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INTRODUCAO

A crescente utilizacdo de agrotdxicos é um dos principais desafios socioambientais da
atualidade, por prejudicar a sobrevivéncia dos organismos vivos e as suas relagdes com o meio
(MYERS et al., 2016; JANSSENS e STOKS, 2017). Dentre os pesticidas, os herbicidas a base de
glifosato sdo os mais utilizados no mundo, devido a sua ndo-seletividade e rapida degradagao no
solo (BENBROOK, 2016). Por ndo serem especificos, prejudicam organismos nao-alvo, como as
oligoquetas, importantes organismos edéaficos que atuam como engenheiras do ecossistema
(LAVELLE et al., 2006). Devido as suas caracteristicas comportamentais, alimentares e
morfofuncionais, sao utilizadas como bioindicadores de contaminacdo do solo (CORREIA e
MOREIRA, 2010).

Um dos principais efeitos dos agrotéxicos em seres vivos ¢ a inducdo do estresse oxidativo.
Desequilibrios do status redox induzidos por herbicida a base de glifosato prejudica o adequado
funcionamento das células e pode leva-las a morte (GUILHERME et al., 2012). Nesse sentido,
Salvio et al., (2016) evidenciaram que a exposicdo croénica de oligoquetas da espécie Octolasion
cyaneum ao glifosato provocou a inibicdo da glutationa-S-transferase (GST), apesar de nao reduzir
a sua massa e tampouco induzir mortalidade. Contudo, estudos mostram que a longo prazo, a
populacao de minhocas expostas ao glifosato tende a diminuir, até sua extingao (SANTADINO,
COVIELLA e MOMO, 2014).

Considerando este contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do glifosato sobre
marcadores de estresse oxidativo e taxa de mortalidade de oligoquetas expostas a herbicida a
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base de glifosato.

METODOLOGIA

Foram utilizadas 84 oligoquetas adultas (Fisenia andrei), distribuidas aleatoriamente em 21
unidades experimentais (U.E.), sendo 7 U.E. (n=7) por tratamento, cada uma recebendo 4
animais, por 7 dias. As U.E. foram estabelecidas em potes plasticos, com volume total de 1.350
cm? e area superficial de 0,023 m?. Os animais foram mantidos no habitat experimental, composto
de 950 g de solo (95 %) e 50 g de erva-mate (5 %), a qual serviu de matéria organica vegetal
alimentar dos animais. A umidade do meio foi regulada para 60% e a temperatura foi monitorada
diariamente.

As oligoquetas foram distribuidas nos seguintes grupos experimentais: grupo controle (CTRL)
(n=7), solo nas condi¢cdes normais supracitadas, sem contaminacdo; grupo glifosato (GLY)
(n=7), solo contaminado com agrotdxico (Glifosato Nortox NA ®, Nortox S/A, PR, Brasil), em
solucao aquosa (mimetizando a aplicag¢do na lavoura), utilizando o processo de reducao
volumétrica proporcional, a fim de manter a concentragdo e diluicao média padrdo sugerida pelo
fabricante (3 L/ha, em 100 L de 4dgua); e grupo superglifosato (SGLY) (n=7), solo contaminado
com glifosato a uma concentracdo de 10 L/ha, simulando a concentragao total aproximada de trés
aplicacdes sequenciais - que € a rotineiramente utilizada durante as safras - da dosagem indicada
pelo fabricante (3 L/ha).

Apo6s o periodo de exposigdo, as minhocas foram coletadas pelo método de catagdo manual
(ANDERSON e INGRAM, 1993), submetidas a eutanésia e congeladas em nitrogénio com freeze
clamp instantaneamente, estocadas em freezer (-202C). Posteriormente, foram homogeneizadas
em tampado fosfato de potassio (KPi, pH 7,4) contendo inibidor de protease (PMSF) para realizagao
das analises bioquimicas. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Bradford (1976), utilizando curva de albumina como padrao. A
lipoperoxidacdo foi mensurada pelo teste de substéncias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
utilizando curva de malondialdeido (MDA - 1.1.3.3 - Tetramethoxypropane) como padrao (BUEGE
e AUST, 1978). Os resultados foram expressos em mcmol de MDA/L. A atividade da catalase (CAT)
foi mensurada pela decomposicao do perdxido de hidrogénio, a 240 nm no espectrofotometro
(AEBI, 1984).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de
Comparacgdes Multiplas de Dunnett. Todos os calculos estatisticos foram realizados utilizando o
GraphPad Instat 3.0 for Windows. Comité de Etica em Pesquisa da IFFAR (CEP n? 252.001-2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apébs o periodo de exposigdo, ocorreu redugdo no nimero de espécimes dos grupos
contaminados com glifosato (p <0,008). O grupo GLY apresentou reducao de 35% (p<0,05) no
nimero de minhocas sobreviventes, comparado ao CTRL. A taxa de mortalidade do grupo SGLY,
no qual a dosagem do herbicida simulou a concentragcdo total rotineiramente aplicada nas
lavouras, foi de 67,5% (p<0,001), em relacdo ao grupo controle (Figura 1).
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Figura 1. Médias de animais coletados apds o periodo de exposigdo (7 dias). CTRL, grupo
controle (n=7); GLY, contaminado com glifosato a 3 L/ha (n=6); SGLY, contaminado com glifosato
a 10L/ha (n=3). Dados em Média + EPM. *P<0,05; **P<0,001.

