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"It is a curious situation that the sea, from which life first arose should now be
threatened by the activities of one form of that life. But the sea, though changed in a
sinister way, will continue to exist; the threat is rather to life itself."

Rachel Carson, The Sea Around Us | january 1960
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Resumo

A pesquisa em poluicdo marinha e seus impactos na biota se concentrou nos ultimos
15 anos em um importante poluente antrépico, o plastico, e em especifico nos efeitos de
microplasticos nos organismos marinhos. De tipos e tamanho variados eles tem diferentes
origens a depender de seu uso final e carregam em si poluentes quimicos que podem
contribuir para diversificacdo dos danos em organismos expostos a essas microparticulas.
Apesar de termos uma extensa literatura sobre efeitos fisicos dos microplasticos na biota
marinha, os efeitos quimicos de aditivos e poluentes adsorvidos a sua estrutura ainda é
pouco conhecida, especialmente em organismos metazoarios basais como as esponjas.
Dentre os aditivos com maior presenca no ecossistema marinho se encontra 0 DEHP (Di
(2-etilhexil ftalato)), produto utilizado como plastificante para aumentar a maleabilidade
de polimeros como o PVVC. Conhecido disruptor endocrino em vertebrados, recentemente
o DEHP foi encontrado em tecidos de esponjas, porém ndo se tem relatos sobre seus
possiveis efeitos quimicos na fisiologia destes organismos filtradores. Este trabalho busca
obter, com o0 uso de metodologias classicas, cono a histologia e modernas, como a analise
de ASVs,, os primeiros relatos dos efeitos da exposicdo ao DEHP na esponja
Hymeniacidon heliophila, em diferentes niveis bioldgicos. Resultados indicam que o
DEHP possivelmente altera ndo somente caracteristicas especificas da espécie (contracao
celular), como também a composicdo e a estrutura da microbiota a ela associada, cuja

presenca em porifera ja se mostrou essencial para adaptacdes a variacdes ambientais.

Palavras-chave: poluicdo; microplastico, DEHP; microbiota; esponjas marinhas;

protedbmica; contracao



Abstract

Research on marine pollution and its impacts on biota has focused over the last 15
years on an important anthropic pollutant, plastic, and specifically on the effects of
microplastics on marine organisms. Of varied types and size, they have different origins
depending on their final use and carry chemical pollutants that can contribute to
diversification of damage in organisms exposed to these microparticles. Although we
have an extensive literature on the physical effects of microplastics on marine biota, the
chemical effects of additives and pollutants adsorbed to its structure are still poorly
known, especially in basal metazoan organisms such as sponges. Among additives with
presence in the marine ecosystem, DEHP (Di(2-ethylhexyl phthalate)), a product used as
plasticizer to increase the malleability of polymers such as PVC, has the greater
concentration. Potent endocrine disruptor in vertebrates, recently DEHP was found in
sponges’ tissues, but there are no reports about its possible chemical effects on the
physiology of these filter-feeder organisms. This work seeks to obtain, with the use of
classical methodologies, such as histology, and modern ones, such as metagenomics, the
first reports of the effects of exposure to DEHP in the sponge Hymeniacidon Heliophila,
at different biological levels. Results indicate that DEHP may alter not only specific
characteristics of the species (cell contraction), but also the composition and structure of
the associated microbiota, whose presence in porifera has already been described as

essential for adaptation to environmental variations.

Keywords : pollution; microplastics; DEHP; microbiome; marine sponges; proteomics;

contraction.
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Introducédo Geral

Plasticos: caracteristicas gerais, fontes, destinos e efeitos

A historia sempre dividiu e nomeou suas eras de acordo com o uso do principal
material de cada época. Foi assim com a ldade da Pedra, do Bronze e do Ferro. Hoje h&
quem diga que estariamos vivendo na Era do Plastico, ou Plasticeno (llechukwu et al.
2023). O plastico é um material que foi desenvolvido em meados do século XX, porém
Seu uso era restrito, sendo principalmente utilizado na producéo dos radios da época (Klun
et al. 2022). Com o fim da Segunda Guerra Mundial, o plastico comecou a ser produzido
em larga escala, chegando a cinco milhdes de toneladas em 1950 (Geyer et al. 2017).
Caracteristicas como leveza, preco e durabilidade foram essenciais para 0 aumento
continuo da sua producdo ao longo dos anos: de 30 milhdes de toneladas em 1988 a 359

milhdes em 2018 (Fig. 1).
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Figura 1: Producdo global de pléastico, de 1950 a 2019. Adaptado de Our World in Data, baseado em Geyer et al.
(2017).

