UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DO SOLO

BIOMARCADORES ENZIMATICOS E
ECOTOXICIDADE POR COBRE EM Eisenia andrei
(Bouché 1972)

DISSERTACAO DE MESTRADO

Talita Ferreira

Santa Maria, RS, Brasil

2015



BIOMARCADORES ENZIMATICOS E ECOTOXICIDADE
POR COBRE EM Eisenia andrei (Bouché 1972)

Talita Ferreira

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de Pds-Graduacéo
em Ciéncia do Solo, Area de Concentracdo em Organismos do Solo e
Insumos Bioldgicos a Agricultura, da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncia do Solo.

Orientadora: Profd.Dr2. Zaida Inés Antoniolli

Santa Maria, RS, Brasil

2015



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Rurais
Curso de Pos-Graduacio em Ciéncia do Solo

A comissiio examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertagdo de
Mestrado

BIOMARCADORES ENZIMATICOS E ECOTOXICIDADE POR COBRE EM
Eisenia andrei (Bouché 1972)

claborada por
Talita Ferreira

como requisito parcial para obteng#io do grau de Mestre em Ciéncia do Solo

COMISSAO EXAMINADORA

~,_/QL~J—/Q» ‘

Zaida Wnés Antoniolli, Dr®, (UFSM)
(Presidente/Orientador)

. W,“
Andressg de Oliveira Silveira, Dr*, (UFSM)

(

(Examinadora)
Benjamim Dias Osério Filho, ig (UERGS)
(Examinador}

Santa Maria, 16 outubro de 2015,



Milton e Terezinha dedico esse

trabalho a vocés.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Milton Ferreira e Terezinha Kuiawa Ferreira, pelo amor, educacdo,
apoio incondicional e exemplo de persisténcia na vida. Aos meus irmaos Thayna Ferreira e

José Vitor Ferreira pelas alegrias, amizade, apoio e paciéncia. Obrigada por tudo, amo vocés.

A minha Orientadora Prof2. Dr2, Zaida Inés Antoniolli pela amizade, aprendizagem e

paciéncia.
A Dr2, Barbara Estevdo Clasen pela co-orientagio, amizade, ajuda e ensinamentos.
Ao Professor Dr. Rodrigo J. S. Jacques, pelos ensinamentos, amizade e incentivos.
Ao Seu Otavio e a Dona Irma que me acolheram nessa cidade, muito obrigada.

A todos os colegas e amigos do laboratorio de Biologia do Solo e Ambiente:
Anderson, Antonio, Angela, Caroline B., Caroline R., Cristiane, Daiana, Daiane, Daniel,
Edicarla, Eduardo, Hazael, Joice, Juliane, Mirian, Natielo, Nariane,Willian, Valdemir, Valéria

pela amizade e companheirismo, que tornam o ambiente de trabalho alegre e agradavel.

Aos professores do Departamento de Solos: Carlos Alberto Ceretta, Celso Aita,
Leandro da Silva, Sandro Giacomini, José Miguel, Ricardo Dalmolin, Fabricio Pedron, Paulo

Gubiani, Gustavo Brunetto, Jean Minella pelo aprendizado durante o curso.

Aos componentes da banca examinadora, agradeco pelo aceite e disponibilidade.
Agradeco a Universidade Federal de Santa Maria e ao Programa de Pés Graduagdo em

Ciéncia do Solo por ter oferecido a oportunidade da realizacdo de mais um sonho.

A CAPES, pela concess&o da bolsa de estudos.

Muito Obrigada!



“A verdadeira viagem de descobrimento ndo consiste em procurar novas paisagens, mas em
ter novos olhos”. (Marcel Proust)



RESUMO
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Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria
BIOMARCADORES ENZIMATICOS E ECOTOXICIDADE POR COBRE EM

Eisenia andrei (Bouché 1972)

AUTOR: Talita Ferreira
ORIENTADORA: Prof2. Dr2, Zaida Inés Antoniolli
Data e local da defesa: Santa Maria, 16 de outubro de 2015.

O uso indiscriminado de insumos agricolas pode causar a polui¢do dos solos, comprometendo
a flora, fauna e as relagdes ecoldgicas. Dentre os insumos quimicos utilizados na agricultura,
destaca-se a calda bordalesa. Sua intensa utilizagdo resulta em uma adi¢do consideravel de
cobre ao solo, podendo causar danos aos organismos expostos. O presente estudo teve como
objetivo determinar os efeitos toxicoldgicos de diferentes doses de cobre: 0, 35, 70, 105, 140
e 175 mg.Kg™ aplicado ao solo, na biomassa e reproducdo das minhocas Eisenia andrei,
atraveés dos testes ecotoxicologicos assim como os efeitos da exposi¢do a nivel enzimatico
antioxidante, através das enzimas catalase e glutationa S-transferase (CAT e GST), sobre
biomarcadores de neurotransmissdo como a acetil-colinesterase (AChE) e na peroxidacéo
lipidica da membrana celular através dos niveis de malondialdeido (MDA). Os resultados
ecotoxicolégicos, evidenciaram que as maiores doses de cobre testadas, (140 e 175 mg.Kg™)
foram toxicas, pois as minhocas apresentaram reducdo média na biomassa e no niumero de
casulos. Em relacdo aos niveis enzimaticos, foi observado um incremento na atividade das
enzimas glutationa-S-transferase, como mecanismo de defesa antioxidante. O aumento
significativo nos niveis de MDA observados e a inibi¢do da atividade da acetil-colinesterase,
indicam a ocorréncia da peroxidacdo lipidica da membrana celular e alteracbes na

neurotransmissao em decorréncia do estresse oxidativo ocasionado pela presenca do metal.

Palavras-Chave: Ecotoxicologia, metal pesado, minhoca, enzimas antioxidantes



ABSTRACT

Master Dissertation
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Federal University of Santa Maria

BIOMARKERS ENZYME AND ECOTOXICITY OF COPPER IN Eisenia andrei
(Bouché 1972)

AUTHOR: TALITA FERREIRA
ADVISOR: Zaida Inés Antoniolli
Date: Santa Maria, 16-10-2015

The indiscriminate use of agricultural supplies can cause soil pollution, affecting the flora,
fauna and ecological relationships. Among these chemical compounds used in agriculture,
there is the Bordeaux mixture. The intense use of this fungicide results in a considerable
copper addition in the soil, may cause damage to exposed organisms. This study aimed to
evaluate the toxicological effects of different copper doses, (0, 35, 70, 105, 140 e 175 mg.Kg"
) applied in soil, at earthworms Eisenia andrei biomass and reproduction, through
ecotoxicological tests as well as the effects of exposure to antioxidant enzyme activity, by the
enzymes catalase and glutathione S-transferase (GST and CAT), on neurotransmission
biomarkers such as acetylcholinesterase (AChE) and cell membrane lipid peroxidation
through the levels of malondialdehyde (MDA). The ecotoxicological results showed that the
largest copper doses tested, (140 e 175 mg.Kg™) were toxic, because the worms had a mean
biomass reduction and cocoons. In the enzyme assessments, an increase in the glutathione-S-
transferase activity was observed as the antioxidant defense mechanism. The significant MDA
levels increase and the acetylcholinesterase activity inhibition, indicating the cell membrane
lipid peroxidation occurrence and neurotransmission changes as a result of oxidative stress
caused by the metal.

