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RESUMO

O efeito toxico do dithane para Girardia schubarti foi investigado uma vez que estes animais sdo
bioindicadores da qualidade da dgua e este fungicida possui toxicidade moderada para o homem. Para
isto, os animais foram expostos a dgua contaminada em diferentes concentracées, por 72h. Os resultados
mostram que o dithane causa mortalidade dose-dependente; distiirbios na locomocdo e na morfologia
externa dos animais tratados quando comparados ao grupo controle. Os valores de glicogénio nao apre-
sentaram variacoes significativas, mas, os valores de proteinas totais apresentaram-se 25% menores que
os obtidos no grupo controle. O presente estudo demonstra que a exposicdo da plandria de dgua doce G.
schubarti ao dithane acarreta diferentes respostas toxicolégicas.
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ABSTRACT

The toxic effect of dithane for Girardia schubarti was investigated since that these animals are
bioindicators of clean water and this fungicide has demonstrated moderate poisonous for man. For this, the
animals have been exposed to contaminated water in different concentrations, for 72h. The results showed
that dithane causes dose-dependent mortality like as: disturbances on locomotion and in the external
morphology from the treated animals when compared to the controls. The values of glycogen had not
presented significant variations, but the values of total proteins were 25% smallers as the obtained into the
control group. The present study demonstrates that the exposition of fresh water planarian G. schubarti to

dithane causes different toxicological answers.

Key words: cytotoxicity, planarian, dithane, morphology, metabolic alterations.

INTRODUGCAO

A contaminagdo dos recursos hidricos tem
aumentado nos Gltimos anos e entre os princi-
pais agentes causadores destacam-se o uso
indiscriminado de pesticidas, que contaminam
os solos e o ar e atingem os cursos d’dgua atra-
vés da chuva, por lixiviagdo. Estes sdo classifi-
cados de acordo com seu uso em inseticidas,
fungicidas, herbicidas, raticidas ou pela familia
quimica em organoclorados, organofosforados,
carbamatos, bipiridilios, dentre outros.

O dithane é um fungicida/acaricida pertencen-
te ao grupo quimico dos ditiocarbamatos, um pro-
duto de coordenacio idnica de manganés e fon
zinco, amplamente utilizado nos cultivos em geral.
Nio apresenta toxicidade aguda para o homem,
mas pode causar dermatites, obstrug¢io nasal, né-
useas, diarréia, hipotermia, debilidade muscular e
paralisia respiratéria (LARINI, 1979; KOCH, 1996;
PENAGOS, 2002). Nos organismos aquéticos,
minhocas e microrganismos do solo, o dithane é
considerado altamente téxico possuindo ativida-
de carcinogénica, teratogénica e mutagénica, sen-
do incluido na classe toxicoldgica II. Em Bombix
mori foi relatado efeito letal (VASUDEV et al,,

1994) e em Drosophila melanogaster afetou a ferti-
lidade (MARCHALSEGAU,LT, 1993;
MARCHAL-SEGAULT & LAUGE, 1997).

As plandrias de 4gua doce tém sido
freqiientemente empregadas para avaliar a
toxicidade do meio ambiente pela alta sensibilida-
de que possuem as baixas concentragdes de
poluentes ambientais (NANO et al., 2002). Os
bioensaios com plandrias tém determinado vérios
tipos de respostas toxicoldgicas, incluindo morta-
lidade, carcinogénese e respostas
neurocomportamentais (BALDWIN & WELLS,
1978; BEST etal., 1981a, 1981b; LIMA, 1981, 1982;
HANSEN et al., 1993; SCHAEFFER, 1993;
JOHNSON et al., 1994; NELSON et al., 1994;
HUTCHINSON et al., 1997; INDEHERBERG et
al., 1999; GUECHEVA et al., 2001; GUECHEVA
et al., 2003; HORVAT et al., 2005).

A preservagdo das populagdes de planarias
de 4gua doce em seu ambiente natural é vital
para o equilibrio deste ecossistema, pois sdo
predadoras de larvas, pupas e ovos de mosquitos
como Aedes aegypti (GEORGE, 1979; PERICH
& BOOBAR, 1990), Aedes albopictus e Culex
quinquefasciatus (MELO & ANDRADE, 2001).
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Desta forma, as planérias podem ser considera-
das agentes de controle biolégico de mosquitos.