Composicao do plastico

O material plastico € um material organico fabricado a partir de resinas derivadas

do petréleo (Weinhagen, 2006). Sdo considerados polimeros sintéticos ou semissintéticos



que apresentam longas cadeias de atomos de carbono associados entre si em forma de
mondmeros (Wiesinger et al. 2021). Essas cadeias poliméricas podem ser caracterizadas
como termorrigidas (ou termofixos), que uma vez moldados ndo podem ser
transformados. Eles ddo origem a estruturas rigidas e duraveis como pneus, partes de
avides e automodveis (Muzzy & Kays, 1984). Ja os termoplésticos sdo aqueles que
permitem fusdo por aquecimento e solidificacdo por esfriamento, ou seja, podem ser
fundidos e moldados novamente apds serem fabricados. Estes plasticos podem entdo ser
reciclados (Muzzy & Kays, 1984). Os termoplasticos sdo utilizados em embalagens,

fibras e filmes (Fig. 2).

Existe uma grande variedade de polimeros, dentre eles, os mais conhecidos séo o
polietileno (PE), o cloreto de polivinila (PVC), poliestireno (PS), o polipropileno (PP) e
o Polietileno Tereftalato (PET) cada um com caracteristicas diferentes como dureza,

leveza, resisténcia, entre outros (Fig.2).

Além dos mondmeros associados entre si para a formacéo dos diferentes polimeros,
os plasticos possuem em sua estrutura aditivos quimicos que permitem que caracteristicas
como maleabilidade, resisténcia ao fogo, cor, entre outras, sejam modificadas para melhor
atender as necessidades de sua utilizacao. Os aditivos sdo elementos quimicos fracamente
ligados a cadeia de carbono do material (Fig. 3), podendo entdo ser liberados ao longo da
vida 0til do plastico (Rudel et al. 2003; Lucattini et al. 2018), resultando em uma

exposicdo ao meio ambiente destas substancias quimicas (Groh et al. 2019).
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Figura 2: Tipos de plasticos reciclaveis e suas numeracoes e usos. Adaptado de Mariotti et al. 2019
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AcUmulo no meio ambiente

A grande maioria do plastico que usamos hoje € considerado de uso Unico e logo,
descartavel. Sendo assim, o plastico se tornou o principal componente dos residuos
solidos, acumulando no meio ambiente por falta de descarte correto. Este acimulo acaba
por se encontrar no ambiente marinho (Thushari & Senevirathna, 2020), onde é
considerado o seu maior poluidor, constituindo 75% de todo os residuos encontrado nos
oceanos e regides anexas, Como praias e zonas costeiras remotas como ilhas ndo habitadas
(Zhou et al. 2011). Apesar de diversas possibilidades de classificagdo para esses plasticos
existirem, como cor, tipo e forma (Peda et al. 2020), o tamanho é o mais utilizado pela
comunidade cientifica para seleciona-los. Essas categorias separam por tamanho
macroplasticos (com tamanho superior a 20 mm), mesoplasticos (fragmentos entre 5 e 20
mm) e microplasticos (fragmentos inferiores a 5 mm). Ultimamente, diversas pesquisas
tém descrito a categoria do nanoplastico, fragmentos inferiores a 1 um (Bermudez &
Swarenski, 2021).

Macroplasticos

Os macroplasticos sdo os tipos de detritos marinhos mais perceptiveis, pois seu
acumulo é visivel a olho nu. Os relatos deste acimulo nos oceanos comegam nos anos
1970 (Carpenter et al., 1972; Venrick et al., 1973) e essas observacdes se estendem a
diversos tipos de ambientes, principalmente aquaticos (Lusher, 2015; Shim et al., 2018).
Estes residuos chegam ao ambiente marinho a partir de diversas rotas de origem marinha,
como residuos de pesca, barcos e transporte maritimo, ou terrestre, como descarte
irregular de lixo e esgoto ndo tratado, descarte de residuos da industria e tempestades
(Osman et al. 2023). Uma vez no ambiente marinho eles podem ser transportados tanto
horizontalmente quanto verticalmente para diversos compartimentos dependendo da sua

densidade e forma. A maioria dos plasticos, cuja densidade € menor que a agua do mar,



tem tendéncia a boiar (Bauer et al. 2018) e s&o transportados pelos ventos e correntezas
por longas distancias (Song et al. 2018). Este tipo de transporte horizontal é o responsavel
pelas formagdes dos giros oceanicos (LeBreton et al. 2018) onde, ndo coincidentemente,

se acumulam residuos pléasticos marinhos formando ilhas de lixo (Fig. 4)

Giro oceanico
Atléntico Norte

Giro oceanico
Pacifico'Norte

Giro oceénico Giro oceénico
Pacifico Sul indico
Giro ocednico

Atlantico Sul

Figura 4: Os cinco principais giros nos oceanos, regides de convergéncia de correntes maritimas que
levam ao acumulo de residuos chamados de “ilhas de lixo”. Adaptado de Constantin & Johnson, 2017
Ja o transporte vertical, que depende da densidade do plastico, é realizado pela
movimentacdo da camada mista do oceano. A presenca de bioincrustacdes e biofilmes
pode aumentar o peso do residuo, levando a uma submersdo mais rapida. Uma vez no
fundo, o residuo pode se estabelecer definitivamente ou ainda ser transportado via
correntes (Choy et al. 2019). Com o transporte horizontal e vertical, esses fragmentos de
plastico podem acabar se deteriorando em particulas menores, os microplasticos, por

diversos mecanismos como fotodegradacédo e degradacdo mecanica (Fig 5.).
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Figura 5: Vias de degradacéo e destino de plasticos no ambiente marinho (adaptado de Amelia et al. 2021)

Microplasticos

Como seu nome indica, microplasticos possuem tamanhos menores de 5 mm e logo
nédo séo facilmente detectados pelos olhos humanos. Por este motivo, ndo foram fonte de
pesquisa intensa até meados dos anos 2000 (Cole et al. 2011). Estes podem ser
classificados em duas diferentes categorias: microplasticos primarios ou secundarios, de

acordo com sua origem.