Key words: Ecotoxicology, heavy metal, earthworm, antioxidant enzyme



SUMARIO

LINTRODUGAO GERAL ..ottt 10
1.1 Bioindicadores da qualidade d0 SOI0 ...........ccoouiiiiiiiiiiiie e 11
1.2 Contaminagao d0o SOI0 POF CODIE .......uiiiiiiiiieiie e 14
1.3 Minhocas Eisenia andrei (BoOUChE 1972) .........cccoiiiiiiiiieiie e 14
1.4 ECOTOXICOIOQIA TEITESTIE ...ttt 15
1.5 Efeit0S MOFTOIOQICOS. .. ..ottt 17
1.6 ESEreSSe OXIATIVO .....ceieiii ettt e e et e et e e st e e s nte e e nnneeeannes 17
A B (=] =] T - SRR 21
2 ARTIGO |- RESPOSTAS ECOTOXICOLOGICAS DE Eisenia andrei AO
COBRE ..ottt et ettt h ettt et ea e ae et e Rt e e e ra et enae e enes 31
2.0 RESUIMIO «..eeeie ettt ettt et e ettt e e e a bttt e e e e sttt e e e e n bttt e e e anb b e e e e e anbb e e e e e anbbeeaesantaeeeeaas 31
P 114 oo [ ¥ [0 T R PP PR PSPPSR 32
2.3 MaAterial @ IMETOUOS .......cuiiieiiiiie ettt et sr et e e enaeenaesraeneenne s 33
2.3.1 SO0 ULHIZAAO. ... oottt et e e e e e enaesra e e e n e enneas 33
2.3.2 Testes €COtOXICOIOGICOS ... e uuvreiiiiieiiie et e et s e s tee e et e et e e e et e e st e e anaeeeanes 34
2.3.3 Teste de Toxicidade Aguda com solo contaminado ...........ccccveeviveevieeeiiie e, 34
2.3.4 ANALISE ESLALISTICA ... .evvieiieiiieiiie ettt 35
2.3.5 Teste de Toxicidade Cronica em s0lo contaminado...........c.covervrieinienininiens cerieeiienns 35
2.3.6 ANALISE ESLALISTICA ... .evvieiieiiieiiie ettt 37
2.4 RESUITAAOS € DISCUSSED ......vviiuiieiiiieitiesiee st e siee et ettt et e st et e st e et anae e 37
2.4.1 Teste de TOXICIAAUE AQUA .........eeeiuiieeiiee et e e e e 37
2.4.2 Teste de TOXICIdAUE CrONICA .......eeiueeiieeiiieiiee ettt 40
2.5 CONCIUSDES ...ttt ettt et e bt et e et e e bt e e nbn e e be e nae e 42
2.6 RETEIBINCIA ... civiiiiie ettt e et et e et 43
3 ARTIGO II- Enzimas antioxidantes em Eisenia andrei exposta a solo contaminado
(o10] 0 (T e0] o1 T PP PR PSPPI 48
3.1 RESUIMIO ...ttt ettt ettt e e e et e e e et bt e e e e s et e e s anb b e e e e e b b e e e e e anrnr e e e 48
KT | 1 1 0o [ Tox= o TSRS SPPR 49
3.3 MaAterial € IMELOTOS .......veeiieiiieiie et 50
TR 0 ST ] (o IV 41172 Vo [o SR PROPRPP 50
3.3.2 CondiCOES EXPEIIMENTAIS .......eeiivieeeitieeeiieeecttee e st e e st e e st e e st e e et e e e s e e e s raeeesnbeeeaaeeeanes 51
3.3.3 ENSAI0S BIOQUIMICOS .....vveeieiee it ettt ettt e et e et e et e e st e e anana e 51
3.3.4 Atividade da Catalase (CAT) ..ot srara e 52
3.3.5 Glutationa S-Transferase (GST) ..uuiiiiiiiiiieiiiii e 52

3.3.6 Acetil-colinesterase (ACKE) .........ooiiiiiiiiiiiiiiie e 52


file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374210
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374211
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374212
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374213
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374218
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374219
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374213
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374213
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374213
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374213
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374213
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214

3.3.7 Ensaio de Peroxidagdo Lipidica (TBARS) .......ccoiiiiiiiiiiiiie e, 53

3.3.8 DeterminaGao de ProteiNAS ........cooceeiieiiiiiiiie ettt 53
3.3.9 ANALISE ESLALISTICA .....eeiuviieiiiec ittt et bre e 53
3.4 RESUITAAOS € DISCUSSAD .......vvveeeiiiiieeeeiitie e e e eiiee e e s st e e e s st e e e s st e e e e s atb e e e s abbr e e e s araeeeeeas 54
3.4.1 Efeito do cobre sobre a atividade da enzima GST em Eisenia andrei.............ccccccuee..ne. 54
3.4.2 Efeito do cobre sobre a atividade da enzima AChE em Eisenia andrei................c........ 56
3.4.3 Efeito do cobre sobre a atividade da enzima CAT em Eisenia andrei ............ccccceveene. 58
3.4.4 Efeito do cobre no nivel de peroxidacéo lipidica em Eisenia andrei............cccccceeueenee. 59
3.5 CONCIUSDES ...ttt e et e et e e e e et e e e s et e e e e s atb e e e e s snrbr e e e s araneeeaas 61

30 R I N CIA ... e et ———— 62


file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374213
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374213
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374215
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214
file:///F:/MINHOCASSs/dissertação%20talitaa%206.docx%23_Toc409374214

1. INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de insumos agricolas é essencial para manter a alta produtividade e a
fertilidade dos solos cultivados. No entanto, o uso indiscriminado e abusivo desses compostos
pode causar degradagéo e contaminacgao dos recursos naturais, influenciando negativamente a
biota do solo (BROWN & DOMINGUEZ, 2010).

Dentre os agrotoxicos mais utilizados no estado do Rio grande do Sul destaca-se a
calda bordalesa, um fungicida composto de uma mistura de 6xido de célcio e sulfato de cobre,
usado no controle do mildio em videiras (GIROTTO et al.,, 2014). Este fungicida é
amplamente utilizado, em especial na serra gaucha, maior regido vitivinicola do Brasil,
resultando em uma adicdo anual consideravel de cobre ao solo, aumentando assim a
toxicidade e contaminacdo do meio ambiente (MIOTTO et al., 2014). Segundo Brun (1998), o
uso continuado dos fungicidas cupricos pode adicionar ao sistema quantidades de cobre acima
da capacidade maxima de adsorcdo, aumentando sua quantidade nas formas sollveis e
ultrapassando o teor critico do solo.

