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INTRODUCAO

A ampla utilizagdo no mundo dos Herbicidas a Base de Glifosato (HBGs) se da por

contribuir no controle das plantas daninhas (Sharma et al, 2019; Maggi et al 2020). No solo,

os HBGs podem passar pelos processos de infiltragdo e adsor¢do a matéria organica, assim,

atingindo, a fauna edafica. Em relacdo aos seres vivos dessa fauna, destaca-se as minhocas

(oligoquetas), as quais sdo bioindicadores isso, pois sdo sensiveis as alteracdes ambientais,

inclusive a presenga de agrotoxicos no solo (Sadegh-Zadeh; Wahid; Jalili, 2017).

As minhocas também sdo consideradas importantes modelo no estudo comparativo

do sistema imunologico, como Cooper Edwin L. 1969 demonstrou ao analisar a atividade dos

celomocitos

na rejeicio de aloenxertos

e xenoenxertos. Atualmente, sabe-se da

responsabilidade dos celomdcitos na depuracao e na defesa imunologica das oligoquetas e,

que a exposi¢ao a poluentes pode prejudicar a sua integridade e funcionalidade (Engelmann et

al, 2011; Gautam et al., 2020). No entanto, os efeitos dos HBGs no sistema imune de

minhocas precisam ser melhor elucidados. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar

se a exposi¢cdo a concentragdes agrondmicas de HBG induzem altera¢des na contagem total,

na contagem diferencial, na densidade e na viabilidade de celomoécitos de minhocas.

METODOLOGIA

Foram utilizadas 144 minhocas adultas da espécie Eisenia andrei, com massa corporal

entre 0,3 e 0,4g, coletadas diretamente da vermicomposteira do Laboratorio de Ensaios

Biologicos da UNIJUIL. Os animais foram submetidos a quatro rodas experimentais do Teste

de Toxicidade Aguda, divididos nos seguintes grupos experimentais: Controle (CTRL), solo

que recebeu apenas agua; Glifosato 1,5 (GLY 1,5), solo exposto ao HBG em dosagem

equivalente a 1,5L/ha - a metade da dosagem recomendada pelo fabricante (3L/100L de agua
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- vide bula Monsanto®); Glifosato 3 (GLY 3), solo exposto ao HBG em dosagem equivalente
a 3L/ha; e Glifosato 6 (GLY 6), exposto ao HBG na dosagem de 6L/ha, o dobro da dosagem
recomendada. A cada rodada, os grupos experimentais tiveram 6 animais cada.

Durante os experimentos, os animais foram colocados em potes plasticos, que constituiram as
Unidades Experimentais (UEs). Cada UE continha 95% de solo livre de matéria organica e
5% de erva-mate. A umidade do composto foi ajustada para 60%. Antes do periodo
experimental, as minhocas foram aclimatadas durante 24 horas, em que ndo receberam
nenhum tratamento. Ap6s o periodo de aclimatagdo, os animais foram coletados das UEs e
distribuidos em novas UEs, contendo composto idéntico ao anterior, no entanto, expostas ao
HBG nas respectivas concentragdoes: GLY 1,5 - 0,9 mL de HBG em 60 mL de agua da
torneira, correspondendo a 1,5L/ha (1,5 L/100 L de agua); GLY 3 - 1,8 mL de HBG em 60
mL de 4gua da torneira, correspondendo a 3L/ha (3 L/100 L de 4gua); e GLY 6 - 3,6 mL de
HBG em 60 mL de 4gua da torneira, correspondendo a 6L/ha (6 L/100 L de 4gua). O grupo
CTRL recebeu apenas 60 mL de agua. O periodo experimental foi de 48 horas.