Os microplasticos primarios sdo plasticos menores de 5 mm gue foram criados com
este tamanho e em geral servem como matéria prima para a producédo de objetos a partir
de termoplasticos. Chamados de plastic pellets, esses polimeros sdo estruturas esféricas
que sdo transportadas da sua localidade de fabricagdo a de transformacdo por meio de
transporte maritimo. As perdas de pellets ao longo dessas rotas ja foram identificadas
(Sheavley & Register, 2007f). Além do transporte, as perdas podem vir durante sua

manufatura e seu processamento (Essel et al., 2015). No Brasil, diversos estudos foram



realizados sobre a distribuicdo deste tipo de plastico na regido da baixada santista, litoral
do estado de S&o Paulo, cujo porto de Santos, 0 maior da América Latina, é origem de
navios que transportam este tipo de produto (Junior et al. 2022). No geral os pellets s&o
encontrados proximos as praias, principalmente na linha de deixa (Junior et al. 2022) de
regides portudrias. Os microplasticos primarios podem também servir como agentes
abrasivos de cosméticos entre outras funcGes (Andrady. 2011). Estes polimeros em po
podem acabar nos oceanos apos consumo de produtos que 0s contém, como por exemplo

esfoliantes, sabonetes ou outros, com propriedades abrasivas (Andrady. 2011, Fig. 6)

Os microplasticos secundarios tem origem na degradacdo de macroplasticos que ja
estdo no ambiente. Processos como fotodegradacao e envelhecimento de produtos mal
descartados, como sacolas e garrafas plasticas, levam a formacdo desse tipo de
microplastico, além da liberacdo de microplasticos provindos da degradacdo de roupas
com esse composto, como as esportivas. (Yousif & Haddad, 2013; Volgare et al. 2021.

fig 6).

Figura 6: Classificacdo dos microplasticos de acordo com sua origem. Microplasticos priméarios tem
origem na matéria prima da industria plastica, como pellets e polimeros em pd. J& microplasticos
secundarios tem origem na degradacdo de produtos plasticos como sacolas e garrafas ou entdo da
liberacdo de microfibras de roupas contendo material plastico apos lavagens .



Os micropléasticos, uma vez no ambiente, podem ainda se degradar, formando
particulas cada vez menores, porém incapazes de se degradar por completo, acabam se

tornando uma poluicéo invisivel e onipresente (Loganathan & Philip, 2023).

Em geral todo residuo presente em corpos de 4gua acabam chegando ao oceano (Li
et al. 2020). Os micropléasticos, pelo seu tamanho e formas, viajam longas distancias e
estdo presentes em todos os oceanos (LeBreton et al. 2018), das regides equatoriais a
polares muito ou pouco habitadas (Loganathan & Philip, 2023). Estimativas apontam que
a concentragdo de microplasticos nos oceanos até 2030 sera de 500 mg/m3, o dobro da
encontrada em 2016. Essa quantidade de microplastico no ambiente marinho pode levar

a impactos importantes nos organismos que habitam esse ecossistema.

Efeitos dos plasticos nos organismos marinhos

Os efeitos dos plasticos em geral nos organismos marinhos podem ser divididos em
duas categorias. A primeira, de potenciais efeitos fisicos da ingestdo desses fragmentos
pela biota marinha, e a segunda, de efeitos quimicos relacionados a poluentes que podem
tanto ser liberado da sua propria estrutura (lixiviacdo de aditivos) quanto da adsorcao de
poluentes da agua e liberacdo na biota uma vez ingeridos (Fig. 6). Os macroplasticos,
pelo seu tamanho, vdo em geral causar impactos fisicos na megafauna marinha (Rodrigue,
2017) Os efeitos de ingestao foram os primeiros a serem documentados em aves nos anos
70 (Bourne, 1976), levando a varios tipos de problemas, como inanicdo, diminuicdo da
condicdo corpdrea, do crescimento e do desenvolvimento (Lavers et al. 2014), e mesmo
0 bloqueio ou perfuracdo do trato gastrointestinal (Roman et al. 2019). No entanto, 0s
impactos fisicos dos macroplasticos nestes organismos ndo se ddo apenas via ingestao e
eventos como enforcamento e asfixia ja foram relatados. Estimativas indicam que 58%
das espécies de pinipedes (focas, morsas e lebes marinhos) ja foram avistadas com