A presenca deste metal pesado afeta todo o ecossistema, e pode levar a exclusdo da
biota do solo, como a minhoca, alterando de maneira negativa a flora, a fauna e todas as
relacGes ecoldgicas (OLIVEIRA, 2014). Por isso, o conhecimento do grau de contaminacdo €
fundamental para o monitoramento do potencial de persisténcia deste composto no solo
(ANDREA, 2010).

A contaminacdo do solo traz grande preocupacao, dada a importancia deste recurso
natural como reservatorio de agua e nutrientes para plantas e como habitat para organismos
decompositores (ANDREA, 2010). No entanto, o estudo de areas contaminadas em solos
brasileiros é ainda precario, visto que somente em 2009 o Conselho Nacional do Meio
Ambiente — CONAMA publicou uma resolucdo (n: 420 de 28 de dezembro de 2009) que
estabelece critérios e valores de qualidade do solo. Estes critérios sdo definidos em funcédo das
propriedades quimicas, e a qualidade do solo pode ser descrita como a capacidade do solo
funcionar dentro dos limites ambientais, garantindo o sustento da produtividade biologica e a
satde animal e vegetal (DORAN et al., 2000).

A agéncia ambiental brasileira estabelece que teores superiores a 60 mg.Kg™ de cobre

no solo sinaliza a necessidade de medidas corretivas destinadas a restabelecer sua qualidade.
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J& a Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM) elaborou a portaria N°. 85/2014,
que estabelece valores de referéncia de qualidade para solos do Rio Grande do Sul. Para os
solos da Depresséo Central o valor de referéncia do cobre é de 13 mg.Kg™.

Porém, no momento da avaliagdo levam-se em conta apenas parametros quimicos, que
muitas vezes ndo representam o comportamento deste contaminante no ambiente como um
todo. Tem-se buscado entdo parametros que sirvam de indicadores da qualidade geral do solo
e do ambiente (BROWN & DOMINGUEZ, 2010). Os parametros biolégicos tém sido usados
frequentemente para esta finalidade por apresentarem maior sensibilidade na detecgéo destes
poluentes.

1.1 Bioindicadores da qualidade do solo

Bioindicadores sdo individuos ou comunidades que fornecem informacdes sobre a
condicdo de um ecossistema, demonstrando a presenca de alteracbes ambientais
(LJTEROFF, 2009). Sdo componentes importantes na funcdo do solo e qualquer alteracdo
que ocorra na sua propriedade é provavel que os afetem (LAVELLE et al., 2006). Muitos
organismos sdo incapazes de se adaptar as condi¢cdes ambientais modificadas, apresentando
alteracdes no comportamento, fisiologia, de modo que sua auséncia no ambiente de fato, ja
indica um problema (GARCIA et al., 2008).

A utilizacdo de bioindicadores possibilita determinar a concentracdo dos poluentes que
influenciam os organismos, bem como o padrdo de contaminacéo e a biodisponibilidade. Para
escolha do organismo teste deve-se levar em consideracdo a representatividade dentro do
ambiente que ocupa e a sensibilidade ao agente quimico (ANDREA, 2010). E crescente o
namero de estudos desenvolvidos nos Ultimos anos avaliando o potencial bioindicativo de
organismos de diferentes niveis troficos, tais como colémbolos, acaros, enquitreideos e
minhocas (BARETTA et al., 2014; ANDREA, 2010; ZHU et al., 2008; RODRIGUEZ-
CASTELLANOS & SANCHES-HERNANDEZ, 2007; CURRY, 2004).

Dentre esses bioindicadores terrestres, um dos grupos zooldgicos mais estudados € o
grupo Annelida, da familia Lumbricidae (BERNARD et al., 2010). As minhocas, representam
uma parte importante da biomassa da macrofauna, e sdo considerados prestadores de servicos
essenciais aos ecossistemas (BLOUIN et al.,, 2013), como manutencdo da estrutura e
fertilidade dos solos (AMOSSE et al., 2015), formac&o de himus e agregados (YVAN et al.,
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2012), melhoramento da porosidade, infiltracdo e retencdo da agua (FIUZA., 2012),
decomposicdo de residuos e ciclagem de nutrientes (ANTONIOLLI., 2009).

As minhocas sdo fortemente afetadas pelas substancias toxicas presente no solo, pois
ao ingerir residuos desses contaminantes durante sua alimentacdo podem incorporar e até
bioacumular esses poluentes em seus tecidos (CURRY, 2004). Desta forma, estes organismos
sdo considerados excelentes bioindicadores da contaminacdo do solo em funcdo do hébito
alimentar, comportamento, habitat, por serem afetadas pela poluicdo de metais, por
influenciarem no destino e na distribuicdo dos produtos quimicos no solo (DOMINGUEZ &
PEREZ-LOSADA, 2010). Além disso sio organismos de facil reproducdo em laboratorio
com alta taxa reprodutiva em curto periodo de tempo (FOUNTAIN & HOPKIN, 2005). A
avaliacdo da toxicidade que uma substancia quimica causa na minhoca é feita atraves da
observacdo em parametros do organismo, como mortalidade, crescimento, reproducéo e/ou
através do seu comportamento, entre outros (CESAR et al., 2013; JUBILEUS et al., 2013;
ASENSIO, 2007; MABOETA & FOUCHE, 2014; WU et al., 2012; MA, 2005).

Minhocas sdo frequentemente utilizadas como bioindicadores da contaminagdo por
cobre (Tabela 1). Esses organismos, em contato com solo contaminado por metais podem
apresentar retardo na maturacdo sexual (SPURGEON et al.,1996), alteracdes na atividade
enzimatica (LASZCZYCA et al., 2004), modificacdes na expressdo de genes (BRULLE et al.,
2007), entre outros. Estas alteracGes observadas nos organismos sdo utilizadas como

indicativos de contaminagédo em testes ecotoxicoldgicos.
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Tabela 1 — Espécies de minhocas utilizadas em estudos como bioindicadores da contaminag&o por cobre.

Espécies Ambiente  Teor de Cu Avaliacéo Resultados Referéncias
de (mg.Kg™
Minhocas
E. andrei Solos Africa 39 - 605 -6925 Biomassa Biomassa (-)* MABOETA &
do Sul Reproducéo Reproducgédo (-) FOUCHE
(2014)
L. rubellus e  Solos de 5-100 Teor de cobre Produgdo casulo MA (2005)
L.castaneus fundicdo Sobrevivéncia )
Producéo de
casulos
L. rubelluse Solos com 30 - 107 Teor de cobre Correlagéo (+) DAl et al.
L.castaneus residuos entre teor de (2004)
metallrgicos cobre do solo e
minhoca
E. fetida Solo de 15-67-211-  Teor de cobre, Producéo de SCOTT-
campo e 421 -829-1369 produgdo de casulo (-) FORDSMAND
recém casulos et al. (2000)
contaminado
E. fetida Solos 1-115 Acumulacao/ Acumulacédo (+) SPURGEON &
artificiais Excrecao HOPKIN (1999)
E. fetida Solo de 4-20-40-80- Sobrevivéncia, Sobrevivéncia(-) SVENDSEN &
Floresta 160 -320 Crescimento, Crescimento (-) WEEKS (1997)
L.rubelluse  Solos do 22 — 816 Teor de cobre Corelacdo (+) CORP &
L.castaneus Reino Unido entre teor de MORGAN
cobredosoloe  (1991)

minhoca

* (-) Efeito de decréscimo, (+) Efeito de acréscimo
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1.2 Contaminacéo do solo por Cobre

