-D (CL50)
Peixe Danio rerio 107,02 mg/L (Moreira et al., 2021)
Alga Selenastrum capricornutum 127,63 mg/L (IBAMA, 2019)
Minhoca Eisenia foetida 309,06 mg/Kg (Correia; Moreira, 2010)
Abelha Apis melifera 100 pg/abelha (Lunardi, 2018)
Girino Physalaemus cuvier 52,5 pug/L (Santos, 2020)
Claddcero D. magna 407,30 mg/L (Nakagome et al., 2006)
C. sancticaroli 426 pg/L (Pinto et al., 2021)
Peixe Hyphessobrycon eques 2000 mg i.a./L (Moreira et al., 2021)

Fonte: Autoria prépria (2024).

Triques et al. (2021) demonstraram que, apds exposicdo a doses indicadas do herbicida
2,4-D (2,35 mg/kg), a reproducdo das espécies ndo-alvo Raphanus sativus var acanthioformis

e Allium cepa foram afetadas em 95% e 90%, respectivamente.

2.3 Girardia tigrina como bioindicador

Na ecotoxicologia, 0 homem faz parte de um ecossistema, convivendo com outros seres,
formando uma grande rede de interagcdo mutua, consequentemente, qualquer efeito adverso tem
impacto coletivo (Vasseur; Masfaraud; Blaise, 2021). Por defini¢do, bioindicadores
normalmente sdo organismos ou procedimentos bioldgicos usados como medida do impacto de
contaminantes ambientais, também conhecidos como biomonitoramento (Al-Khazraji; Thakir;
el-hadeeti, 2020). Na escolha do organismo teste, devem ser consideradas suas caracteristicas
fisiol6gicas e comportamentais, que melhor demonstrem sua sensibilidade (Al-khazraji; Thakir;
el-hadeeti, 2020).

As planéarias sdo vermes do filo Platyhelminthes pertencentes a classe Turbellaria,
ordem Tricladida, vastamente distribuidas em escala global e com novas espécies
frequentemente descobertas (Hellmann et al., 2022). As planarias podem ser expostas a um
grande numero de produtos quimicos presentes em ecossistema de agua doce; 0s quais podem
estar distribuidos na coluna de 4gua, adsorvidos aos sedimentos ou incorporados em suas presas
(Alegbeleye et al., 2017). As planarias podem estar presentes em lagos, riachos, nascentes e
aguas subterraneas, sendo um organismo importante em comunidades de agua doce,
principalmente quando controlam popula¢Bes, pois apresentam comportamento predatério
(Barzaghi et al., 2021).
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As planéarias receberam notoriedade na ecotoxicologia, sendo reconhecidas como bons
bioindicadores, principalmente pela sua extraordinaria capacidade de regeneracdo (Pestana;
Ofoegbu, 2021). S&o animais invertebrados que se reproduzem de forma sexuada e assexuada,
e tem capacidade de adaptar invariavelmente seu sistema nervoso, com base na alimentacéo
(Poirier et al., 2019). As planarias se alimentam por meio de uma faringe muscular que elas
extrudam por uma abertura bucal ventral. A faringe é a Unica abertura do corpo e também
funciona como o anus do animal. Os sistemas circulatorio e respiratorio sdo ausentes (Sluys;
Riutort, 2018). Para além disso, planarias sao organismos de simples manipulacédo e baixo custo
para pesquisas (Poirier et al., 2019; Ofoegbu et al., 2019; Saraiva et al., 2020).

2.3.1 Reproducédo de planarias

A reproducdo assexuada é muito mais simples que a reproducéo sexuada, pois procede
em descendéncia geneticamente idéntica ao pai (progenitor) ndo acontecendo variagdo
genotipica. Em contraste, a reproducdo sexuada resulta numa prole geneticamente diferente dos
pais e irmdos (Ishizuka et al., 2007). A reprodugdo assexuada das planarias pode ser
partenogénica ou fissiparitaria e aparentemente, a locomog¢do € importante neste modo
reprodutivo, porque, para que a fissdo ocorra, a extremidade posterior do animal prende-se a
superficie e a metade anterior, simultaneamente, e se move para frente (Hori; Kishida, 1998).

As planarias de agua doce comumente abrigam um sistema reprodutivo hermafrodita,
abrangendo um par de ovarios, testiculos e glandulas vitelinicas ao longo de todo o eixo antero-
posterior (AP) e os orgdos copuladores na cauda (Sluys; Riutort, 2018). No entanto, a
reproducdo assexuada por partenogénese ou fissdo/regeneracdo também é comum entre as
planérias (Vila-farré; Rink, 2018).

Planarias de agua doce tém trés modos reprodutivos: assexuado, sexuado e a alternancia
entre esses dois modos, podem modificar em consequéncia de sazonalidade, alteracdes nas
classes ambientais, sendo a temperatura e as condicdo da agua, fatores cruciais, alem de
poderem ser induzidas pela alimentagdo (Kobayashi et al., 2009; Vowinckel, 1970). As
planarias da Girardia sp. sdo fissiparitarias, isto é, comumente, sofrem fissdo transversal,
abaixo da faringe (Kobayashi et al., 2009), dividindo-se em duas partes que regeneram,

processo denominado como arquitomia (Knakievicz; Ferreira, 2007).

2.3.2 Regeneracdo de planérias
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Estes organismos exibem a notavel aptidao de regenerar e substituir tecidos perdidos,
apesar dessa capacidade variar distintamente entre as espécies (Goldman; Poss, 2020). A
capacidade regenerativa de planarias de agua doce é recomposta completamente por todos 0s
seus folhetos embrionarios e qualquer fragmento a partir de 1 por 279 do seu tamanho original,
0 que apenas ocorre devido a presenca de populagdo de células mesenquimais proliferativas,
pluripotentes, denominadas neoblastos, as quais foram quantificadas por Reddien e Alvarado
(2004) por meio de sua morfologia, completando aproximadamente 25% a 30% de todas as
celulas (Reddien et al., 2022; Adler; Alvarado, 2015).

Durante a regeneracao, os neoblastos proliferam em resposta a estimulos de ferimentos
(Wenemoser; Reddien, 2010). Eles estdo espalhados por todo o corpo, menos por duas regides
gue ndo podem suportar a regeneracao de um animal inteiro quando isoladas, a regido na frente
dos fotorreceptores e a faringe localizada centralmente (Reddien; Alvarado, 2004).

A aptiddo de regeneragdo admite que os animais troquem células danificadas apds
doengas e ferimentos. O “blastema” ¢ uma estrutura indicadora tipica da capacidade de
regeneracdo que é desenvolvida no coto da amputacdo e atua como uma fonte importante de
células para repor tecidos em regeneracdo. Para a conclusdo da regeneracéo tecidual bem-
sucedida, a regulacdo espaco-temporal da atividade mitética em células regenerativas cumpre
um papel decisivo na manutencdo de um certo conjunto de celulas de blastema (Tasaki et al.,
2011).

As planarias podem regenerar novas cabegas em 1 a 2 semanas, e um animal inteiro a
partir de um pequeno fragmento de corpo (Ivankovic et al., 2019). Apos sofrerem leséo, essas
células migram para o local acometido e promovem a formacg&o do blastema, estrutura inicial
da reconstrucéo tecidual (Alvarado, 2012). Os estudos de regeneracdo de planarias comegaram
com definicGes de Randolph (1892), colocando a ideia de neoblastos com base na coloracao
tradicional do tecido do verme anelideo Lumbriculus durante a regeneracdo (Reddien et al.,
2022).