residuos plésticos em torno do pescoco e nadadeiras (Boland & Donohue, 2003),



principalmente em individuos jovens. Esses residuos sdo muitas vezes lacres plésticos de
embalagens e residuos de pesca. Em organismos marinhos pulmonados, como baleias e
tartarugas, a asfixia também é um dos efeitos fisicos da presenca de plastico no ambiente
que impede esses organismos de voltar a superficie para respirar (Fossi et al. 2018) Com
relacdo aos efeitos quimicos da ingestdo dos plasticos por esses organismos, apesar de
termos relatos de contaminacdo de mamiferos marinhos por aditivos como os ftalatos
(Fossi et al. 2014), a toxicidade em si foi pouco estudada (Zhang et al. 2021), ao contrario
dos efeitos dos microplasticos.
Efeitos dos microplasticos nos organismos marinhos

Por terem tamanho reduzido e quantidade crescente nos oceanos, 0s microplasticos
possuem maior biodisponibilidade do que macroplasticos, principalmente em niveis
troficos menores (Wright et al. 2017). Os organismos nesses niveis muitas vezes possuem
selecdo limitada das particulas ingeridas, que levam em conta basicamente seu tamanho
(Moore, 2008). Dentre 0s organismos aquaticos mais susceptiveis de ingestdo e/ou
interacdo com microplasticos estdo os detritivoros, depositivoros, suspensivoros e
filtradores (Wright et al. 2017). Dentre os detritivoros e depositivoros, ja foi observado
ingestdo de microplasticos de varios tipos e formas em poliquetas, crustaceos, amfipodas
e holotdrias (Murray & Cowie, 2011, Graham & Thompson, 2009). J& nos demais,
observacOes experimentais indicam que organismos ciliados, equinodermas, copépodes,
bivalves e demais invertebrados podem, uma vez em contato, ingerir microplasticos
(Hart, 1991; Christaki et al.1998; Bolton and Havenhand, 1998; Browne et al., 2008).
Apds ingestdo dos microplasticos por esses organismos de menor cadeia trofica, tanto

efeitos fisicos quanto quimicos podem se suceder.
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Efeitos fisicos

Assim como para particulas maiores, a ingestdo de microplasticos pode levar auma
série de impactos fisicos nos organismos que os ingerem. Atualmente, bivalves tem sido
0s organismos modelo para o estudo desses tipos de impactos em invertebrados marinhos.
A ingestdo e 0 acimulo de poliestireno ja foram observados em Mytilus edulis, 0 mexilhdo
azul, tanto na cavidade gastrica, quanto na hemolinfa e hematdcitos, indicando
translocacdo das particulas do trato digestivo para a circulacdo (Von Moos et al. 2012).
As consequéncias fisioldgicas dessa interacdo, que durou por 48 dias, foram a formacao
de granulocitomas (inflamagdo) e aumento de hematdcitos, ativando entdo o sistema
imune (Browne et al. 2008). Ja a pesquisa da ingestdo de microplasticos em vertebrados
marinhos se concentra principalmente nos peixes, ja que varios possuem valor comercial
e seu consumo pode estabelecer rota de contaminacéo de microplastico para outros peixes
(biomagnificacdo, Fig. 5) e para os seres humanos (Karbalaei et al. 2018). Apesar da falta
de pesquisas que evidenciem a presenca de microplasticos em outros tecidos que o trato
digestorio (Wang et al. 2020), as particulas ja foram observadas na cavidade gastrica e
apos translocacdo, nas branquias, figado e masculo de diversas espécies demersais e
peldgicas (Rummel et al., 2016). A nivel celular, os impactos da presenca dos
microplasticos nos organismos marinhos levam a um aumento dos niveis de

biomarcadores de estresse e inflamacgéo (von Moos et al., 2012; Rochman et al., 2013).

Apesar dos diversos estudos a respeito dos impactos fisicos dos microplasticos nos
organismos marinhos, poucos efeitos negativos a nivel de individuo foram observados
apos exposicdes agudas e cronicas. Os efeitos fisicos aparentam ser subletais, como
demonstram as pesquisas de Tourinho e colaboradores (2022) em Daphnia Magna
expostas a fibra de PET e Walkinshaw e colaboradores (2023) com juvenis de Mytilus

spp expostos a poliéster. Com isso, uma linha de pesquisa que vem se desenvolvendo é a
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de andlise dos efeitos quimicos que os microplasticos podem carregar em sua superficie

ou estrutura.

Efeitos quimicos
A alta concentracdo de microplasticos no ambiente marinho além de suas
propriedades fisico-quimicas como hidrofobicidade, tamanho e persisténcia tornam os
microplasticos passiveis de lixiviacdo de aditivos de sua estrutura para a dgua. Por outro
lado, podem também adsorver contaminantes marinhos para sua propria estrutura, se

tornando entdo veiculo de coquetéis de poluentes. (Cole et al., 2011; Lee et al., 2022).