A aplicacdo de agroquimicos nas culturas é uma pratica comum da agricultura, tendo
como objetivo a protecdo das lavouras pelo controle de doencas e pragas. Esses insumos
quando utilizados de forma intensiva podem causar polui¢cdo aos solos, pois estdo presentes
nestes compostos, elementos potencialmente poluidores, como metais pesados, que podem
provocar toxicidade as plantas, animais e seres humanos (MEURER, 2004). A adicdo de
cobre ao solo iniciou em 1917, com o uso da calda bordalesa (BAKER, 1990) para o controle
de doencas flangicas. O seu uso continuado pode adicionar ao sistema de producédo
quantidades de cobre superiores ao teor critico do solo e a capacidade maximo de adsorcéo
(CQFSRS/SC, 2004). No solo, o cobre pode ser retido por ligagdes fisico-quimicas e sua
labilidade depende do ligante, como a matéria organica e os Oxidos ou da condicdo
geoquimica, como por exemplo, o pH do solo (CASALLI et al., 2008).

A adsorc¢éo do cobre ao solo ocorre primeiramente nos sitios de ligacdo mais avidos,
sendo que sua adicdo frequente pode aumentar a quantidade nas formas sollveis com
potencial para toxidez aos ecossistemas (CASALI et al., 2008). Este metal quando presente no
solo em sua forma solivel pode ser facilmente assimilado pelos organismos através das
membranas celulares, em concentragcdes que podem levar a toxicidade aguda e crénica.

Quando ingerido pelas minhocas, 0s metais que estdo na superficie das particulas do
solo sdo dessorvidos e assimilados no trato digestivo do animal (ARNOLD et al., 2007),
tornando as minhocas boas indicadoras da biodisponibilidade deste metal. Estudos descrevem
os efeitos prejudiciais do cobre sobre comportamento, reproducdo (MABOETA & FOUCHE,
2014), crescimento (JUBILEUS et al., 2013), atividade enzimatica (BERNARD et al., 2015) e
expressdo de genes (BERNARD et al., 2010) na populacdo de minhocas expostas a solos

contaminados.

1.3 Minhocas Eisenia andrei (Bouché 1972)

As minhocas sdo organismos do solo pertencentes ao Dominio Eukarya, Reino
Animalia, Filo Annelida, Classe Clitellata, Subclasse Oligochaeta (MADIGAN et al., 2010).
Compreendem de 40% a 90% da biomassa da macrofauna dos solos tropicais (FRAGOSO et

al., 1999), e sdo considerados organismos prestadores de servigos essenciais aos ecossistemas
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(BLOUIN et al., 2013).

Muitos autores denominam esses organismos de engenheiros do solo (LAVELLE,
1988; JOUQUET et al., 2006; BROWN & DOMINGUEZ, 2010), pois contribuem para a
formacdo e manutencdo da estrutura, interferindo na oxigenagdo, porosidade e infiltracdo de
agua, influenciam nas propriedades quimicas, através da decomposicdo da matéria organica e
ciclagem de nutrientes (LAVELLE, 2006; BLOUIN et al., 2013) e interferem nas relagfes
bioldgicas.

Como mencionado, as minhocas tém grande influéncia no ambiente em que estéo
presentes, mas também sdo sensiveis a ele, podendo ser Gteis na indicacdo de mudancas em
suas propriedades. Desta forma, esses organismos sdo utilizados como indicadores da
perturbacdo ambiental, da qualidade e do potencial produtivo do solo (BROWN &
DOMINGUEZ, 2010). Além disso, as minhocas sd&o um importante elo na cadeia trofica
terrestre, servindo como fontes de alimento para diferentes animais, como mamiferos,
anfibios, aves e insetos (HINTON, 2002). Portanto, as minhocas podem sinalizar o estado
atual dos ecossistemas bem como as mudangas ocorridas através do tempo.

Pelo seu deslocamento e ingestdo do solo ou serapilheira contaminados, as minhocas
entram em contato com os poluentes que estdo adsorvidos nas particulas minerais, na matéria
organica e na solucdo do solo (SPADOTTO et al., 2004). Neste contato, as minhocas podem
se intoxicar, morrer, incorporar ou bioacumular esses poluentes em seus tecidos (CURRY,
2004).

A espécie de minhocas Eisenia andrei é amplamente utilizada em testes
ecotoxicologicos em funcdo do papel fundamental que desempenha na macro-fauna, pelo seu
curto ciclo de vida, sua alta tolerancia a umidade e temperatura e sua operacédo relativamente
simples (DOMINGUEZ & PEREZ-LOSADA, 2010). E a espécie padrdo recomendada pelos
protocolos internacionais para os testes ecotoxicoldgicos de substancias quimicas para regides

temperadas e tropicais.

1.4 Ecotoxicologia terrestre

A ecotoxicologia € a ciéncia que utiliza indicadores biolégicos para prever e/ou
quantificar as mudancas na qualidade do solo resultantes da poluicdo quimica persistente

(BARTLETT et al.,, 2010), tendo como objetivo o desenvolvimento de estratégias para
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interromper, reverter ou remediar esses impactos (AZEVEDO & CHASIN, 2003). Portanto,
testes ecotoxicolégicos permitem avaliar a toxicidade de substancias sobre o ambiente, em
funcdo das respostas do organismo exposto (CHASIN & PEDROZO, 2004), verificado
através do monitoramento de efeitos letais, morfologicos, comportamentais, fisiologicos,
citogenéticos e bioquimicos (NEUHAUSER et al., 1985).

Hé& padrdes metodoldgicos de ensaios de toxicidade com organismos do solo, os quais
sdo tecnicas internacionalmente reconhecidas como as da International Organization for
Standardization (ISO) e Organization for Economic Co-operation and Development (OECD)
(SISINNO et al., 2004). Nestas normas estdo presentes protocolos padronizados para estudos
ecotoxicoldgicos, onde a avaliacdo do potencial toxico de uma substancia quimica no solo
pode ser feita com a utilizagdo de testes de toxicidade aguda e toxicidade cronica. O efeito
agudo de um agente toxico sobre o organismo teste é observado através da letalidade, mas
outras manifestacdes podem ser apresentadas como diminui¢cdo na mobilidade e alteracdes
nos aspectos biometricos relativos ao peso e crescimento (FERREIRA, 2007). O teste de
toxicidade cronica avalia a resposta do organismo exposto ao poluente por um longo periodo
de tempo (ZAGATTO et al., 1992). Normalmente apresenta-se como doses subletais que
permitem a sobrevivéncia do organismo, porém provocam distirbios em suas fungdes
biologicas, tais como reproducdo, maturacdo e desenvolvimento de ovos (GOLDSTEIN,
1988).