Além disso, o sistema planario oferece o beneficio singular de examinar animais adultos
e em regeneracdo/desenvolvimento em paralelo com 0s mesmos experimentos, porque nesta
espécie assexuada a Unica forma de neurodesenvolvimento € a neuro regeneracdo de uma
cabeca a partir de uma cauda apds a fissdo. As planéarias tém um grande repertdrio
comportamental que pode ser quantificado e estudado de forma completamente automatizada,
equipando diversos pontos finais distintos de func&o neuronal. E importante notar que o sistema

nervoso planario contém a maioria dos mesmos neurotransmissores do cérebro dos mamiferos



26

e é considerado, estruturalmente, mais semelhante ao cérebro dos vertebrados do que outros
cérebros de invertebrados (Buttarelli et al., 2008; Ross et al., 2017; Umesono et al., 2011).

2.3.3 Locomocao de planarias

O teste de velocidade locomotora de planarias (pLMV) criado por Talbot e Schotz
(2011) é empregado utilizando a calculadora de imagens no Image J, uma imagem de uma grade
com espacamento de 1 cm sera calculada com o conjunto de imagens para sobrepor uma grade
em todas as imagens. As planarias sdo rastreadas manualmente em quadros (3000 quadros,
sequéncia de 10 min) e cada vez que o organismo cruza uma linha de grade, a contagem &
aumentada em um. O mesmo processo é repetido as cegas, sem acesso as contagens anteriores,
para obter uma estimativa da precisdo da contagem.

Os efeitos danosos de herbicidas a base de atrazina (ATZ) podem afetar o sistema
nervoso de invertebrados, acarretando disfungfes na locomocéo, na coordenagdo motora e na
resposta a estimulos externos (Demirci et al., 2018).

Apos a alimentacdo, a locomocéo e a capacidade de resposta a estimulos costumam ser
reduzidas; se estressadas, as planarias podem até expelir alimentos antecipadamente ingeridos
para permitir uma evasdo eficiente (Deochand et al., 2018). Quando expostas a contaminantes,
as planérias repetidamente suprimem a atividade locomotora e diminuem sua capacidade

regenerativa, refletida também em sua alocacédo de energia (LOpez et al., 2021).
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CAPITULO Il

Respostas comportamentais e fisiologicas de Girardia tigrina exposta a microplasticos de
polietileno
RESUMO

As particulas de microplasticos surgem em grande abundancia e variedade nos ecossistemas de
agua doce em todo o mundo, abrangendo lagos e rios, promovendo uma exposicdo cada vez
mais frequente aos organismos aquaticos. Estudos sobre os mecanismos de eventuais efeitos
das particulas plasticas ainda sdo escassos, principalmente em relacdo a capacidade regenerativa
da biota, para a qual ndo existe um organismo modelo estabelecido, porém, as planarias tém
demonstrado sensibilidade para avaliar esses riscos ao ambiente aquatico. Assim o presente
estudo teve como objetivo investigar as respostas comportamentais e de regeneracdo da planéria
de agua doce Girardia tigrina exposta a microplasticos (MPs) de polietileno (PE) incorporados
em sua fonte alimentar. O maior efeito para a regeneracdo da planéria, foi observado na
concentracdo de 10 ug MP-PE /mg de figado. A reproducao e a fertilidade das planarias foram
afetadas na concentracdo de 50 ug MP-PE /mg de figado, entretanto, a locomocdo das planarias
ndo foi afetada nas concentracdes avaliadas. A caracterizacdo fisico-quimica dos MPs foi
realizada por Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
e possibilitou identificar o MP-PE ingerido pelas planarias. No geral, os resultados sugerem
que o microplastico podem causar alteragdes nas caracteristicas fisiolégicas de Girardia
tigrina.

Palavras-chave: Efeito cronico, Ecotoxicologia, Plastico.

1 INTRODUCAO

Os plasticos referem-se a um conjunto de polimeros provenientes de fontes petroliferas,
compostos por diversos contaminantes quimicos (Rochman et al., 2019). Em relacdo ao
tamanho, muitos estudos categorizam os MP com dimensoes inferioresa 5 mm (Sighicelli et al.,
2018). As formas mais comuns de MP incluem polipropileno (PP), polietileno (PE),
poliestireno (PS), polietileno de baixa densidade (PEBD) e polietileno de alta densidade
(PEAD), sendo diferentes dos produtos quimicos, como por exemplo, plastificantes (para
melhorar plasticidade e viscosidade), repetidamente, adicionados pelos fabricantes para
modificar e alcancar as propriedades plasticas desejadas (Wong et al., 2020).

A presenca de MP ocorre tanto na agua quanto no solo, sendo dificil quantificar seus
efeitos e impossivel remové-los completamente (Sighicelli et al., 2018; Peng et al., 2020). O
crescente despejo incorreto de residuos plasticos e a formagdo imediata de MP justificam a
necessidade de estudos e solugdes que possam minimizar os danos e restaurar a qualidade
ambiental. Apesar da crescente informacao sobre o assunto, ha pouco conhecimento sobre MP

em sistemas de agua doce (Sighicelli et al., 2018).
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Os crescentes estudos em torno do problema das MPs alertam que estes polimeros
podem ser transferidos ao longo da cadeia alimentar (Nelms et al., 2018). Esta implicacéo leva
a uma maior preocupagdo na comunidade cientifica sobre como esta bioacumulagdo pode
atingir a alimentagdo humana e os efeitos que podem ser causados (Carbery; O'Connor;
Palanisami, 2018).

A presenca dos MP no meio ambiente torna-os acessiveis aos seres vivos em todos 0s
niveis troficos, desde produtores primarios até predadores de topo de cadeia, como 0s humanos.
Mais de 44.000 casos de contato entre polimeros e organismos vivos de mais de 1.400 espécies
foram citados (Agamuthu et al., 2019). Portanto, ha necessidade de compreender as implicacdes
da exposicao a esses poluentes.

Nesse sentido, em ecossistemas tropicais de dgua doce, a planaria de adgua doce G.
tigrina é importante para o biomonitoramento do impacto causado pelos MP por meio de testes
ecotoxicolégicos agudo e cronicos controlados (Cesarini et al., 2023). Aspectos de
sobrevivéncia, alimentacdo, regeneracao e reproducdo das planarias sao pontos relevantes para
qualifica-las como bons indicadores bioldgicos da presenca de contaminantes (Ofoegbu, 2019).

Estudos anteriores sobre planérias, especificamente Dugesia japonica, expostas a
microesferas de polietileno (MP-PE), <10 um/mg) e microfibras de tereftalato de polietileno
(MP-PET), 14 pum de largura e 5/6 um de comprimento, em concentra¢des de 12 ug a 60 pug
MP-PET /mg de figado, ndo apresentaram alteracdes na sua capacidade de locomocdo, ingestao
alimentar e regeneracdo (Gao et al., 2022).

Outro estudo com D. japonica revelou uma reducdo em suas areas corporais e no
blastema ap0s exposi¢do a microesferas de poliestireno (MP-PS), com dimensdes de 0,1-1-10
um, em concentragdes de 10, 50 e 100 ug MP-PS / mg de figado, indicando um atraso no seu
crescimento e regeneracdo (Gao et al., 2022). MP-PS de aproximadamente 1 um de diametro,
na concentracao de 100 ug MP-PS /mg de figado, induziram estresse oxidativo em D. japonica
alterando significativamente os niveis de enzimas antioxidantes, incluindo superoxido
dismutase, catalase e glutationa S-transferase (Han et al., 2022).

Assim o presente estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade cronica (efeito subletal)
da MP-PE na locomocdo, regeneracao e reproducao utilizando o organismo teste G. tigrina para
prever 0s impactos decorrentes deste contaminante nos ecossistemas de agua doce contribuindo

para valores de referéncia e para a protecdo ambiental.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Exposi¢ao de organismos

O microplastico de polietileno, ndmero de referéncia (434272), foi obtido
comercialmente da Empresa Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, United States (US) (34-50 pm).
Foram selecionadas planarias medindo 8 mm de comprimento, as quais foram privadas de
alimentacéo 7 dias antes dos experimentos. O alimento utilizado foi figado bovino sem a fascia
e cortado em pedacos de aproximadamente 1 x 1 cm e triturado em liquidificador de alta
velocidade e homogeneizado com o PE de acordo com cada concentracgdo (10, 50 e 100 pg/mg
de figado) (Adaptado de Merryman et al., 2018) (Figura 1).