A degradacao do plastico em microplastico e a acdo dos fatores ambientais sobre
as particulas alteram sua estrutura, que além de ja possuirem grande hidrofobicidade,
passam a apresentar maior porosidade e area de superficie de contato com a dgua do que
particulas maiores do material (Chinaglia et al. 2018). Essas caracteristicas fazem do
microplastico o veiculo ideal de adsorgéo e transporte de poluentes marinhos de origem
antropica como surfactantes fluorados, pesticidas e medicamentos (Kimura et al., 2005;
Schwarzenbach et al., 2010, Fig. 7). Os poluentes uma vez adsorvidos permanecem na
fracdo mais externa das particulas plasticas, ndo chegando a sua estrutura organica. Essa
interacdo poluente-microplastico depende de ligacdes fracas, que permite que em
ambientes especificos haja liberacdo dos poluentes por dessorcao, tanto em organismos
quanto na dgua (Ho et al. 2023, Fig. 7). Desta maneira, a poluicdo quimica local pode ser
transferida para a coluna d’adgua ou para a biota exposta aos microplasticos, onde serdo
bioacumuladas e eventualmente biomagnificadas ao longo da cadeia tréfica (Fig. 5). Essa
adsorcdo depende do estado de degradacdo do microplastico e do tipo de polimero. Na
natureza, poluentes como o pesticida dichlorodiphenyltrichloroethano (DTT),
antibidticos como amoxilina e hormdnios como o estradiol ja foram detectados em

diferentes microplasticos (Yu et al. 2021). Esses poluentes estdo associados a danos



12

ecotoxicolégicos como disrupcao enddcrina e disfuncdo dos sistemas imune, nervoso e

endocrino de organismos marinhos (Frias et al. 2010).

Figura 7: Mecanismos de sor¢do de poluentes e aditivos entre plasticos e oceano.
Adaptado de Yuetal. 2021

Outros elementos quimicos associados aos plasticos também podem ser liberados
na agua e na biota marinha, como os aditivos incorporados a sua estrutura durante seu
processamento inicial (Bridson et al. 2021, Fig. 6 e 7). O processo, chamado de lixiviacéo,
permite que esses aditivos passem da estrutura do polimero, onde estdo associados por
ligacOes fracas, da mesma maneira que a dessorcao. Porém essa liberacdo acompanha o
equilibrio das concentracdes dos aditivos (HOC) entre as diferentes fases presentes na

estrutura do microplastico (Fig. 8).
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Figura. 8: Diferentes regides de transferéncia de aditivos inseridos na estrutura do microplastico. Camada
limite aquosa (CLA\) se refere a camada imediata de agua em contato com o microplastico. Setas vermelhas
indicam transferéncias entre compartimentos possiveis. HOC: Concentragdo de compostos organicos
hidrogenados Adaptado de Veléz et al. 2018.

Diferentes aditivos podem ser incorporados a estrutura dos plasticos, porém os mais
estudados séo aqueles que foram identificados no ambiente marinho, dentre eles, PBDEs,
BPAs e ftalatos (Bergé et al., 2013, Net et al., 2015). Esses aditivos ja foram detectados
em tecidos de organismos marinhos. PBDEs foram encontrados em bivalves, peixes e
mamiferos marinhos (Ramu et al., 2007, Peng et al., 2007, de Boer et al., 1998), sugerindo
a transferéncia entre agua, alimento e/ou microplasticos e organismos contaminados.
Ftalatos também sdo amplamente encontrados ndo sé no ambiente, mas também em
tecidos de organismos marinhos de diversas espécies, de produtores primarios (em
plancton e microalgas) a consumidores quaternarios (tubarbes) (Tanaka et al.2018).
Apesar das evidéncias de bioacumulacao desses poluentes nos organismos estudados, nao
ha ainda evidéncias de biomagnificacdo dentro de cadeias troficas (Hermabessiere et al.

2017).

A toxicidade ligada a exposicdo desses contaminantes nos organismos marinhos é

estudada por ensaios controlados em laboratério e uma série de produtos quimicos
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liberados pelos microplésticos pode ser considerada toxica. Geralmente associados a
disrupgao enddcrina nos organismos analisados, a familia dos ftalatos é a mais estudada,
por sua ampla distribuicdo e concentragdo no ambiente marinho (Hidalgo-Serrano et al.
2022). Além disso, a presenca de ftalatos também é uma medida indireta da contaminag&o
por microplésticos na biota e no ambiente (Fossi et al. 2014). Com relacdo a presenca e
os efeitos quimicos detectados em organismos marinhos, a extracdo de ftalatos de tecido
adiposo identificou bis(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), um dos aditivos mais
amplamente utilizados (Qu et al. 2022), em baleias (Lusher et al. 2018), nas branquias e
musculos de diferentes espécies de peixes (Squillante et al, 2023) e invertebrados como
holotarias (Sharifi et al. 2017), corais (Weerasinghe et al. 2018) e esponjas (Giametti &
Finelli, 2022). Os efeitos toxicos desses compostos nestes organismos atingem tanto
desenvolvimento quanto a reproducdo: em laboratorio, crustaceos, anfibios, peixes e
moluscos apresentaram disfungdes quando expostos a concentracdes de ftalatos iguais as
que ja foram encontradas nos ambientes naturais (Oehlmans et al. 2009). Apesar de
existirem importantes e detalhados relatos dos efeitos toxicos dos ftalatos em humanos
(Meeker et al. 2009) e outros vertebrados, pouco se sabe sobre seus possiveis efeitos em
invertebrados sesseis como em cnidarios e esponjas, cuja exposi¢cdo ao ftalato em

ambientes contaminados pode ser constante.
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Esponjas marinhas: Classificagéo, ecologia, estrutura e fisiologia