Os ensaios de toxicidade podem ser realizados em laboratério onde as condicdes
experimentais sdo especificas e padronizadas. Estes ensaios sdo utilizados para estimar a
toxicidade de diferentes substancias quimicas, como metais pesados, efluentes industriais,
amostras ambientais (COSTA et al., 2008), lodo de esgotos (NATAL-DA-LUZ et al., 2011),
residuos e rejeitos de mineracdo (OLIVEIRA FILHO, 2013). O ensaio consiste em expor o
organismo teste a matriz contaminada, com o objetivo de analisar se a contaminacgéo €é alta o
suficiente para causar efeitos adversos sobre seu crescimento, reproducdo, sobrevivéncia,
mudancas comportamentais e metabdlicas (LIMA, 2009).

No Brasil, 0s 6rgdos ambientais ndo exigem o emprego de testes ecotoxicoldgicos para
avaliacdo da contaminacdo do solo, sendo utilizados somente parametros quimicos. No
entanto, a utilizacdo de parametros bioldgicos é de fundamental importancia, uma vez que
tendem a ser mais sensiveis e por isso usados frequentemente para indicar a qualidade do solo
(BRUSSAARD et al., 2007).



17

1.5 Efeitos morfoldgicos

O resultado dos ensaios ecotoxicoldogicos fornece informagdes sobre a toxicidade de
um contaminante através da alteracdo no peso, reproducdo e através de alteracGes fisioldgicas
e morfologicas no organismo (ANDREA, 2010). Buch et al. (2013) observou algumas
alteracbes morfologicas em minhocas expostas a carbendazim. No inicio da exposi¢cdo foi
observada uma decomposicdo na extremidade posterior, um desanelamento dos segmentos e a
presenca de lesbes no corpo das minhocas Pontoscolex corethrurus, em decorréncia a
exposicdo ao fungicida. Roberts & Dorough (1983), relataram a presenca de inchaco
segmentar nas minhocas Eisenia andrei expostas a fungicidas.

Outros estudos evidenciaram danos graves na morfologia e desenvolvimento dos
espermatozodides das minhocas Eisenia fetida e Eudrilus eugeniae expostas a agrotdxicos
(REINECKE et al., 1995; SOROUR & LARINK, 2001). Minhocas Eisenia fetida expostas a
almiscares policiclicos apresentaram alteragdes morfolégicos tais como inflamacéo,
sangramento e excrecdo de fluidos (CHEN et al., 2011). Em estudos com minhocas Eisenia
andrei expostas a doses crescentes de cobre foram verificados ocorréncia de mudancas
morfologicas, tais como afilamento e descoloracdo da parte posterior da minhoca,
estrangulamento em diferentes regibes do corpo, fragmentacdo e perda de segmentos
(RIBEIRO et al., 2013). A observacéo de alteracfes morfolégicas nos organismos expostos a
contaminantes podem ser uma abordagem eficiente para avaliar a toxidade de substancia

quimicas.

1.6 Estresse Oxidativo

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) é um processo continuo e
fisiologico, que cumpre fungdes biologicas relevantes, atuando como mediadores na
transferéncia de elétrons em diversas reacGes bioquimicas (BARBOSA et al., 2010). No
entanto, quando em excesso na célula pode ser prejudicial, desencadeando um processo de
estresse oxidativo, que pode causar peroxidacdo lipidica da membrana celular, oxidacdo e
degradacéo de proteinas, enzimas e até mesmo modificar o DNA (MATES, 2000). As ERO
incluem o ion superoxido (O3), o perdxido de hidrogénio (H20,), o radical hidroxila (OH) e o

oxigénio livre (O;) (AVILEZ et al., 2008). Esses radicais podem ser formados pelo contato
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dos organismos com substancias toxicas, ocasionando estresse oxidativo, conforme mostrado

na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema da producdo de radicais livres nos organismos expostos a substancias téxicas. Santa Maria,

2015.
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Os organismos sdo capazes de se adaptar ao aumento das ERO através da regulacéo
das defesas antioxidantes. Neste sistema de defesa, estdo incluidas as enzimas antioxidantes
tais como a catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) (GILL & TUTEJA, 2010), cuja a
variacdo enzimatica € utilizada como biomarcador em estudos ecotoxicoldgicos.

A glutationa S-transferase é uma proteina multifuncional envolvida nos mecanismos
de defesa antioxidantes (ZHU et al., 2011), catalisa a conjugacdo de xenobidticos eletrofilicos
e componentes oxidados com glutationa (GSH), formando produtos menos ativos,
minimizando assim a toxicidade dos metais pesados (FITZPATRICK et al, 1995). O
processo de conjugacdo é de fundamental importéncia toxicoldgica, pois a remocdo de
electréfilos reativos possibilita a protecdo das proteinas e acidos nucleicos (NUNES et al.,
2006). Esta enzima é considerada um biomarcador de relevancia em funcéo de seu potencial
de desintoxicacdo em organismos e por serem encontradas em todas as espécies vivas
(HAYES & PULFORD, 1995).

A catalase é uma enzima de defesa antioxidante que possui a capacidade de degradar o
peréxido de hidrogénio (H.0,) em agua e oxigénio molecular, protegendo desta forma as
células dos efeitos toxicos dessa substancia. A enzima também oxida compostos hidrogenados
como fenois, acido foérmico, formaldeido e alcodis, que podem ser prejudiciais ao corpo
(HACKENBERGER et al., 2012). A catalase esta localizada nos peroxissomos que s&o
organelas especializadas em consumir e produzir o H,O, (VERDUYN et al., 1988). A enzima
utiliza dois estagios em seu mecanismo, no primeiro estadgio o ferro do grupo heme da
catalase interage com o H,0O, formando perdxido de ferro rico em oxigénio que pode ser
reduzido por uma variedade de doadores de hidrogénio. Em elevadas concentracGes de H,0,,
0 peroxido de ferro rico em oxigénio reage com uma segunda molécula de H,O, produzindo
agua e oxigénio (SCANDALIOS, 1994). Esta enzima é amplamente utilizada como
biomarcador em estudos ecotoxicologicos, por ser uma enzima que apresenta elevada
atividade quando o organismo encontra-se em estresse oxidativo (AVILEZ et al., 2008).