Ao final do periodo experimental, os animais foram retirados das UEs e o fluido
celomico foi coletado pelo método de extrusao nao-invasiva adaptado de Eyambe (1991), que
consiste na coleta do fluido por meio do contato de cada minhoca com 1mL de solucdo de 5%
etanol e 95% solugdo salina (NaCl 0,9%) suplementada com EDTA (2,5 mg/ml) com um pH
7,3, durante 3 minutos, apos isso era adicionado 1mL de LBSS, para encerrar a extrusdo. Ao
final da extrusdo, as minhocas foram eutanasiadas.

Para a contagem total de células, contagem diferencial, analise da viabilidade celular,
da densidade celular, foram diluidos 30 pL de fluido celomico em 30 puL de Trypan Blue e
analisados em cAmara de Neubauer® em microscopio optico.

A andlise estatistica foi realizada no software Graphpad Prism 8.0.1. Os resultados
foram apresentados em média + desvio padrao. A normalidade dos dados foi checada pelo
teste de Shapiro-Wilk. Para comparar os diferentes grupos, os dados de viabilidade celular, a
contagem total e densidade celular foram analisados por meio do Teste de Kruskal-Wallis
seguido do Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn. A contagem diferencial, ambos os
grupos foram submetidos a um Andlise de Varidncia (ANOVA) de uma via seguida do Teste

de Multiplas Comparagdes de Tukey. Foi considerado significativo P < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificamos que oligoquetas expostas as maiores dosagem de HBG (grupo GLY6 e
GLY 3) tiveram redugdo na viabilidade celular (P=0,0014 ¢ P= 0,0149, respectivamente)
(Figura 1c¢). Todavia, ndo houve alteracdo na contagem total (P=0,1884) e nem na densidade
dos celomocitos (P=0,1412) (Figura la e 1b).

Figura 1- Efeitos do herbicida a base de glifosato na densidade, na contagem total de células
e na viabilidade dos celomdcitos de oligoquetas.
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Fonte:Elaborado pelos autores. CTRL: grupo controle; GLY 1,5, GLY 3 e GLY 6, grupos expostos ao HBG nas
concentragdes de 1,5L/ha, 3L/ha e 6L/ha, respectivamente. a) Densidade celular. P=0,1412. b) Contagem total
dos celomocitos. P=0,1884. ¢) Viabilidade dos celomocitos. P = 10,0014 em CTRL vs GLY 6 ¢ P =0,0149 CTRL
vs GLY 3

Ao realizar a contagem diferencial dos celomocitos das minhocas expostas as
diferentes dosagem de HBG, ndo encontramos dissimilitude entre os grupos tanto na
propor¢ao de amebocitos (P= 0,9299) quanto na propor¢ao de eledcitos (P= 0,6438) da
amostra.

Figura 2- Efeitos do herbicida a base de glifosato na contagem diferencial de celomocitos de

oligoquetas.
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Fonte: Elaborado pelos autores. CTRL: grupo controle; GLY 1,5, GLY 3 e GLY 6, grupos expostos ao HBG nas
concentragdes de 1,5L/ha, 3L/ha e 6L/ha, respectivamente. a) Contagem diferencial (amebdcitos). P=0,9299. b)
Contagem diferencial (eledcitos). P=0,6438.
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Conforme estudo comparativo realizado por Cooper, Edwin L. 2006, a propor¢ao de
amebdcitos e eledcito encontrados em uma amostra de uma populacdo de minhocas que nao
sofreram a exposi¢ao a um solo contaminado, € de 1:1. Ademais, perceberam que a contagem
total de celomocitos de oligoquetas expostas a um solo contaminado por até 72 horas se
mantém constante; porém, a propor¢ao de amebdcitos ¢ afetada. Entretanto, no nosso estudo,

nao foi possivel observarmos tais alteracdes na propor¢ao de amebodcito no presente momento.

Figura 3- Celomdcitos de oligoquetas (E. andrei) visualizado em microscopia optica.

a) b) c)

Fonte: Elaborado pelos autores. Trés tipos diferentes de celomocitos de oligoquetas distinguidos em: a)
Eledcitos b) Amebdcito hialino ¢) Amebocito granular.