O filo Porifera compreende os primeiros organismos a se diferenciarem dentre os
metazoarios (Muller, 2003; Redmond e Mclysaght, 2021). Sendo assim, sdo espécies
essenciais para o entendimento da evolugdo de mecanismos fisiol6gicos importantes ao
restante dos animais, como contracdo, percepcao, detoxificacdo, simbiose, entre outros
(Muller, 2003).

Ecologia

Exclusivamente aquéticos, os representantes do filo estdo amplamente distribuidos
nos oceanos e ambientes de dgua doce em todo o planeta. Atualmente estdo descritas
quase 10000 espécies de esponjas (de Voogd et al., 2023), com estimativa de que cerca
de 4000 novas espécies esperem por descricdo ou ainda ndo tenham sido descobertas (de
Voogd et al., 2023). O filo é atualmente dividido em quatro Classes: Hexactinellida,
Desmospongiae, Calcarea e Homoscleromorpha, que diferem entre si por caracteristicas
especificas na organizagédo celular, tipo de esqueleto, reproducédo e desenvolvimento
(Renard et al. 2013). Dentre estas classes, a Desmospongiae é a maior, com 7920 espécies
(de Voogd et al., 2023) e também a mais diversa em termos de organizacdo corporal,
esqueleto e distribuicdo, podendo ocupar tanto ambientes marinhos quanto de agua doce
em qualquer latitude.

Estrutura e fisiologia
A organizacdo corpérea das esponjas inclui cinco tipos diferentes de sistemas

aquiferos, representados na figura 9 (Cavalcanti & Klautau, 2011).



Figura 9: Tipos de sistema aquiferos descritos para o Filo Porifera: a — Asconoide, b- Siconoide, ¢ —
Leuconoide, d — Sylleibide e e — Solenoide. Tracos espessos representam a posi¢do dos coandcitos e
camaras coanocitarias (adaptado de Cavalcanti & Klautau, 2011).

Os sistemas aquiferos das esponjas, apesar de diversos, possuem estruturas comuns
a todos e séo essenciais para a movimentacdo da agua pelo corpo do animal (Fig. 9). De
uma maneira geral, a dgua entra pelos Ostios e canais inalantes a eles conectados
encaminham a agua até as camaras coanocitarias. Estas camaras sdo compostas por
células especializadas, os coandcitos, que ao baterem seu flagelo criam o fluxo de agua
no interior do corpo do animal, trazendo particulas organicas. Estas entdo serdo filtradas
pelo colar de microvilosidades dos coandcitos, sendo fagocitadas e dando inicio ao
processo de digestdo (Simpsom, 1984). A agua apos filtracdo passa para canais exalantes,
que podem coletar agua processada de diversas camaras e cujos diametros sdo maiores
que os inalantes, e é conduzida ao atrio, saindo para o exterior por uma abertura chamada

de 6sculo (Fig. 10).
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Figura 10: Organizagdo geral das estruturas de uma esponja e a passagem do fluxo de agua em seu
interior. Adaptada de Renard et al. 2013

Sem possuir 6rgéos ou tecidos como os encontrados em niveis mais derivados, esses
organismos dependem da especializacdo e organizacao celular para sua sobrevivéncia
(van Soest et al., 2012). Por exemplo, os vacuolos digestivos contendo as particulas
fagocitadas pelos coandcitos sdo transferidos diretamente para outras células, sem a
participacdo de um 6rgéo ou cavidade digestiva para o processamento de nutrientes. Da
mesma forma, esponjas ndo apresentam um sistema nervoso ou muscular definido. No
entanto, apresentam contracdes coordenadas no corpo inteiro em um mecanismo
aparentemente efetivado pela sua pinacoderme, a camada de revestimento das suas
superficies formada pelos pinacécitos (Nickel et al. 2011).

A contragdo nas esponjas

Assim como outros invertebrados, as esponjas adquiriram mecanismos para
eliminar elementos indesejaveis de seus corpos e para controlar o fluxo de agua que por
elas passa (Elliott and Leys, 2007). Nas esponjas, esse processo € realizado por ciclos de
expansdo-contracdo, onde durante um periodo as células da pinacoderme ficam relaxadas,
0 que faz com que o volume total da esponja aumente pela pressao interna da agua sendo

bombeada nas cdmaras coanocitarias. Isto é seguido por um curto periodo em que as
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celulas da pinacoderme se contraem fazendo com que a agua seja eliminada rapidamente
e consequentemente o volume da esponja diminua drasticamente (Nickel et al. 2011; Fig.
11). Esses ciclos de contracdo podem ser coordenados para enfrentamento de possiveis
estimulos negativos externos (como presséo) ou internos (como presenca de elementos

toxicos) (Elliot & Leys, 2007)

1 ] It

Q- =y

Figura 11: Alteracdo do volume de uma esponja (Amphimedon ssp.) durante um ciclo de expansao-

contracdo em aquario. A linha tracejada indica a &rea maxima. OS: ésculo (Escala: 1 cm.)