Figura 1 - Figado bovino sem a fascia e o microplastico de polietileno (a), Girardia tigrina se

alimentando (b), imagem do organismo utilizado no experimento (c).

Fonte: Autoria prépria, 2025.

As planérias foram alimentadas regularmente com 1 mg de figado com PE (0, 10, 50 e
100 pg/mg) em placas de Petri contendo planérias e solucdo ASTM (American Society for
Testing and Materials) (Adaptado de Gao et al., 2022). As placas de Petri foram mantidas em
camara escura a 25°C, sendo a solucdo nas placas substituida apds 12 h. Foram realizadas dez
repeticBes para cada tratamento, incluindo o controle, com cada uma contendo 5 organismos.
Ap0s os 8 dias de exposicdo estatica, os organismos foram transferidos para placas de Petri com
meio ASTM limpo e alocados aleatoriamente para avaliacdo da regeneracdo e efeitos de

locomocéo.
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2.2 Regeneracao apos exposicao

Seis planarias foram utilizadas para avaliar a regeneracao de fotorreceptores e auriculas
durante 7 dias seguidos. Os efeitos do PE na regeneragdo das planarias foram avaliados 8 dias
apos a selecdo e decapitacdo com um unico corte atras das auriculas com lamina de bisturi
esterilizada. Apos a decapitacdo, cada G. tigrina foi colocada em placa de Petri (8=90 mm)
com 20 mL de meio ASTM (Adaptado de Macédo et al., 2019). O comprimento (em mm) do
blastema foi avaliado 24 horas e 48 horas apds a decapitacdo (Adaptado de Dornelas et al.,
2020). A auséncia ou presenca de fotorreceptores e auriculas foi registrada em cada repeticéo,

e os resultados foram apresentados como uma média de dias necessarios para a formagéo.

2.3 Atividade Locomotora Pds-Exposicao

A atividade de locomocdo de G. tigrina foi avaliada ap6s exposicdo ao MP por 8 dias;
seis planérias por concentracdo foram colocadas individualmente em um recipiente de 75 cm
de diametro contendo uma folha de papel com linhas de grade (0,1 cm de distancia) no fundo e
meio ASTM em quantidade que auxiliasse na locomocao do organismo. Os organismos foram
colocados no centro do recipiente e cada linha cruzada e recruzada foi contada e a pLMV
(Velocidade Locomotora da Planéria) foi determinada ao final de 3 min de avaliacdo (Adaptado
de Barbosa et al., 2022; Dornelas et al., 2020, 2022).

2.4 Reproducéo

A fecundidade foi avaliada pelo numero de casulos depositados e a fertilidade pelo
numero de filhotes emergidos. Planarias adultas em idade reprodutiva precoce (1,5 £ 0,1 cm de
comprimento) foram utilizadas para o teste de reproducédo. O desenho experimental contemplou
trés quantidades massicas de microplasticos (10, 50 ou 100 ug/mg), misturadas com 1 mg de
figado em cada concentracdo homogeneizada utilizada para os testes de locomogdo e
regeneracdo, e um tratamento controle com solugdo ASTM.

As planérias foram mantidas em recipientes de vidro com 300 mL de solucdo teste por
21 dias, trés repeticdes por tratamento e 10 organismos por repeticdo. Os organismos foram
expostos e a avaliacdo do numero de casulos dividido pelo nimero de planérias expostas em
cada repeticéo, foi realizada diariamente para determinar a fecundidade das planarias.

Cada casulo foi separado em um microtubo de 1,5 mL (tubos de microcentrifuga

Eppendorf® LoBind) contendo meio ASTM. A ecloséo das planérias foi acompanhada até 3
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semanas apos a postura dos ovos (Knakievicz et al., 2006). Em seguida, a fertilidade também
foi avaliada diariamente e determinada pelo nimero de planarias que eclodiram dividido pelo
numero de casulos (Knakievicz et al., 2006; Lopez et al., 2019; Saraiva et al., 2020; Dornelas
et al., 2020; Dornelas et al., 2020, 2021, 2022).

2.5 Andalise estatistica

Para os ensaios de toxicidade crénica foi realizada ANOVA (andlise de variancia),
seguida do teste post hoc de Dunnet para comparacdo com o controle. Antes da realizacdo da
ANOVA foram atendidos seus pressupostos, a saber: analise de homogeneidade de variancia,
teste de Bartlett; e normalidade dos residuos, teste de Kolmogorov-Smirnov (independéncia das
observacgdes). Os dados de reproducgédo (fertilidade e fecundidade) ndo atenderam aos
pressupostos da ANOVA e o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar as médias dos
dados ndo paramétricos, utilizando o teste de Dunn como pos-teste (ambos a 5% de
probabilidade). Para todos os testes estatisticos, o nivel de significancia foi estabelecido em p
< 0,05. Todos os dados foram analisados utilizando o software estatistico GraphPad Prism

versao 9.3.1 para Windows (GraphPad Software Inc., La Jolla California USA).

2.6 Espectroscopia de absorcédo no infravermelho

No trabalho de Gao et al. (2022), foi avaliado poliestireno (PS) com tamanho de 1 a 10
pum. No presente trabalho foi utilizado MP-PE de tamanhos maiores (34 a 50 pum), portanto foi
necessario avaliar no Laboratério de Quimica Ambiental da Universidade Federal do Tocantins
— UFT, se as planarias poderiam ingerir MP dessas dimens@es. Este teste foi realizado digerindo
planarias apos contato com MP-PE misturado com alimento (figado).

Para comprovar que as planarias eram capazes de se alimentar de MP, foi realizado um
teste com 25 planarias, que foram alimentadas com 1 g de figado bovino triturado misturado
com 100 pg/mg de MP (Figura 2a). Imediatamente apos as planarias terem sido alimentadas
com figado misturado com MP, elas foram digeridas com perdxido de hidrogénio 30% a 65 °C
por 24 horas. Apoés a digestdo, a amostra foi filtrada através de membrana de nitrato de celulose
de 0,45 um e seca a temperatura ambiente (Figura 2b). O sélido obtido foi caracterizado por
espectroscopia no infravermelho.

Os espectros infravermelhos das amostras (Figura 7) (a) polietileno padréo, (b)

polietileno tratado com perdxido de hidrogénio e (c) solido obtido da digestdo de G. tigrina
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foram obtidos em espectrometro Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) da marca

Perkin Elmer, na regifo de 4000400 cm™* com resolugdo de 4 cm™ e média de 32 varreduras.

Figura 2- a) Girardia tigrina alimentada com figado misturado com MP; b) Sélido obtido ap6s
digestdo com peroxido de hidrogénio de G. tigrina alimentada com figado misturado com MP.

Borda do quadrado 3mm.
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Fonte: Autoria propria, 2025.

3 RESULTADOS

3.1 Locomocgéo

Os resultados referentes & locomocao das planérias sdo apresentados na Figura 3 e ndo

foram observados efeitos significativos nas concentragdes avaliadas.

Figura 3- Efeito cronico dos microplasticos de polietileno sobre Girardia tigrina - locomocao
(cm). Nos tratamentos: controle, 10, 50 e 100 pg/mg de MP-PE homogeneizado com figado.
Os dados paramétricos foram submetidos 8 ANOVA de um fator, com pds-teste de Dunnet (p
< 0,05, teste post hoc de Dunnet).
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3.2 Reproducéo — Fecundidade e Fertilidade

A medida que o periodo de exposicio aumentou, a taxa de fecundidade foi reduzida. A
taxa de fertilidade de G. tigrina apds a exposi¢cdo ao MP-PE (Fig. 4a) foi reduzida na
concentracdo de 50 pug/mg e comparado com a concentracao 100 ug/mg houve uma reducédo na
fertilidade de 10,9%.