A mortalidade de minhocas expostas ao glifosato em concentracoes indicadas para aplicagao
na lavoura, conforme observado em nossos resultados, ndao é comum na literatura. Verificou-se
apenas 4% de perdas em oligoquetas Eisenia andrei expostas ao herbicida durante sete dias a
concentracao de 47 mg/Kg de solo, uma das mais elevadas entre as testadas no estudo (BUCH,
2013). Correia e Moreira (2010) nao verificaram mortalidade de minhocas da espécie Eisenia
foetida apds exposicdo cronica ao glifosato. Contudo, os animais apresentaram reducao em sua
biomassa, excessiva secregao mucosa, alteragoes morfoldgicas e reducdo em sua atividade, que
possivelmente refletem danos a nivel celular nestes animais (CORREIA; MOREIRA, 2010).

Em nossos resultados, os animais sobreviventes do grupo SGLY tiveram sua concentragao de
proteinas total consideravelmente superior a dos demais grupos (p=0,0162), com um aumento de
168,8%, comparado ao CTRL, e de 165,9% em relacao ao GLY (Figura 2 A). Além disso, ao
avaliarmos a lipoperoxidacao, a partir de TBARS, a concentracao de MDA (mcmol/L) dos animais
expostos a maior dosagem testada (SGLY), também foi maior (p<0,05), comparada aos grupos
CTRL e GLY (Figura 2 B). Contudo, nao houve diferenca na atividade da CAT entre os tratamentos
(p=0,943): enquanto a média do CTRL foi de 44,27 = 10,90 (UCAT/mg prot.), a dos grupos GLY e
SGLY foram de 44, 93 + 7,26 (UCAT/mg prot.) e 49,18 £ 13,80 (UCAT/mg prot.),
respectivamente.
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Figura 2. A: Médias de concentracdo de proteinas das oligoquetas apds periodo de exposicao (7
dias). B: Médias de concentracao de MDA das oligoquetas apds periodo de exposigao (7 dias).
CTRL, grupo controle; GLY, contaminado com glifosato a 3 L/ha; SGLY contaminado com glifosato
a 10L/ha. Dados expressos em Média + EPM. *P<0,05.

Em interessante estudo, Contardo-Jara, Klingelmann e Wiegand (2009), ao exporem
oligoquetas da espécie Lumbriculus variegatus a doses subletais de glifosato durante quatro dias,
verificaram que o herbicida foi acumulado nos tecidos dos animais, e que as enzimas antioxidantes
SOD e CAT tiveram sua atividade aumentada, o que indica inducao de estresse oxidativo. Perante
este contexto, embora ndo tenhamos observado alteracoes na atividade da catalase, o aumento
nas proteinas totais e nos niveis de MDA do grupo SGLY indica o provavel abalo celular induzido
pelo herbicida. Por isso, novos estudos sdo necessarios, para conhecermos os efeitos deste
agrotoxico sobre outros marcadores de estresse celular e, assim, compreendermos as principais
vias envolvidas em sua toxicidade, que contribuiram para a mortalidade das oligoquetas.

CONSIDERACOES FINAIS

A exposicao ao glifosato eleva a taxa de mortalidade de oligoquetas sem alterar a atividade da
catalase. No entanto, nossos resultados mostram claramente uma modificagao no padrado proteico
e nos niveis de MDA dos animais contaminados, o que sugere fortemente que existe uma
disfuncdo metabdlica, via elementos do status redox, que possivelmente resulta na mortalidade
avaliada.

Palavras-chave: Agrotdxico; minhocas; sobrevivéncia; estado redox.
Keywords: Agrotoxic; earthworms; survival; redox status.
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