Em Desmospongiae, ao contrario de Hexactinellida, os mecanismos de contracao
ainda sdo pouco conhecidos, porém, parece passar por sinalizadores quimicos (Ellwanger
& Nickel, 2006; Ellwanger et al., 2007) e um aparato contratil em células da pinacoderme
(Nickel et al., 2011). Colgrens e Nichols (2022) observaram que em células de Ephydatia
muelleri, uma esponja de agua doce, um mecanismo que pode levar a contracdo € a
ativacdo da via da Myosin Light Chain Kinase (MLCK). Esta via estd associada a
contracdo de musculos lisos em vertebrados, evidenciando uma possivel origem evolutiva

originada em Porifera ou até mesmo anteriormente (Colgrens & Nichols, 2022).

Além dos mecanismos celulares para efetiva contracdo, estudos relatam possiveis

neurotransmissores que poderiam controlar os ciclos de expansdo-contragcdo em esponjas.



19

Elementos quimicos como o Oxido Nitrico (Colasanti et al. 1997; Anctil et al. 2005),
ATP (Osipchuk & Cahalan 1992), AMP cicliclo (Anctil 1989) e GMP cicliclo (Anctil et
al. 1991), todos eles relacionados a contragdo em outros grupos animais, podem também
ajudar a determinar a cadeia de eventos celulares associados a esse mecanismo ainda nao
totalmente esclarecido.
Microbioma

As esponjas também sdo conhecidas por estabelecerem uma relagdo simbiotica com
comunidades microbianas, que podem compor cerca de 40% do peso corporal total de
algumas espécies (Vacelet & Donadey, 1977; Webster & Taylor, 2012). Essa associacdo
é bastante especifica, e a microbiota desempenha varios papéis fisiologicos importantes
para seu hospedeiro, como parte da digestdo (Vacelet & Duport, 2004), a producéo de
defesas quimicas (Garate et al. 2015) ou a detoxificagdo de compostos nocivos (Perez et
al., 2002; Pita et al., 2018). As relacdes sdo finamente reguladas e mesmo pequenas

mudancas no ambiente sdo refletidas nestas associacdes (Pita et al., 2018).

Apesar de todas as esponjas apresentarem simbiose com microrganismos, a
quantidade que cada esponja apresenta difere de acordo com sua histéria evolutiva
(Thomas et al. 2016). Existem hoje duas classificacdes empregadas para esponjas com
relacdo a sua quantidade de microbiontes. Enquanto espécies LMA (Low Microbial
Abundance) possuem numeros de bactérias equivalente a agua do mar do seu ambiente -
entre 10° e 10° bactérias por cm® — (Gloeckner et al., 2014), as HMA (High Microbial
Abundance) possuem até 10° bactérias por cm?®. Esta classificacdo e a estimativa da
densidade bacteriana nas esponjas se baseiam, em geral, em imagens de microscopia

eletronica de transmissao (Fig. 12)
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High Microbe
(HMA)

Low Microbe
(LMA)

Figura 12: Individuos de (A) Aplysina aerophoba, uma High Microbial Abundance (HMA) e (B)
Dysidea avara, uma Low Microbial Abundance (LMA). Imagens de microscopia de transmissdo de A.
aerophoba (C) onde ha uma grande presenca de bactérias associadas aos tecidos, e em D. avara (D) com
uma quantidade visualmente menor de bactérias. Legenda: cc — camara coanocitaria; sc — célula de
esponja, b — células bacterianas. Barras de escala: figuras 10 um, insets 1 um. Adaptado de Rix et al.

(2020).

O estudo do microbioma das esponjas

Além de mecanismos fisicos contra perigos internos e externos, as esponjas
apresentam uma grande producao de metabolitos secundarios, que permitem também uma
defesa quimica contra predacdo, muito efetiva contra peixes, e competicdo por espaco
(Proksch, 1994). Vérios destes metabolitos se mostram compostos bioativos de interesse
para tratamento de doencas em humanos, como 0s ja em uso clinico Aciclovir, um
antiviral; e o Ara-C, anticancerigeno (Proksch et al 2002). Boa parte destes compostos
ndo é produzida pelas proprias esponjas, mas sim pelos seus microrganismos associados,
que possuem uma importancia fundamental na sobrevivéncia deste filo (Poséadas et al.
2022). Esta relacdo intima entre esponjas e microrganismos é caracterizada pelo termo

holobionte (Pita et al. 2018) e simboliza a presenga e manutencdo da microbiota pela
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esponja, que pode inclusive transmitir parte dela para seus descendentes (Oliveira et al.
2020). Essa microbiota é considerada espécie-especifica, com estrutura populacional
muito diferente daquela encontrada na agua ao redor dos hospedeiros (Easson & Thacker,
2014). Geralmente apresenta um core, conjunto de cepas presente em todos ou em grande
parte dos individuos, e uma microbiota variavel, ausente ou presente em quantidades
muito diferentes daquelas do core (Schmitt et al., 2012; Blanquer et al., 2013; Astudillo-

Garcia et al., 2017).