Figura 4- a) taxa de fertilidade b) taxa de fecundidade da Girardia tigrina nos tratamentos:
controle, 10, 50 e 100 pg/mg de MP-PE homogeneizado com figado. *Indica diferenca
significativa em relacdo ao tratamento controle (ASTM = 0). O teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado para comparar as médias dos dados ndo paramétricos, utilizando o teste de Dunn a 5%

de probabilidade como pos-teste (p < 0,05, teste post hoc de Dunn).
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3.3 Regeneracao

Em relacdo a regeneracdo do blastema (Figura 5a), foi observado um atraso de 25,7%
em 24h na concentracdo de 50 pg/mg, e em 48h, uma reducdo de 12,4% na mesma concentragao

em relacao ao controle (Figura 5b).

Figura 5- a) Regeneracdo do blastema em 24h. b) Regeneracao do blastema as 48h tigrina nos
tratamentos: controle, 10, 50 e 100 pg/mg de MP-PE homogeneizado com figado. *Indica
diferenca significativa em relagdo ao tratamento controle (ASTM = 0), os dados paramétricos
foram submetidos a ANOVA de um fator, com pds-teste de Dunnet (p < 0,05, teste post hoc de

Dunnet).
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A regeneracdo das auriculas e dos fotorreceptores (teste post-hoc de Dunnet), (Fig. 6),
comparado ao tratamento controle, foi significativamente afetada na dose de 10 pg/mg. Quanto
ao aparecimento dos fotorreceptores apds exposicao nas concentracdes de MP-PE de 10 e 100
pg/mg, foi observado atraso de 5,94% e 19,06% (Fig. 6b). O atraso no aparecimento das
auriculas ocorreu apos exposicao de MP nas concentracdes de MP de 10 e 50 pg/mg, atingindo

6% e 7,33% em comparagdo com os tratamentos controle, respectivamente (Fig. 6a).

Figura 6- Regeneragdes, medidas em dias até formacdo completa das auriculas
(quimiorreceptores) e fotorreceptores (8 dias de exposi¢do) - a) Auriculas; b) Fotorreceptores.
Nos tratamentos: controle, 10, 50 e 100ug /mg de MP-PE homogeneizado com figado. *Indica
diferenca significativa em comparacdo ao tratamento controle (ASTM = 0), os dados
paramétricos foram submetidos a ANOVA de um fator, com pos-teste de Dunnet (p < 0,05,

teste post hoc de Dunnet).
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A Tabela 2 apresenta as estatisticas de todos os tratamentos e os valores de F e p

relativos.
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Tabela 2 - Estatisticas de todas as avaliacdes e valores de F e p relativos.

Avaliacdes F (DFn, DFd) p-valor
Locomocao F 3,44 = 0,3561 0,7849
Regeneracao 24h F344=1149 <0,0001
Regeneracao 48h Fs44=24,24 <0,0001
Fotorreceptores F3,44=87,29 <0,0001
Auriculas F3,44=1931 <0,0001
Fecundidade H=119 0,0077
Fertilidade H=13,87 <0,0001

A Figura 7 mostra o espectro de absor¢do no infravermelho do polietileno
(microplastico) (a) e do s6lido obtido ap6s digestao com perdxido de hidrogénio de G. tigrina
alimentado com figado misturado com MP (¢). O espectro MP (a) apresenta bandas em 2921,
2846, 1476/1466, 1366, 1090 e 731/719 cm’', caracteristicas deste material e atribuidas
respectivamente a va (CH 2), vs (CH 2), 6 (CH 2), 8 (CH 3), v (CC) e p (CH 2 (Bredacs et al., 2021;
Wong; Gan; Aishah, 2011).

O espectro do solido obtido apds a digestdao (b) mostra a presenca de todas as bandas de
PE, o que indica que quando G. tigrina se alimenta do figado, também consome o microplastico.
Finalmente, no espectro do sélido proveniente da digestdo do organismo (c), pode-se observar
0 aparecimento de bandas entre 3650 e 3140 e em 1741, 1630 e 1538 cm™, que n&o estdo
presentes no espectro do PE sem (a) e com (b) oxidacdo com perdxido de hidrogénio. Portanto,
pode-se inferir que essas bandas estdo relacionadas ao residuo de matéria organica ainda
presente apos o processo de digestdo da G. tigrina.

Neste contexto, as bandas em 1741 cm™ podem ser atribuidas ao v (C=0) dos lipidios,
as bandas em 1630 e 1538 cm™! associadas a proteina, e atribuidas respectivamente ao v (C=0)
+ v (CN) + v (NH) (modo amida I) e para o v (CN) + v (NH) (modo amida II). A banda entre
3650-3140 cm™ pode ser atribuida ao v (OH)/ v (NH) e relacionados a proteinas e
polissacarideos (Gault et al., 2005; Guo; Wang; Liu, 2016). Porém, apesar da presenca dessas
bandas, fica claro no espectro mostrado na (Figura 7c) que o s6lido obtido a partir da digestao

do organismo contém polietileno, ou seja, a planaria ingeriu o MP.
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Figura 7- Espectros de absorcdo no infravermelho do polietileno (a), polietileno tratado com

perdxido de hidrogénio (b) e sélido obtido da digestdo de G. tigrina (c).
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Fonte: Autoria propria, 2025.

4 DISCUSSAO

O PE ¢ um polimero comum, que tem sido utilizado, por exemplo, em embalagens,
produtos de higiene e cuidados pessoais (Plasticseurope, 2019). Como resultado, a
concentragdo de MPs tende a aumentar ao longo de toda a cadeia tréfica, levando a
bioacumulagdo e, posteriormente, a biomagnificagdo destas fragdes nos niveis superiores da
cadeia alimentar, contribuindo em tultima analise para a exposi¢do em humanos (Rochman,
Brookson et al., 2019).

A absor¢cdo desses fragmentos por humanos pode levar ao estresse oxidativo,
promovendo um potencial dano celular e o aumento de distirbios neuronais, hepaticos e
digestivos, sendo o trato gastrointestinal humano o local mais plausivel de exposi¢ao ao MP,
provocando disfungdo da barreira intestinal e inflamacao (Menéndez-Pedriza; Jaumot; Bedia,

2022; Banerjee; Billey; Shelver, 2021).
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As avaliagdes realizadas neste trabalho sdo muito relevantes para estimar o efeito
comportamental e reprodutivo causado pela MP-PE na espécie Girardia tigrina. Notavelmente,
os resultados cronicos que afetam a dinamica populacional — sobrevivéncia a curto e longo
prazo, bem como a reproducao — podem resultar de uma fecundidade e fertilidade prejudicadas,
0 que também pode afetar negativamente o comportamento predatorio, a alimentagdo e a
capacidade de escapar dos predadores (Saraiva et al., 2020).

Por outro lado, parametros comportamentais (especificamente para locomocgao),
fisiolégicos (regeneracdo) e reprodutivos (fecundidade) significam possiveis danos
neurotdxicos alterados pela exposi¢do de planarias de agua doce as concentragdes
ambientalmente relevantes de MPs, embora o dano causado nao tenha sido letal ¢ imediato.

As planarias t€ém um sistema nervoso central estrutural parecido ao dos humanos, por
isso tém sido frequentemente utilizadas em estudos de neurotoxicidade (Poirier et al., 2019) e
sabe-se que a aptiddo de regeneracdo das planarias pode ser afetada devido a acdo do MP no
sistema nervoso central, alterando a atividade dos neuronios e confundindo a comunicagao
celular, essencial para que a regeneracdo seja habil (Ge et al., 2022). A capacidade de
regeneragao das planarias ¢ uma habilidade complexa resultante da agdo de células totipotentes
(células-tronco — neoblastos) presentes em seus tecidos (Pearson, 2022).