Ao analisar separadamente os celomdcitos, podemos destacar suas principais fungdes
dentro do organismo das minhocas, sendo: os eledcitos, células grandes e preenchidas com
cloragossomos (grandes granulos contendo fluoréforo), que sdo derivados do tecido
cloragégeno o qual recobre o canal alimentar e, por isso, sdo responsaveis pela fungdo
acessOria e nutritiva, assim, armazenando glicogénio e lipideos; e os amebdcitos, que sdo
células de defesa das minhocas, sendo subdivididos granulécitos e hialinos, os quais sdo
diferenciados pela presenca de granulos no seu citoplasma ou pela aparéncia tipica de “ovo
frito” pelo seu nucleo centralizado, respectivamente (Prochazkova, et al, 2020; Bile;j, et al,
2010).

CONSIDERACOES FINAIS

A exposicdo aos HBGs pode afetar os organismos do ambiente edafico. Destaca-se
nesse estudo, o comprometimento das minhocas pela reducdo da viabilidade celular de
celomocitos. Estes dados suportam o uso de oligoquetas tanto como bioindicadores de
poluentes ambientais quanto como modelos alternativos de investigacdo de vias de estresse
celular e comprometimento imunoldgico.

Palavras-chave: Oligoquetas; Agrotoxico; Celomdcitos



Jus M“ \V@v
SNrio - I T = ﬂ@g%ﬁﬁ &

S
ok XXIX Jornada de Pesquisa 'Q\ ey
CONHECIMENT XXV Jornada de Extensdo F%\@%%:‘g’% g& R
)

Biomas do Brasil: diversidade, XIV Semindrio de Inovagdo e Tecnologia

saberes e tecnologias sociais X Mostra de Iniciagdo Cientifica Junior %%
De 23 a 27 de setembro de 2024. Il Semindrio Académico da Graduagdo UNIJU{

AGRADECIMENTOS

Ao Programa Institucional de Bolsa de Iniciacdo Cientifica e Tecnoldgica (PIBIC CNPq,
PIBIC UNIJUI, PROBIC FAPERGS, PIBIT CNPq, PIBIT UNIJUI. PROBIT FAPERGS) ¢ a
Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior - CAPES, pela concessdao de

bolsas. Ao Programa de Pos Graduagdo em Atencao Integral a Satide e ao Grupo de Pesquisa

em Fisiologia da UNIJUI

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BILEJ, Martin et al. Earthworm immunity. Invertebrate immunity, p. 66-79, 2010.
COOPER, Edwin L. Comparative immunology. Integrative Zoology. v. 1, p 32-43. 2006

COOPER, Edwin L. Effector mechanisms of natural immunity: an invertebrate perspective.
In: Neuroimmune Biology. Elsevier. p. 103-121. 2005

COOPER, Edwin L. Specific tissue graft rejection in earthworms. Science, v. 166, n. 3911, p.
1414-1415, 1969.

ENGELMANN, Péter et al. Earthworm innate immune system. Biology of Earthworms, p.
229-245,2011.

GAUTAM, Arunodaya et al. Shift in phagocytosis, lysosomal stability, lysozyme activity,
apoptosis and cell cycle profile in the coelomocytes of earthworm of polluted soil near a
tannery field of India. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 200, p. 110713, 2020.

MAGG ]I, F. et al. The global environmental hazard of glyphosate use, Science of The Total
Environment, v. 717, 2020

PROCHAZKOVA, P. et al. Pattern recognition receptors in annelids. Developmental &
Comparative Immunology, v. 102, p. 103493, 2020.

SADEGH-ZADEH, Fardin; ABD WAHID, Samsuri; JALILI, Bahi. Sorption, degradation and
leaching of pesticides in soils amended with organic matter: A review. Advances in
Environmental Technology, v. 3, n. 2, p. 119-132, 2017.

SHARMA, Anket et al. Worldwide pesticide usage and its impacts on ecosystem. SN Applied
Sciences, v. 1, p. 1-16, 2019.