Outra enzima utilizada como biomarcador em estudos ecotoxicologicos é a
acetilcolinesterase (AChE). A atividade da enzima é essencial na transmissdo dos impulsos
nervosos, atuando nas sinapses colinérgicas e na juncdo neuromuscular (BOURAOUI et al.,
2009). A acetilcolinesterase promove a hidrdlise da acetiltiocolina (ACh), que é reconhecida
como o principal desencadeador da contracdo muscular. Em condi¢es normais a acetilcolina
é rapidamente hidrolisada, finalizando deste modo a transmissdo sinaptica mediada por esse
neurotransmissor (WALKER et al., 2001). A medicdo da atividade desta enzima é um
parametro confiavel para avaliar a agdo toxica de pesticidas (RODRIGUEZ-CASTELLANOS
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& SANCHES-HERNANDEZ, 2007; GAMBI et al., 2007) e metais pesados (VIEIRA et al.,
2009; BANNI et al., 2009; BOURAOQUI et al., 2009). Alguns estudos verificaram inibig&o na
atividade da enzima em anelideos da espécie Hediste diversicolor expostos a cadmio (BANNI
et al., 2009), em mexilhdes expostos a hidrocarboneto aroméatico (BANNI et al., 2010), e em
minhocas Aporrectodea caliginosa expostas a pesticidas (BADAWY et al, 2013),
evidenciando a sensibilidade da enzima utilizada como biomarcador de exposicdo a
compostos toxicos.

Os contaminantes presentes no ambiente podem causar estresse oxidativo nas células
dos organismos expostos, atraves das geracao de espécies reativas de oxigénio que alteram a
atividade das enzimas antioxidante e o processo de desintoxicacdo celular, acarretando na
peroxidacao lipidica das membranas celulares e danos ao DNA (LIN et al., 2012). A extensdo
da peroxidacédo lipidica pode ser medido através dos niveis de TBARS- espécies reativas de
acido tiobarbiturio, que corresponde ao malondialdeido (MDA), produto da degradacéo
peroxidativa de lipidios das membranas (NUNES et al., 2006). Portanto os niveis de MDA
sédo amplamente usados como marcador de estresse oxidativo em minhocas (LIN et al., 2010).
Malondialdeido é o produto formado da reacdo entre as espécies reativas de oxigénio e 0s
acidos graxos insaturados da membrana celular. Eles podem reagir com as extremidades livres
das proteinas, formando ligacGes cruzadas que podem causar lesbes celulares (ZHOU et al.,
2013). Como o contetudo de MDA reflete indiretamente o grau da leséo celular, seus niveis
podem ser utilizados como parametros sensiveis para determinar o dano oxidativo celular
(CHEN et al., 2011).

Diversos autores evidenciaram o estresse oxidativo através da avaliacdo das flutuacdes
das enzimas antioxidantes em minhocas expostos a diferentes agentes toxicos, tais como
pesticidas, inseticidas, metais pesados (XIONG et al., 2014; ZHOU et al., 2013; YANG et al.,
2012; YU-LI et al., 2010; GAETE et al., 2010). Devido a natureza grave do dano oxidativo,
as ERO sdo mantidas em baixos niveis nas células dos organismos, através do sistema de
defesa antioxidante (BERNARD et al., 2015). Desta forma a investigacdo destas enzimas
como biomarcadores em minhocas Eisenia andrei € uma boa abordagem para analisar o
potencial de toxicidade ecoldgica do cobre. A vista do que foi exposto, o trabalho tem por
objetivo determinar os efeitos (agudos, cronicos e bioquimicos) de diferentes doses de cobre
em minhocas da espécie Eisenia andrei, conforme esquema realizado no trabalho apresentado

na Figura 2.
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BIOMARCADORES ENZIMATICOS E ECOTOXICIDADE
POR COBRE EM Eisenia andrei (Bouché 1972)

v
Testes com minhocas Eisenia andrei
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Figura 2 — Esquema do trabalho realizado sobre a ecotoxicidade de cobre em minhocas Eisenia andrei exposta a
solos contaminados. Santa Maria, 2015.
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2 ARTIGO I- Respostas ecotoxicoldgicas de Eisenia andrei ao cobre!

2.1 Resumo

A aplicagdo de agrotdxicos nas culturas é uma pratica comum da agricultura tendo como
objetivo a protecdo de controle de pragas e doencas. Um dos insumos agricolas mais
conhecidos é a calda bordalesa. Este fungicida, quando utilizado intensamente, resulta em
uma adicdo considerdvel de cobre ao solo. Para avaliar o potencial de toxicidade e os efeitos
de uma substéncia aplicada no ambiente sdo utilizados testes ecotoxicoldgicos, com normas
padronizadas pela International Standard Organization (ISO) e Organization for Economic
Co-operation and Development (OECD). O presente estudo teve como objetivo determinar os
efeitos toxicologicos do cobre na espécie de minhoca Eisenia andrei . Utilizou-se as doses de
cobre de, 0, 35, 70, 105, 140 e 175 mg.Kg™, aplicadas ao solo, na avaliacdo da biomassa e
reproducdo das minhocas, através dos testes ecotoxicolégicos. Os resultados evidenciaram
que as maiores doses de cobre testadas (140 e 175 mg.Kg™) foram tdxicas, pois as minhocas
apresentaram reducdo média na biomassa e no nimero de casulos. Entretanto, ndo foi
observada diferenca significativa em relacdo ao peso médio dos casulos e a média de juvenis
por casulo nas diferentes doses de cobre. As alteracdes significativas observadas nos testes

indicam que as maiores doses de cobre causam efeito prejudicial sobre as minhocas.

Palavras-chave: ecotoxicologia, Eisenia andrei, cobre, biomassa, reproducéo

! Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista Agronomica.
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2.2 INTRODUCAO

O uso indiscriminado e sem orientagdo profissional de insumos agricolas contribuem
para 0 aumento da poluicdo ambiental, em funcdo da liberacdo de produtos quimicos
considerados toxicos para a fauna, flora e a saide humana (ROSOLEN, 2015). Dentre estes
compostos quimicos utilizados na agricultura, destaca-se a calda bordalesa, um fungicida
amplamente utilizado no controle do mildio em videiras. A intensa utilizacdo deste produto a
base de cobre resulta em uma adi¢do consideravel do metal ao solo, aumentando o potencial
de toxicidade e contaminacéo ao ambiente (MIOTTO et al., 2014).

O efeito das substancias quimicas aplicadas ao solo podem ser avaliadas através de
testes ecotoxicoldgicos, pois estes permitem compreender e prever os efeito desta substancias
sobre as comunidades naturais em condicdes realistas (CHAPMAN, 2002). A ecotoxicologia
utiliza indicadores biologicos para prever e/ou quantificar as mudancas na qualidade do solo
(BARTLETT et al.,, 2010), tendo como objetivo o desenvolvimento de estratégias para
interromper, reverter ou remediar esses impactos (AZEVEDO & CHASIN, 2003).

E crescente o nimero de trabalhos que utilizam minhocas em testes ecotoxicoldgicos
(SVENDSEN & WEEKS, 1997; SPURGEON & HOPKIN, 1999; MA, 2005; JUBILEUS et
al., 2013; MABOETA & FOUCHE, 2014), em funcio desses organismos serem altamente
influenciados pela contaminacao do solo, pois ao ingerir residuos destas substancias durante
sua alimentacdo podem se intoxicar, incorporar e até bioacumular esses poluentes em seus
tecidos (CURRY, 2004). As minhocas podem ainda absorver os contaminantes da solucéo do
solo por meio de contato direto e passagem pela cuticula (BROWN & DOMINGUEZ, 2010).
Esta intoxicacdo & de grande preocupacdo haja vista a importancia destes animais na
manutencdo da estrutura do solo (BOTTINELLI et al., 2015), fertilidade (BROWN &

DOMINGUEZ, 2010), melhoramento da porosidade, infiltracio e retencdo da agua (FIUZA,
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2012) e na decomposicao de residuos (ANTONIOLLI, 2009).