A habilidade regenerativa das plandrias estd associada a sua reproducdo assexuada,
portanto, o atraso na regeneracao da cabega de G. tigrina pode definitivamente afetar a dindmica
populacional dos organismos (Saraiva et al., 2020). A redu¢ao das atividades reprodutivas e o
atraso na regeneragao podem ser justificados pelos custos energéticos associados ao estresse
causado pela ingestdo e contato com o MP (Zhang et al., 2022). Além disso, o atraso na
formacao dos fotorreceptores, assim como das auriculas, enfraquece a fungdo fundamental de
detectar a direcdo da luz (Saraiva et al., 2020).

Outros estudos como de Lu et al. (2021), demonstraram que o NP-PET, na concentracao
de 2 pg/L, prejudicou o crescimento populacional de Daphnia. Enquanto Rani-Borges et al.
(2022), observaram que MP de polietileno de baixa densidade (PEBD) (2 mg/L) afetaram a
velocidade de natagao de Gammarus fasciatus.

Cesarini et al. (2023) avaliaram a exposi¢ao de G. tigrina a nanoplésticos, observando
diminui¢do no comprimento do blastema e atraso na regeneragdo da cabega, e para maiores
concentragdes de NP, observaram o aumento no tempo de regeneracdo de fotorreceptores e
auriculas em comparagdo aos tratamentos controle.

Cesarini et al. (2023) ndo observaram malformagao ao final dos 8 dias adicionais de

exposicao aos NP (periodo de regeneragdo). A partir de 10 pg/mg de MP-PE foram apresentados
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atrasos mais significativos na formacgdo do blastema, fotorreceptores e auriculas. Segundo
Gambino et al. (2020), o tamanho ¢ a forma do MP-PE s3ao importantes, pois esferas maiores
que 10 um e fibras maiores que 14 um de largura e 5/6 um de comprimento sao expelidas em
poucas horas por Dugesia japonica apds a ingestdo. Porém, no presente estudo, foram
observados efeitos cronicos na regeneracdo, fecundidade e reprodu¢do com tamanhos maiores
de PE para G. tigrina, demonstrando que particulas maiores também tém um efeito negativo
nas planarias.

Os efeitos ecotoxicologicos de MP em planarias foram avaliados por Gambino et al.
(2020) com PE e por Gao et al. (2022) com PS, e ocasionalmente observaram que
microparticulas, principalmente em concentragdes mais elevadas, aglomeravam-se e aderiam
ao corpo da plandria, o que gerava complicagdes, principalmente reprodutivas. Kolandhasamy
et al. (2018) e Sendra et al. (2020) também observaram que além da ingestdo, outra via de
transferéncia de MP e NP em planarias ¢ a adesao ao tecido dos organismos ¢ a internalizagao.

Resultados de neurotoxicidade, cardiotoxicidade, implicagdes teratogénicas e
morfotoxicidade externa foram estudados em embrides de peixe zebra (Danio rerio) expostos
a diferentes concentracoes de MP (Malafaia et al., 2020). Neste estudo os autores utilizaram
MP-PE com diametro médio de 38 um e examinaram diferentes concentragdes: 6,2, 12,5, 25,0,
50,0, e 100 mg/L por 144 horas. Ao final do estudo, ficou evidenciado que os MPs sdo capazes
de causar efeitos nocivos ao desenvolvimento de embrides e larvas de D. rerio, mesmo em
baixas concentragdes e em curto tempo de exposicao.

Nosso estudo tem grande importancia em demonstrar que concentragdes encontradas no
ambiente podem causar efeitos na capacidade reprodutiva e regenerativa das planarias que
poderiam, no ambiente natural, impactar no funcionamento dos ecossistemas tropicais de agua
doce. Portanto, além de demonstrar a potencial toxicidade cronica dos MPs-PE sobre G. tigrina,
nosso estudo revela o potencial deste organismo em testes ecotoxicoldgicos com contaminantes
emergentes, como os microplasticos.

O espectro FT-IR do MP-PE padrdo ¢ caracterizado por varias bandas de absor¢ao
tipicas, que sdao atribuidas a diferentes vibragdes moleculares, incluindo vibragdes de
estiramento C-H vibragdes de deformacdo CH e vibragdes de estiramento C-C. Os picos de
absor¢ado sao identificados pela sua posi¢cdo no espectro, medida em ntimero de onda, e pela sua
intensidade relativa (Hosseini; Jafari, 2020).

A Figura 6 mostra as caracteristicas espectrais observadas nos compostos de PE citados
por Hahn et al. (2019), onde o espectro MP-PE mostra as bandas em 2921, 2846, 1476/1466,

1366 e 1090 e as bandas em 731/719 cm™ que representaram o padrio de vibracio oscilante do
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grupo CHb. Pela andlise de FT-IR foi possivel analisar os MPs apds a digestao das planarias e
assim como no MP-PE puro, foi observado o aparecimento de bandas entre 3650 e 3140 ¢ em

1741, 1630 e 1538 cm’.

5 CONCLUSOES

As atividades de regeneragdo do blastema, dos fotorreceptores e das auriculas sdo
parametros analisados individualmente e ambos foram expressivamente afetados por
exposi¢oes unicas de MP-PE.

Exposi¢des cronicas a concentragdes ambientalmente relevantes de microplastico de
polietileno prejudicaram significativamente as taxas de fecundidade e fertilidade de planarias.
Além disso, os niveis de toxicidade seguiram um aumento dependente da concentragao.

A simplicidade de aferir uma ampla gama de respostas a contaminantes evidencia ainda

mais a utilidade das plandrias de agua doce Girardia tigrina para pesquisa ecotoxicologica.
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CAPITULO 111

Interacdo entre microplastico de polietileno e 2,4-D: avaliagdo quimica e ecotoxicoldgica

com Girardia tigrina

RESUMO

A presenca de microplasticos (MPs) nos ecossistemas aquaticos e terrestres, e suas
consequéncias a biota tém recebido muita atencdo nos ultimos anos. No entanto, os efeitos da
interacdo destes materiais com outros poluentes ainda sdo pouco relatados. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de microplésticos de polietileno (MP-
PE) tratado (oxidado) e adsorvido com o herbicida 2,4-D (MP tratado + 2,4-D), utilizando como
organismo teste a planaria (Girardia tigrina). O tratamento foi realizado para simular o desgaste
natural do material, o qual foi realizado por oxidacdo quimica e irradiacdo solar. Os efeitos
crénicos: locomocdo, regeneracado e reproducao em G. tigrina foram avaliados ap0s a ingestéo
de MP tratado ¢ MP tratado + 2,4-D homogeneizados no figado. A exposi¢do MP-PE tratado
tanto individualmente quanto apos a adsorcao de 2,4-D impactou negativamente em todos os
parametros testados. Tanto MP-PE tratado como MP tratado + 2,4-D demonstraram toxicidade
em G. tigrina, porém quando comparados, o MP tratado + 2,4-D foi mais téxico, apresentando
aumento de velocidade de locomogdo, atraso de regenera¢do e diminuig¢do reprodutiva das
planarias. Esses resultados, demonstraram que a interacdo entre MPs e poluentes organicos
ocorre apos o envelhecimento do MP-PE e essa combinagdo promove maior toxidade a este
contaminante.

Palavras-chave: Ecotoxicidade; Planarias de agua doce; Polui¢do plastica.

1 INTRODUCAO

Uma parte abundante dos detritos plasticos presentes no ambiente € constituida por
microplasticos (< 5mm) secundarios, que sdo formados a partir de macroplasticos submetidos
ao intemperismo e degradacdo no ambiente, predominantemente por irradiagcdo ultravioleta
(UV) (Cai etal., 2018; Sun et al., 2022). A alteragdo dos MP, influenciada pelo envelhecimento,
pode contribuir para sua interacdo com poluentes ambientais (Liu et al., 2022; Mao et al., 2020),
0 que afeta ainda mais 0 comportamento de ingestdo e o risco de MP para organismos (Cai et
al., 2018; Liu et al., 2022). A maior parte dos MP apresenta dificil biodegradabilidade,

limitando-se a fragmentar-se no ambiente e permanecendo por muitos anos (Chen et al., 2018).