Com o advento de novas tecnologias de sequenciamento em larga escala, a
caracterizacdo mais detalhada desses microbiomas se tornou possivel (Thomas et al.,
2016; Webster & Thomas, 2016; Moitinho-Silva et al., 2017; Pita et al., 2018). A técnica
mais usada para o estudo de comunidades bacterianas associadas ainda € a extracao,
amplificagdo e sequenciamento do gene 16S rRNA, com a comparagdo sistematica dos
dados obtidos em bases de dados publicos (Gupta et al. 2019). Com o uso das técnicas
atuais, € possivel determinar qual a estrutura da comunidade microbiana inteira associada
a uma espécie, e que tipo de alteracGes sofre frente a desafios ou modificacde no
ambiente. Esta analise esta ajudando ecotoxicologistas a desvendar o papel da microbiota
na fisiologia do hospedeiro em relacéo a exposicdo a substancias toxicas e mudancgas nos
parametros ambientais, como pH, salinidade e temperatura (Zhang et al., 2018).
Diferencas na riqueza bacteriana foram observadas na esponja Lendenfeldia chondrodes
ap0s um estresse térmico subletal, mostrando que mesmo pequenas alteracfes podem
levar a mudancas composicionais no microbioma (Vargas et al., 2021). Diferencas
também foram observadas no microbioma associado a Halichondria panicea exposta a
MOS (neve marinha associada ao petréleo) cujo metabolismo geral dos microorganismos

passou de aerdbico para predominantemente anaerdbico (Gregson et al. 2021).
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Sendo assim, as esponjas e sua microbiota associada podem ser uma ferramenta
importante no estudo dos impactos quimicos causados por microplasticos e seus

constituintes.

Objetivos

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar possiveis efeitos tdxicos de um
plastificante presente amplamente no oceano, o di(2-etilhexil) ftalato (em inglés, DEHP),
conhecido disruptor enddcrino, na fisiologia da esponja Hymeniacidon heliophila. Para
isso foram analisados parametros fisioldgicos (ciclos de expansao-contracao),
caracteristicas celulares (agregacéo e formacdo de primorfos), vias de sinalizacdo por

meio de protedmica e alteragbes na comunidade microbiana por metabarcoding.
Os objetivos especificos sdo:

1) Analisar as alteracGes nos parametros dos ciclos de expansdo-contragdo em
individuos de H. heliophila expostos a diferentes doses de DEHP;

2) Alteracbes de caracteristicas como agregacdo celular e parametros
histologicos como diametro de canais e cAmaras coanocitarias de organismos
expostos ao DEHP;

3) Alteracbes de vias de sinalizacdo proteicas mediadas por mensageiros
quimicos ligadas a contracdo em esponjas expostas ao DEHP

4) Mudangas na diversidade e abundancia da comunidade microbiana associada
a individuos de H. heliophila expostos DEHP e seu possivel papel na

detoxificacao.

Os resultados sdo apresentados na forma de trés manuscritos a serem submetidos
para publicacdo. O primeiro trata do efeito observado no organismo, com a interrupgéo

do ciclo de contracdo do corpo da esponja quando exposta ao DEHP e sua recuperagéo
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posterior; o segundo traz as analises das alteracdes no perfil protedmico em resposta ao

composto e o terceiro as alteragdes verificadas na microbiota associada.
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Conclusdes gerais

e O DEHP altera o padrdo de contragdo de Hymeniacidon heliophila de maneira
dose-dependente. A esponja passa por uma longa fase de expansao e recupera sua
capacidade contrétil apds um periodo variavel;

e Os resultados da formacdo de primorfos em cultura ndo indicam alteragcdes na
agregacdo das células, indicando uma acdo do DEHP em vias especificas e ndo
uma toxicidade geral,

e Dados protedmicos indicam que a via de contracdo MLCK parece estar envolvida
na recuperacdo da contracdo em células expostas ao DEHP e que a via das
miosinas ndo convencionais parece participar da contragdo das celulas nos
controles;

e Dentre as proteinas produzidas pelas esponjas, ha presenca de subunidades de
enzimas que degradam ftalatos e que s&o produzidas por bactérias ja identificadas
em H. heliophila, indicando uma possivel acdo de detoxificacdo do DEHP por
parte do seu microbioma;

e A andlise metagenémica indicou uma sucessdo concentracdo-dependente de
classes de bactérias com capacidade de degradacdo de ftalatos. A participacao
desta microbiota pode ser a provavel explicacdo para a recuperacgéo das contragdes

da esponja.
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