As minhocas sdo também consideradas excelentes bioindicadores em teste
ecotoxicologicos, em funcdo do seu habito alimentar, comportamento e por serem
susceptiveis a pertubacdo e contaminagdo do hébitat em que vivem (DOMINGUEZ &
PEREZ-LOSADA, 2010). A presenca de metais no solo influencia as minhocas podendo
ocasionar mortalidade (SPURGEON e HOPKINS, 1995; SPURGEON et al., 2000), reducéo
de seu crescimento (VAN GESTEL et al.,, 1991; KHALIL et al., 1996), diminui¢do na
fertilidade (SIEKIERSKA & URBANSKA-JASIK, 2002), reducdo na producao de casulos e
na viabilidade dos casulos (MA, 1988; SPURGEON e HOPKINS, 1996). Estas alteracoes
observadas no organismo sdo utilizadas como indicativos de contaminacdo em ensaios
ecotoxicologicos.

O objetivo do presente estudo foi determinar os efeitos toxicologicos das diferentes
doses de cobre na biomassa e reproducdo das minhocas Eisenia andrei, através dos testes de

toxidade aguda e cronica.
2.3 MATERIAL E METODOS
2.3.1 Solo utilizado

O solo utilizado para os testes ecotoxicologicos foram coletados na camada de 0-20
cm da area de campo da UFSM sem historico de uso agricola. O solo foi seco ao ar,
destorroado e peneirado com peneira de malha 2 mm, para separacao de fragmentos vegetais e
outros residuos.

Os solos contaminados com as diferentes doses de cobre foram enviados para

determinacdo quimica no Laboratdrio de analise de solos da UFSM, Tabela 1.
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Tabela 1: Resultado da analise quimica do solo apos a adicdo das diferentes doses de cobre.

Doses de cobre aplicadas ao solo (mg.Kg™)
0 35 70 105 145 175

Disponibilidade do cobre no
solo Mehlich-1 (mg/dm?) 04 121 196 264 372 54,5

O solo coletado apresenta as seguintes caracteristicas: pH em agua 5,6; matéria
organica 1,2%; Argila 26%, CTC 12,9; P 18 mg/L; K 40 mg/L; Ca 6,9 cmol//L; Mg 3,3

cmold/L; H+AIl 2,5 cmol/L; Cu 0,4 mg/L; Zn 1,7 mg/L.

2.3.2 Testes ecotoxicologicos

Para o teste de toxicidade aguda (teste de mortalidade) e o teste de toxicidade crénica
(teste de reproducdo) utilizou-se minhocas Eisenia andrei como bioindicadores da
contaminacdo por cobre. Os testes foram realizados no laboratério de Biologia do Solo e

Ambiente, da Universidade Federal de Santa Maria.

2.3.3 Teste de Toxicidade Aguda com solo contaminado

O teste de toxicidade aguda foi baseada na orientagdo da “Organization for Economic
Co-operation and Development (OECD)”- Guia para testes quimicos n° 207 (OECD-1984),
usando solo natural no lugar do solo artificial. O ensaio utilizou diferentes doses de cobre, (0,
35, 70, 105, 140, 175 mg.Kg™), aplicados ao solo na forma liquida, utilizando-se uma solucio
de sulfato de cobre. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
composto por seis tratamentos, com trés repeticdes. O parametro de avaliacdo utilizado foi o

aspecto biométrico da minhoca, ja que todas as doses utilizadas sdo consideradas subletais,



36

abaixo da CLso (519 mg.Kg™ para cobre), relatado para E. fetida em solo artificial OCDE
(HONEYCUTT et al., 1995 e SPURGEON et al., 1994). As minhocas utilizadas nesse
ensaio foram individuos adultos clitelados oriundos do minhocério do Departamento de Solos
- UFSM.

A montagem do ensaio consistiu em adicionar 500 gramas de solo contaminado com
as diferentes doses de cobre nos recipientes com capacidade de 1L, formando uma lamina de
solo de 5 cm. A umidade do solo foi mantida em 60% da capacidade de campo. Para cada
unidade experimental foi adicionado esterco bovino seco, e em seguida as minhocas
previamente pesadas, com massa variando entre 250 e 600 mg cada individuo conforme
recomendado pela OECD. Os recipientes foram acondicionados em BOD com temperatura
constante de 20°C. A pesagem das minhocas foi realizada no sétimo, décimo quarto e

vigésimo primeiro dia apds instalacdo do experimento.
2.3.4 Analise estatistica

No teste de toxidade aguda, para as variagbes na biomassa das minhocas, aos 21 dias,
os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As analises foram executadas

através do software Assistat (SILVA & AZEVEDO, 2009).

2.3.5 Teste de Toxicidade Crbénica em solo contaminado

No experimento avaliou-se a dose de cobre com potencial para interferir na
reproducdo das minhocas. As minhocas usadas no ensaio foram sincronizadas, inicialmente
foi feito a coleta de minhocas juvenis, sem clitélo, no minhocéario do Departamento de Solos

da UFSM. Estas minhocas foram colocadas individualmente em placas de Petri contendo solo
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e esterco bovino como alimento. Foram feitos furos na tampa das placas para permitir as
trocas gasosas. Posteriormente as placas foram acondicionadas em uma BOD onde
permanecem até as minhocas atingirem a fase adulta (clitelo desenvolvido).

O ensaio de toxicidade crbnica seguiu a orientacdo do International Standard
Organization - 1ISO 11268-1 - Efeitos de poluentes em minhocas, determinacdo do efeito na
reproducdo (ISO 1997). No ensaio foram testados os solos contaminados com as mesmas
doses de cobre que no teste de toxicidade aguda, (0, 35, 70, 105, 140, 175 mg.Kg™ Cu).

A montagem do ensaio consistiu em adicionar 500 gramas de solo contaminado com
as diferentes doses de cobre, em recipientes com capacidade de 1L, formando uma lamina de
solo de 5 cm. A umidade do solo foi mantida em 60% da capacidade de campo. Para cada
unidade experimental foi adicionado esterco bovino seco, e em seguida foram pesadas 10
minhocas e alocadas em cada unidade experimental. O peso inicial das minhocas variou de
250 a 600 mg. Antes de adicionar as minhocas, estas foram colocadas em placas de Petri com
filtro de papel molhado durante um periodo de 24 h, para depurar seus conteddos estomacais.

Os recipientes foram fechados com tecido ndo tecido (TNT), para limitar a perda de
umidade do substrato e evitar a fuga das minhocas. Os recipientes foram acondicionados em
uma BOD com temperatura de 20°C e semanalmente foi adicionado esterco bovino ao longo
do periodo de 28 dias.