A crescente presenga de MP e pesticidas no ambiente tem motivado estudos sobre suas
interacdes em solo e 4gua. Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o MP de
polietileno (PE), frequentemente observado em compartimentos ambientais (Schwarz et al.,
2019) e sua interacdo com o herbicida 2,4-D. Devido a sua alta solubilidade na dgua, o 2,4-D

tem sido comumente detectado em aguas superficiais, subterraneas e abastecimento em todo o
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planeta e pode promover um risco para os organismos, desde bactérias até humanos (Brovini et
al., 2021; Syafrudin et al., 2021). Dessa forma, o sistema composto de MP-PE adsorvido com
2,4-D foi usado para o estudo ecotoxicoldgico, utilizando o bioindicador de agua doce, Girardia
tigrina, planaria.

As planarias tém sido empregadas em estudos ecotoxicologicos devido as suas
caracteristicas fisiologicas e comportamentais distintas (Dornelas et al., 2021; Saraiva et al.,
2018). Suas caracteristicas sdo almejaveis para fins de teste, pois servem como predadores e
presas e podem ser facilmente monitoradas em ambientes laboratoriais (Lopez et al., 2019). A
regeneracdo e o comportamento das planarias podem ser pontos sensiveis para aferir as
implicagGes de concentragdes subletais de poluidores ambientais e desordens cronicas em seus
resultados de reproducdo sexual, incluindo a importancia de seu uso como modelo no aspecto

ecologico (Dornelas et al., 2020; Saraiva et al., 2018).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Tratamento do MP-PE

O tratamento do MP-PE puro (Sigma-Aldrich) foi realizado pelo processo de oxidacao
avangada utilizando o persulfato de potassio (K2S:0s), para simular o processo de
envelhecimento que ocorre aos MP no ambiente. A metodologia adotada foi descrita por
Nakatani et al. (2022). Foi adicionado em um tubo de digestao, 10 g de MP-PE puro, tamanho
da particula 34-50 um em 400 mL de solucdo recém preparada de persulfato de potassio (100
mmol. L) e ajustado o pH para 7,0 com hidréxido de sddio (0, 1mol.L™?). O tubo foi aquecido
em banho seco termostatico a temperatura constante de 70°C. O persulfato de potassio (100
mmol. L) foi adicionado a suspenséo a cada 12 h, devido ao consumo do oxidante no processo.
Para evitar o acimulo de persulfato de potassio na solugdo, 0 MP-PE foi separado da suspensdo
por meio de filtragdo a vacuo a cada 2 dias e lavado 3 vezes com agua, sendo novamente
introduzido em uma nova solugdo persulfato de potassio (100 mmol. Lt). O MP-PE foi tratado

continuamente até se completar 30 dias.

Apobs este processo o MP-PE foi lavado com agua destilada e filtrado. O MP-PE lavado
e filtrado foi adicionado em 500 mL de &gua de rio em uma garrafa PET e exposto a radiacdo
solar por 8 meses com intensidades médias de radiacdo entre 800 a 900 W.m2, monitoradas por

um radiémetro portatil com espectro de medida entre 400 a 1000 nm.

A agua de rio utilizada apresentou as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: Demanda
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Bioquimica de oxigénio (DBO) de 2 mg. L; Turbidez = 12 NTU; pH = 7,87 e Oxigénio
dissolvido (OD) = 6,79 mg. L.

2.2 Ensaio de adsorc¢ao

A adsor¢ao do 2,4-D em MP-PE tratados foi realizada em um frasco contendo 1,0 g da
amostra e 10 mL de solu¢do do pesticida (0,1772 g.L™"). Em seguida, o frasco foi agitado a 120
rpm, a 25 “C por 24 h. Em seguida uma aliquota foi retirada para quantificagdo do 2,4 D. A
quantifica¢do do 2,4 D foi realizada conforme a metodologia descrita por Sazali et al., (2020),
que utiliza a espectroscopia no UV-vis no comprimento de onda de 283 nm. Foi utilizado um
espectrometro da marca PG Instruments modelo T-70 e a curva de calibracdo foi preparada a
partir de solu¢des com concentracdo de 0,0972; 0,0778; 0,0583; 0,0388; 0,0350 g L' de 2,4 D.
A determinacdo da concentragdo das amostras foi realizada a partir da curva de calibragdo: y =

0,0095x + 0,000007 com R?* de 0,9933.

2.3 Caracterizac0Oes espectroscopicas

Os espectros no infravermelho das amostras foram de MP-PE puro e MP-PE tratado
(oxidado) obtidos em um espectrometro FTIR da Marca Perkin Elmer, na regido de 4000-400
cm’!, com resolu¢do de 4 cm’!, média de 32 varreduras e utilizando pastilha de KBr. Os
espectros Raman foram conduzidos utilizando um espectrometro RFS 100 (Bruker, Ettlingen,
Alemanha), equipado com um laser Nd**/YAG operando em 1064 nm na regido do
infravermelho préximo, e um detector refrigerado de germénio (Ge) com resolugdo espectral

de 4 cm™!. Cada espectro foi obtido com a média de 512 acumulagdes.

2.4 Ensaio ecotoxicoldgico com G. tigrina

Para avaliacdo ecotoxicoldgica utilizando planarias foram realizados os testes de
locomocéo, regeneracdo e reproducdo, apos a ingestdo do MP-PE. As planérias foram expostas
a trés condicdes diferentes, sendo: (1) Controle (CT): Solu¢do ASTM e 1g figado bovino; (2)
MP-PE tratado: 100 ug/mg MP-PE tratado misturado em 1g de figado; (3) MP-PE tratado +
2,4-D: 100 ng/mg MP-PE tratado + 2,4 D misturados em 1g de figado.

O figado bovino sem a féascia foi cortado em pedacos de aproximadamente 1 x 1 cm e
triturado em liquidificador de alta velocidade e homogeneizado com os tratamentos (Merryman
et al., 2018). Os testes foram conduzidos a temperatura de 22 + 1°C, sob condicdes escuras e

as solucdes ASTM do ensaio foram renovadas a cada trés dias.
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2.4.1 Atividade locomotora

Para o teste de locomocao foram utilizadas 4 planarias de 1,0 + 0,2 cm de comprimento
total para cada condicdo avaliada, sendo os testes realizados em triplicata e com 100 mL de
solucdo ASTM. Sete dias apds a ingestdo do figado nas condigdes 1, 2 e 3, as planarias foram
colocadas individualmente (um organismo por réplica) em placas de Petri (& = 7,5 cm) para
determinacéo da velocidade locomotora (pLMV). A avaliacdo da pLMV foi feita usando papel
milimetrado (0,5 cm de espagamento entre as linhas de grade), em recipiente circular, com
didmetro e quantidade de solucdo ASTM suficiente para o livre deslocamento da planaria. Ap6s
alocacéo e adequacdo (1 min.), os organismos expostos foram observados em 2 minutos para
avaliar o deslocamento das planarias em centimetros (adaptado de LOpez et al., 2019; Saraiva
et al., 2018; Pestana; Ofoegbu, 2021).

2.4.2 Atividade de regeneracao

A regeneracdo de planérias foi avaliada em 8 dias ap6s a selecdo e decapitagdo com um
Unico corte atras das auriculas, usando uma lamina de bisturi esterilizada. Ap0s a decapitacao,
cada planaria foi colocada em uma placa de Petri (@ = 90 mm) com 20 mL de meio ASTM. A
cada 12 h apds a decapitacdo, os organismos foram verificados individualmente em um
estereomicroscopio para verificar a formacdo de fotorreceptores e auriculas até que sua
formacAo estivesse completa. As 24 h e 48 h ap6s a decapitacdo, 0 comprimento (em mm) do
blastema também foi medido (Figura 8) (adaptado de Lopez et al., 2019; Saraiva et al., 2018;
Pestana; Ofoegbu, 2021).