Assim, o presente estudo objetiva verificar a
tolerancia (DL,,) da plandria G. schubarti ao
dithane, investigar a mortalidade, os distdrbios
locomotores e morfoldgicos externos e avaliar seu
efeito sobre o metabolismo de carboidratos e de
proteinas, visando estabelecer novos parAmetros
para monitoramento de ambientes expostos a
agroquimicos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas planérias da espécie G. schubarti
(Figura 1), coletadas em riacho de 4gua corrente e
limpa no municipio de Morro Reuter, RS.

No laboratério, os animais foram acondiciona-
dos em recipientes de plastico com agua do local
de coleta, mantidos a temperatura de 18 = 1°C e
alimentados semanalmente com moluscos da es-
pécie Cantareus aspersus (Miiller, 1774).

Durante os ensaios toxicoldgicos os individu-
os sexualmente maduros, com morfologia exter-
na normal, medindo 10 — 20 mm de comprimen-
to e em jejum alimentar de uma semana, foram
separados em lotes constituidos por dez exempla-
res e armazenados nas condicdes acima citadas.

Durante o preparo das solucdes para os tes-
tes, o agrotdéxico em pé foi pesado e diluido di-
retamente na dgua onde se encontravam as
planérias. A exposi¢do durou 72h, conforme su-
gerido pelo método de Standart (1965).

Para a determinagdo da DL, foram utiliza-
das concentracdes crescentes a partir de O (gru-
po controle) até 34mg/l. Os residuos de animais

necrosados foram removidos para evitar a pu-
trefacdo da 4gua.

O acompanhamento da mortalidade e dos
distarbios locomotores e morfolégicos externos
foi realizado mediante observagdes didrias sob
estereomicroscépio Leica. A fotodocumentacio

foi feita com méquina fotogréfica digital (Sony
DSC-W1) acoplada a ocular da lupa.

Ao final do perfodo experimental, foram de-
terminados os valores de glicogénio (GEARY et
al., 1981) e de proteinas totais (LOWRY et al.,
1951) dos animais. Os resultados foram analisa-
dos pelo teste t de Student e p<0,05 foi usado
como critério de significAncia.

RESULTADOS

Mortalidade

Os resultados dos experimentos mostraram
que a dose que mata 50% dos animais (DL, ) foi
alcangada na concentracio 34mg/l ao final das
72h de tratamento.

A taxa de mortalidade dos individuos trata-
dos variou conforme a concentragio utilizada e
o tempo de exposi¢io, sendo o segundo dia do
tratamento o que registrou maior incidéncia de
mortos, permanecendo no terceiro dia, os ani-
mais ou fragmentos daqueles que sobreviveram.

Disturbios locomotores

Os distdrbios locomotores apresentados pe-
los animais expostos variaram de acordo com o
tempo de exposi¢do e a concentracio utilizada.
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Em 24h, foram observados movimentos em cir-
culo, tor¢bes em hélice (= espiral) e
enrolamento cefélico-caudal. A seguir, torna-
ram-se predominantes movimentos desorienta-
dos e lentos em todas as concentragdes.

Ao analisar estes mesmos animais apds 48h
de exposicio, vimos que o movimento lento ain-
da predominava, mas comegou a haver uma di-
minuigio na locomogio até a total falta de mo-
vimento (imobilidade).

Ao final do periodo do experimento de 72h,
muitos animais j4 haviam morrido e os sobrevi-
ventes demonstravam imobilidade total, man-
tendo-se no fundo dos recipientes.

Disturbios morfologicos
externos

Os animais do grupo controle (Figura 1) nio
mostraram disttrbios morfolégicos durante o ex-
perimento, mantendo corpo filamentoso, achata-
do dorso-ventralmente e com extremidades
afiladas. A cabega é triangular com um par de
auriculas laterais, um 4pice do rostro frontal e um
par de olhos na regiio mediano-dorsal. A colora-

¢o na face dorsal é preta, com ou sem listra dorsal
e as laterais e o ventre do corpo so cinza, sendo
visivel nesse, as aberturas faringeal e genital.

Em 24h de exposi¢io, os animais submetidos
as concentragdes = 18mg/l do agrotéxico mos-
travam auséncia de 4pice do rostro (Figura 2)
ou rostro unido, manchas brancas perto da cau-
da, retracéo corporal, ondulacoes laterais e, em
alguns, visualizou-se manchas escuras nas late-
rais da cabega e no 4pice do rostro.