Figura 8- Esquema exemplificativo da regeneracdo pos-exposicao.
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Fonte: Autoria propria, 2025.
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2.4.3 Reproducéo

A taxa de fertilidade foi avaliada pelo nimero de casulos produzidos por dia dividido
pelo nimero de planérias expostas. A taxa de fecundidade foi determinada pelo numero de
descendentes (planarias nascidas dos casulos), dividido pelo nimero de casulos depositados
(adaptado de Lopez et al., 2019) (Figura 9).

Figura 9- Esquema exemplificativo da reproducdo pds-exposicao.
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Fonte: Autoria propria, 2025.

2.5 Andlises Estatisticas

Para avaliar os parametros de toxicidade cronica, foram realizadas analises de variancia
(ANOVA) para os resultados obtidos. Posteriormente, o teste post hoc de Dunnett foi aplicado
para avaliar diferencas significativas entre as condigdes 2, 3 e o controle. Para verificar se o0s
dados atendiam aos critérios para aplicacdo da ANOVA, os dados de locomocéo e reproducao
foram submetidos a testes de homogeneidade das variancias e normalidade usando os testes de
Bartlett e Kolmogorov—Smirnov, respectivamente. Os dados de regeneracdo em 24 e 48h e
regeneracdo dos quimiorreceptores e fotorreceptores ndo atenderam aos critérios da analise
ANOVA. Portanto, foi necessario usar o método estatistico ndo paramétricos: teste de Kruskal—
Wallis (teste post hoc de Dunn). As andlises estatisticas foram realizadas usando o software
GraphPad Prism verséo 9.3.1 (GraphPad Software, La Jol-la, CA, EUA).

3 RESULTADOS

A Figura 10 apresenta o espectro Raman do polietileno puro e apds o processo de

oxidacdo, com a intensidade das bandas normalizadas. A Tabela 3, apresenta a atribui¢do
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vibracional das bandas de acordo com a literatura (Hiejima et al., 2018). Comparando os dois
espectros observa-se alteragdes espectrais que indicam alteragdes na conformacao espacial das
cadeias poliméricas. As bandas em 1462 e 1130 cm™! tem a intensidade diminuida e aumentada,
respectivamente, isso indica que as cadeias na fase amorfa sdo convertidas em cadeias na
conformagao trans (Jin et al., 2017).

O polietileno cristalino consiste em cadeias totalmente na forma trans, sem dobras nas
cadeias (Meier, 2002). A mudanca da cristalinidade pode ser relacionada a textura da superficie
de microplasticos. O aumento da cristalinidade o torna mais resistente, porém mais quebradigo,

o que pode levar a formacao de microplasticos menores (Mckeen, 2012).

Tabela 3 - Tentativa de atribuico das bandas Raman (cm™).

Bandas Modo vibracional * Fase
1461 8 (CH,) Amorfo
1442 & (CH,) Amorfo trans
1417 8 (CH,) + w (CHy,) Cristalino (ortorrémbico)
1296 7 (CH,) Cadeia trans
1130 v(C—-0) Cadeia trans
1064 vas (C—C) Cadeia trans

*v, alongamento; v,s, alongamento antissimétrico; vs, alongamento simétricos; 7, tor¢ao; 6, flexdo, w,
oscilagdo.

Figura 10- Espectro Raman das amostras indicadas.
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Fonte: Autoria propria, 2025.
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A Figura 11a representa o espectro de absor¢ao no infravermelho do microplastico de
polietileno antes e apos o processo de oxidacdo. A regido entre 2920-2800 e as bandas em
1472/1460/730/719 cm™ sdo atribuidas aos modos de estiramento C-H e deformacdo C-H
(Smak et al., 2024). A bandas em 1369 cm™' podem ser atribuidas a deformagio assimétrica do
CH3 e indica a presenca de ramificagdes na cadeia polimérica (Hamzah et al., 2018; Konar;

Ghosh, 1988). Por fim, a banda em 1087 cm™! foi atribuida ao estiramento C-C (Charles, 2009).

Comparando os espectros antes e apos o processo de oxidagdo nao foi possivel observar
nenhum indicativo da formacao de novos grupos funcionais, apenas o indicativo da alteragao
da conformacgao espacial das cadeias poliméricas. Nesse contexto, as bandas em 719/1460 e
730/1472 cm™ sdo relacionadas, respectivamente, aos dominios amorfos e cristalinos do
polimero (Hamzah et al., 2018). A Figura 11b e Figura 11c, mostram essas regides espectrais,
sendo possivel verificar um aumento da intensidade da banda em 730 cm™' e uma pequena
diminui¢do de intensidade entre as bandas 1472 e 1460, o que indica um aumento da

cristalinidade do polimero, assim como observado pela espectroscopia Raman.

Figura 11- Espectro de absor¢éo no infravermelho das amostras indicadas.
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Fonte: Autoria propria, 2025.

O material denominado MP-PE tratado foi obtido ap6s o ensaio de oxidacdo de MP-PE
com persulfato de sddio, adigdo da &gua de rio e a exposi¢do a radiacdo, o qual foi submetido
ao processo de adsorgédo de 2,4-D. O processo de adsorcédo resultou em uma capacidade de
adsorc¢do de 0,3432 mg de 2,4-D por g de MP-PE tratado.

3.1 Atividade locomotora da planaria ap6s exposi¢cao a mistura de MP-PE com herbicida
2,4-D

As planarias que foram alimentadas com figado com MP-PE tratado e MP-PE tratado +
2,4-D apresentaram aumento significativo na sua capacidade locomotora (Fig. 12). Comparado
ao ensaio controle, o MP-PE tratado e MP-PE tratado + 2,4-D apresentaram aumento de 52,77%
e 79,55%, respectivamente.

Figura 12- Atividade locomotora de G. tigrina, contagem do ndmero de linhas de grade
cruzadas ao longo de 3 minutos de exposicao aos tratamentos (F 2,33= 14,0; p<0,0001). Média
+ erro padrdo, n =12. Os asteriscos denotam diferencas significativas nas comparacdes com o
tratamento de controle (somente ASTM), *p < 0,0001 (teste de Dunn).
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3.2 Regeneracao da cabeca ap0ds exposi¢cdo a mistura de MP de PE com herbicida 2,4-D

O comprimento do blastema de G. tigrina foi significativamente afetado pela exposi¢ao
aos MP-PE tratado e MP-PE tratado + 2,4-D apos 24h e 48h (Figura 13a — 13b), em 24 horas
foi registrado um atraso de 42,85% e 57,14%, respectivamente, e em 48 horas de 23,07% e

30,76% em relagdo ao controle (Figura 13a - 13b).

Figura 13- (a) Regeneracéo do blastema (comprimento em mm) 24h (F 2,33 = 15,0; p<0,0001).
(b) Regeneracédo do blastema (comprimento em mm) 48 h (F 2,33 = 30,78; p<0,0001) apds a
decapitacdo de Girardia tigrina. Média + erro padrdo, n = 12. Os asteriscos denotam diferengas
significativas nas comparag6es com o tratamento de controle (somente ASTM), *p < 0,0001

(teste post hoc de Dunn).
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Em relagdo a regeneracdo, a ingestao de figado com MP-PE tratado resultou em atraso
na formac¢do das auriculas e também dos fotorreceptores. Este atraso foi ainda maior com a
ingestdo de MP-PE tratado + 2,4-D (Fig. 14a — 14b). Em relagdo ao aparecimento dos
fotorreceptores apos a exposi¢do MP-PE tratado e MP-PE tratado + 2,4-D, foram observados,
respectivamente, um atraso de 22,22% e 41,66% (Figura 14b), e quanto ao aparecimento das

auriculas, foi registrado um atraso de 23,07% e 46,15% em relagdo ao controle (Figura 14a).

Figura 14- (a) Regeneracdo de auriculas (F 233 = 49,0; p<0,0001). (b) Regeneracdo de
fotorreceptores (F 2,90 = 31,51; p<0,0001). Média + erro padrdo, n = 12. Os asteriscos denotam
diferencas significativas nas comparacdes com o tratamento de controle (somente ASTM), *p
< 0,0001 (teste post hoc de Dunn).
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3.3 Reproducao de Planérias ap0s exposicdo a mistura de MP de PE com herbicida 2,4-
D

A taxa de fecundidade foi reduzida 54,2% para MP-PE tratado e 61,6% para MP-PE
tratado + 2,4-D (Figura 15a), enquanto a fertilidade foi reduzida em 52,12% para MP-PE tratado
e 70,7% para MP-PE tratado + 2,4-D (Figura 15b), quando comparadas ao teste controle.

Figura 15- Reproducéo de G. tigrina. (a) Taxa de fecundidade (F 290 = 73,54; p<0,0001). (b)
Taxa de fertilidade (F 290 = 103,1; p<0,0001). Média * erro padrdo, n = 12. Os asteriscos
denotam diferencgas significativas nas comparagdes com o tratamento de controle (somente
ASTM), *p < 0,0001 (teste post hoc de Dunnett).
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Algumas malformagdes foram observadas no final dos 8 dias adicionais de exposi¢ao
ao MP-PE tratado + 2,4-D (periodo de regeneracgao) (Fig. 16). Especificamente, fotorreceptores

de tamanhos diferentes no mesmo individuo foram observados e deformacoes.

Figura 16- Planaria com uma deformidade no final da regeneracdo no tratamento MP-PE
tratado + 2,4-D ap0s a decapitacdo. A seta preta indica o fotorreceptor totalmente formado e a
seta azul mostra malformacdo do segundo fotorreceptor (a). Formacdo de um terceiro

fotorreceptor (b).

Fonte: Autoria propria, 2025.
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4 DISCUSSAO

O MP-PE tratado em todas as configuracdes avaliadas apresentou menor toxicidade do
que MP-PE tratado + 2,4-D. Nobre et al. (2020), observaram um efeito adverso, em que o efeito
genotoxico na ostra Crassostrea brasiliana ap6és exposicdo ao MP-PE (150-250 pm)
e triclosan foi menor em comparacao a exposi¢ao apenas as particulas de MP-PE.

As planarias apresentaram uma mudanga evidente no comportamento quando expostas
a um estimulo prejudicial (fisico ou quimico) (Reho et al., 2022). Tais alteracdes no
comportamento podem envolver aumento na produgdo de muco, o que pode ter contribuido
para o aumento da velocidade das planarias.

No presente estudo, o maior numero de linhas de grade cruzadas por plandrias que se
alimentaram do MP-PE tratado + 2,4-D foi decorrente de movimentos em dire¢des aleatorias,
enquanto no controle, a movimentagao foi predominantemente na mesma diregdo. O aumento
na atividade de locomogao também pode ser resultado de processos de obstrucao e/ou devido a
movimentos peristalticos tentando eliminar particulas, como notado no trabalho de Silva et al.
(2021) que utilizou também MP-PE.

Os resultados corroboraram com estudos de Rodrigues et al. (2016), os quais relataram
que a exposi¢do ao clorantraniliprole (CAP) em outra espécie de planaria de agua doce, D.
subtentaculata, causou alteragdes na pLMV. Freitas et al. (2019), notaram, em girinos, a
diminui¢do da taxa de respiracdo e a velocidade da natacdo apds a exposi¢ao cronica ao 2,4-D.

Os resultados mostraram um atraso na regeneragdo das plandrias expostas, sendo o
maior atraso observado em MP-PE tratado + 2,4-D, tanto para blastema como para auricula de
G. tigrina. A regeneracdo tardia da cabega das planarias pode ter implicagdes negativas nas
plandrias tanto no nivel do organismo quanto no nivel populacional.

Portanto, qualquer atraso na regeneragdo das auriculas pode afetar sua capacidade de
encontrar presas e se alimentar, enquanto um atraso na regeneragao dos fotorreceptores pode
interromper sua capacidade de perceber com precisdo a intensidade da luz e respostas
fototaticas negativas. Além disso, o 2,4-D, por meio dos seus efeitos neurotdoxicos no
desenvolvimento, pode ter modificado as atividades neurais durante a regeneragdo dos
fotorreceptores, o que resultou no atraso observado (Wu; Li, 2018). De fato, as planarias
detectam a presenca de presas proximas utilizando suas auriculas, que tém fungdes
quimiotaticas (Almazan; Ryan; Rouhana, 2021).

Os efeitos da exposi¢ao cronica foram visivelmente demonstrados pela avaliagdo da

reproducdo, com redugdo significativa nas taxas de fecundidade e fertilidade. Sousa et al. (2024)
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relataram que 100 pg/mg de MP-PE puro também apresentou toxicidade, no entanto, a
porcentagem de fertilidade e fecundidade apos a exposi¢ao a mistura ao MP-PE tratado + 2,4-
D foi menor do que a resultante da exposi¢ao ao MP-PE puro.

A reproducdo reduzida indica que o MP na fonte de alimento representa um estresse
fisioldgico para as plandrias e, portanto, as plandrias induzem uma estratégia de alocacdo de
energia, ou seja, revertendo mais energia para conservar o metabolismo/sobrevivéncia em vez
da reproducdo, dessa foram, a diminui¢ao da reprodugdo ¢ uma tatica de enfrentamento do
estresse (Cao et al., 2020).

Gallagher e Di Giulio (1991) afirmam que o 2,4-D pode ocasionar distintas alteragdes
metabdlicas e necrose no tecido de organismos ndo-alvo, compreendendo membros importantes
da cadeia alimentar, por isso, estudos toxicologicos advertem que este herbicida apresenta
impactos negativos no solo e na biota aquatica (Gaaied et al., 2019). Também foi relacionado
ao 2,4-D efeitos de citotoxicidade, estresse oxidativo e efeitos genotoxicos em minhocas
(Lazurick et al., 2017) e peixe-zebra (Gaaied et al., 2019).

Em suma, este estudo destaca que exposi¢cdes a MP-PE envelhecido e sua combinagao
com 2,4-D podem prejudicar o comportamento, a capacidade de regeneracao e a reproducao
de G. tigrina. Esses resultados sdo, portanto, preocupantes em relagao a dindmica populacional
natural, uma vez que o desenvolvimento e a reproducdo das planarias podem ser diminuidos,
levando a alteracdes nas comunidades de agua doce. As plandrias ocupam uma posi¢ao
intermediaria nas cadeias alimentares de agua doce; logo, mudangas em seu comportamento de
predacao e fuga podem afetar a sobrevivéncia do organismo, gerando desequilibrio na cadeia

alimentar (Wang et al., 2022).
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5 CONCLUSOES

A interacdo entre MP-PE e 2,4-D promovem alteragdes em relagdo aos efeitos
ecotoxicoldgicos em plandrias, promovida por fatores ambientais, como a radiagdo solar, e o
seu envelhecimento.

As avaliagdes comportamentais provaram ser sensiveis, detectando decorréncias mais
toxicas quando o MP-PE adsorveu o herbicida 2,4-D, comprovando que o MP-PE pode ser um
vetor potencial de poluentes organicos.

Além disso, este estudo mostra que misturas dos xenobioticos selecionados (MP-PE
tratado + 2,4-D) causaram inibi¢do da reproducdo e atrasos na regeneragdo da G. tigrina e danos
maiores do que os observados no MP-PE tratado.

Investigacdes futuras podem envolver a exploragdo de diferentes concentragdes,
periodos de exposicdo e/ou avaliagdo da recuperagdo poOs-exposicao para avaliar a
reversibilidade potencial dos efeitos observados, proporcionando uma compreensdo mais

abrangente do impacto de substancias toxicas na fisiologia € no comportamento das planarias.
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