No entanto, os animais apds 48h em contato com
o dithane, em concentragdes maiores que a meta-
de da DL, , iniciaram processo de morte, apareci-
mento de tumores, degeneragio caudal e cefalica
(total, s6 do 4pice do rostro com os olhos (Figura 3)
ou todo rostro incluindo as aurfculas (Figura 4) e
processos de hipopigmentagio caudal (Figura 5).

Deformagdes na cabega (formato rombudo ou
de bigorna (Figuras 5, 6)) seguidas de acefalia, tu-
mores laterais ao corpo, ocorréncia de feridas
necréticas em diferentes regides corporais, marcas
de hipopigmentagfo no corpo e na taga de pigmen-
to dos olhos (Figura 7) e até mesmo extravasamento
de mesénquima nos animais mais lesionados, foram
encontradas em 72h de exposigfo.

Figura 1 - Exemplar de G. schubarti do grupo controle.
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Figura2 - Auséncia de apice no rostro e deformagdes auriculares em regido cefalica de G. schubarti. Dithane:
18 mg/l, 24h de exposicao.

Figura 3- G. schubarti apresentando manchas escuras (= hiperpigmentadas) na regido ceflica lateral e auséncia
de rostro e auriculas. Dithane: 24 mg/l, 72h de exposicao.

Figura 4 - Degeneracao do apice do rostro, olhos e auriculas em exemplar de G. schubarti. Dithane: 24 mg/I,
72h de exposicao.

Revista de Iniciagao Cientifica da ULBRA - 2005



Figura 5 - G. schubarti exibindo cabega sem apice do rostro e com constrigao, necrose e hipopigmentagao da
regido caudal. Dithane: 34 mg/l, 72h de exposicéo.

Figura 6 - Deformacéo cefalica tipo bigorna e contragéo corporal. G. schubarti. Dithane: 22 mg/l, 72h de exposigao.

Figura 7 - G. schubarti mostrando olho hipopigmentado com auséncia da taca pigmentar. Dithane: 18 mg/l,
72h de exposicao.
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Alteracoes Metabodlicas

Os valores de glicogénio nio apresentaram
variagdes significativas entre os dois grupos de
animais (Figura 8), porém, no grupo tratado
com dithane, os valores de proteinas totais apre-
sentaram-se 25% menores que os obtidos no
grupo controle (Figura 9). Esta queda na con-
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centragdo de protefnas totais provavelmente
contribui com as alteragdes morfolégicas ob-
servadas.

Nio foram observados disttrbios locomotores
e morfoldgicos externos, alteracoes metabodlicas
e mortalidade nos animais do grupo controle,
durante as 72h de experimento.

Controle

Dithane

Tipo de Tratamento

Figura 8 - Concentracéo de glicogénio em plandrias Girardia schubarti ap6s 72h de tratamento com Dithane M45
(84mg/L). As colunas representam as médias e as barras verticais representam os erros padroes.
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Figura 9 - Concentracao de proteinas totais em planarias Girardia schubarti apés 72h de tratamento com
Dithane M45 (34mg/L). As colunas representam as médias e as barras verticais representam os
erros padroes.*: diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).
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DISCUSSAO

O efeito téxico do fungicida dithane para a
planéria de 4gua doce Girardia schubarti, foi cons-
tatado pela diversidade de respostas encontradas.

A taxa de mortalidade dos individuos expos-
tos ao dithane mostrou variacio conforme a con-
centracio utilizada e o tempo de exposicio. Este
aspecto também foi referido por HORVAT et
al. (2005) para Polycelis felina exposta ao herbicida
norfluzaron. Provavelmente a autdlise dos ani-
mais estd relacionada a destruicio das estrutu-
ras teciduais pelo efeito citotéxico do fungicida,
que aliado ao rompimento da parede do corpo,
acarreta perda dos componentes celulares. A
combinacio destes fatores pode resultar na in-
capacidade de reparo, que é uma caracteristica
bem desenvolvida na espécie. O aparecimento
de lesdes necrdticas que antecedem a autdlise
e a morte dos animais também foram constata-
dos por Hankenson e Schaeffer apud
SCHAEFFER (1993) em Dugesia dorotocephala,

apds exposi¢ao a dinitro-4-metilanilina.

Os disttrbios locomotores induzidos pelo tra-
tamento com dithane foram dose-dependentes.
Resultados similares foram obtidos por VILLAR
et al. (1993) para a planaria Dugesia dorotocephala
tratada com pesticida organofosforado e por
HORVAT et al. (2005) para a planéria Polycelis
felina exposta ao herbicida norflurazon tendo atri-
buido tais distdrbios as altas concentracdes ob-
servadas no sistema nervoso desses animais. Os
distarbios evidenciados em G. schubarti no pri-
meiro dia de tratamento (movimento em circulo,
movimento desorientado e lento) possivelmente
estdo aliados a danos no sistema nervoso, mas
estudos preliminares mostram a ocorréncia de
inchaco, rompimento e desestruturagio dos teci-

dos musculares, que provavelmente sejam os prin-
cipais responsaveis pelas contracoes fortes (tor-
¢oes em hélice e enrolamento cefalico-caudal).
No terceiro dia, a falta de movimento pode ser
resultado da destrui¢do dos elementos nervosos
e musculares.

Os distirbios de pigmentacio (hipopigmentacio,
hiperpigmentacio e albinidade) visualizados em
diferentes regides corporais -cabeca, corpo e cau-
da- variaram conforme a concentragio utilizada.
Despigmentacdes na cabega e em diferentes regi-
des corporais também foram encontradas no trata-
mento de plandrias com o pesticida organofosforado
(VILLAR et al., 1993) e durante exposi¢do ao
herbicida norflurazon (HORVAT et al., 2005). Are-
as hipo e hiperpigmentadas em tumores desenvolvi-
dos por Dugesia dorotocephala apds exposicio a 1,2-
benzantraceno e metilcolantrene foram referidas e
comparadas por FOSTER (1969) aos tumores
melandticos dos vertebrados. Hipopigmentago cau-
sada por agentes téxicos tem sido constatada em
outros invertebrados. SANCHEZ et al. (2004) rela-
taram para larvas de crustaceo C. granulatus, apds
exposicio ao zinco, prata e mercirio, uma significa-
tiva diminuicdo de pigmento corporal. A reducéo
de pigmentagio nesse caso foi atribuida a altera-
coes do controle endécerino da migragio de pigmento
(FINGERMAN et al., 1998) ou a distribuicio de
célcio nas células (RAINBOW & DALLINGER,
1993), que € essencial para a migracio normal de
pigmento (FINGERMAN, 1983). Nas planarias ndo
existem relatos de controle enddcrino para a distri-
buicio de pigmento e, portanto, distirbios na sinte-
se desse pigmento podem estar relacionados a des-
truicio das células produtoras, os melandforos, e/ou
alteracio nos mecanismos bioquimicos da
melanogénese, como a manutengfo da tirosinase
ativa, que segundo SPEARMAN (1973) est4 pre-

sente nos pré-melanossomos nio pigmentados.
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Os resultados encontrados neste estudo in-
dicam que o segundo dia de exposi¢do ao
dithane é aquele em que ocorre o maior indice
de mortalidade e onde se acentuam os disttirbi-
os locomotores, possivelmente devido aos efei-
tos decorrentes da exposi¢cdo ao fungicida que
acaba lesando as estruturas celulares e teciduais
desses animais.

CONCLUSOES

O presente estudo demonstra que o fungicida
dithane € letal para a planaria de 4gua doce G.
schubarti e acarreta vérios distdrbios morfolégicos
e alteragdes metabdlicas subletais. A evolucio dos
distdrbios é dose e tempo-dependente. As altera-
¢oes de ordem locomotora foram de irritabilidade
ao toque até perda de sensibilidade, movimentos
em circulos e desorientados, contracdes corporais
generalizadas seguidas de diminuicio da capaci-
dade de locomogio até a imobilidade total. J4 os
disttrbios morfoldgicos externos evidenciam mu-
danca na forma do corpo, constricio nas laterais e
rompimento das extremidades, encurtamento do
rostro e das auriculas seguida de acefalia parcial
ou total, distdrbios nos olhos, hipopigmentacio
regional ou total e ocorréncia de feridas necréticas
em diferentes 4reas corporais.

Os testes metabdlicos revelam uma diminui-
¢do significativa na concentracio de proteinas
totais dos animais expostos ao fungicida em re-
lagao aos do grupo controle.

Assim, devido as diferentes respostas
toxicolégicas encontradas, sugere-se a viabili-
dade da utilizagdo de G. schubarti como animal
modelo em programas de monitoramento
ambiental.
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