No final deste periodo as minhocas foram removidas, e os casulos deixados nos solos
contaminados durante um periodo de 56 dias. Apds este periodo, 0 nUmero de casulos, bem
como os juvenis foram contados. O ensaio seguiu o delineamento experimental inteiramente

casualizado, composto por seis tratamentos, com trés repeticoes para cada tratamento.
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2.3.6 Anélise estatistica

No teste de toxidade crénica, para 0 nUmero de casulos e juvenis por casulos, os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As analises foram executadas através do

software Assistat (SILVA & AZEVEDO, 2009).

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Teste de Toxicidade Aguda

No teste de toxicidade aguda foi avaliada a biomassa média das minhocas expostas ao
solo contaminado com diferentes doses de cobre (Tabela 2). Durante os 21 dias de ensaio ndo

foi observado nenhuma mortalidade.

Tabela 2: Biomassa média (g) de minhocas expostas a solos contaminados com diferentes
doses de cobre durante um periodo de 21 dias do bioensaio, em condic¢Ges controladas.

Doses (mg.Kg™ Cu)
35 70 105 140 175
0 0,276 cA 0,253 dA 0,255 cA 0,286 cA 0,273 bA 0,260 aA
7 0,336 bA 0,316 cA 0,296 cA 0,333 bA 0,316 aA 0,300 aA
14 0,356 bA 0,346 bA 0,357 bA 0,360 aA 0,336 aA 0,276 aB
21 0,410 aA 0,403 aA 0,413 Aa 0,400 aA 0,353 aB 0,226 bC

Dias

*Médias seguidas de mesma letra mindsculas na coluna e mailscula nas linhas néo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott (P<0,05).

No primeiro dia, inicio do ensaio, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as
minhocas expostas aos solos contaminados e o controle. Com o passar dos dias, houve uma

tendéncia de aumento na biomassa das minhocas Eisenia andrei até a dose de 140 mg.Kg™
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Cu. Este resultado apresenta similaridade com os ensaios de Svendsen & Weeks (1997), onde
foi possivel verificar que nas concentracdes de cobre de até 80 mg/Kg™ néo foi observado
inibicdo no crescimento médio de minhocas E. andrei. No entanto nos ensaios realizados com
Eisenia andrei em laboratério de Maboeta & Fouché (2014), apenas minhocas expostas ao
solo sem adigcdo de cobre apresentaram aumento significativo de biomassa, enquanto que as
minhocas presentes em concentracdes de 39,17 mg.Kg™ de Cu, aos sete dias de exposicéo, ja
apresentaram reducdo na biomassa.

As possiveis razbes das variacdes na dose de cobre que causam toxicidade as
minhocas relatada por diferentes autores podem ser em funcéo da espécie utilizada no teste,
no tempo de contato e nas caracteristicas de cada solo (ANDREA, 2010; JUBILEUS et al.,
2013; MABOETA & FOUCHE, 2014). As propriedades do solo exercem grandes influéncias
sobre a absorcao e toxicidade dos metais pesados para as minhocas, pois caracteristicas fisico-
quimicas, tais como pH, teor de argila, porcentagem de matéria organica, influenciam
diretamente no comportamento e na biodisponibilidade do cobre (SPADOTTO et al., 2004).
Como os testes foram conduzidos em solos coletados a campo, os resultados da toxicidade do
cobre nas minhocas é ambientalmente mais realista do que estudos de toxicidade realizado
com solo artificial.

As minhocas sdo consideradas acumuladoras eficazes de metal do solo, levando ao
armazenamento ou excrecdo dos ions a partir de seus tecidos (LUKKARI et al., 2005). Estes
apresentam a capacidade de redistribuir os metais em seu corpo, especialmente o cobre, metal
essencial, levando o equilibrio entre a absorcdo e excrecdo (HOPKINS, 1989). No entanto em
altas concentracdes ocorre um desequilibrio entre absorcdo e excrecdo, causando toxicidade
ao organismo. Esta toxicidade pode ser observada nas minhocas expostas ao solo
contaminado com a dose de 175 mg.Kg™ de Cu, que apresentaram uma significativa reducéo

média na biomassa em relacdo as demais doses a partir dos quatorze dias de exposicéo,
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seguindo até os vinte um dias, final do ensaio, (Tabela 2). Este resultado esta de acordo com
0s ensaios de Svendsen & Weeks (1997), onde verificaram que nas concentragfes mais
elevadas de cobre no solo (160 e 320 mg.Kg™) as minhocas Eisenia andrei comecaram a
perder peso corporal.

Aos vinte um dias de exposicdo, as minhocas presentes no solo contaminado com a
dose de 140 mg.Kg™Cu apresentaram menor peso corporal em relacdo as demais minhocas
presentes nas diferentes doses, exceto a dose de 175 mg.Kg™ que apresentou reducio
acentuada na biomassa. Este resultado apresenta similaridade com os ensaios de Maboeta et
al. (2004), onde se verificou que na concentracdo de 121,37 mg.Kg™ a minhoca E. fetida
apresentou reducdo média em sua biomassa. Segundo Heckmann et al. (2010), o perigo de
toxicidade pode aumentar com o tempo de exposicao.

As perdas de peso evidenciadas no presente estudo podem indicar o estresse que as
minhocas sofrem sob as diferentes concentracdes de cobre. O cobre é considerado um metal
essencial para a maioria dos organismos, no entanto a diferenca entre deficiéncia e a
toxicidade € muito baixa, em especial para organismos como as minhocas, que nao
apresentam barreiras efetivas para a absorcdo controlada (DOULL & KLAASSEN, 1980).
Apesar dos solos apresentarem diferentes caracteristicas fisicas que influenciam na
disponibilidade dos metais, os testes ecotoxicoldgicos fornecem informacbes sobre quais
concentragcdes de metais que causam reducdo na populacdo de minhocas (NAHMANI et al.,
2007).

As alteracBes na biomassa sdo consideradas parametros mais sensiveis do que a
sobrevivéncia (MABOETA et al., 2004), pois em testes de toxicidade aguda onde é avaliada a
concentracdo de cobre que causa letalidade em 50% dos individuos expostos (CLsp), Lukkari
et al. (2005) encontrou valores de 249 mg.Kg™ Cu para Aporrectodea tuberculata; Honeycutt

et al. (1995) e Spurgeon et al. (1994) relataram para Lumbricus rubellus, CLso 519 mg.Kg™:;
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Neuhauser et al. (1985) encontraram valores de CLsy 643 mg.Kg™ para Eisenia fetida. Estas
doses de cobre que causam letalidade sdo maiores que as doses onde ja é possivel observar
reducdo na biomassa das minhocas. Popula¢cGes de minhocas com hist6rico de exposicdo a
solos contaminados com metais a longos periodos de tempo sdo menos influenciadas em altos
teores de metais do que minhocas recém expostas (LUKKARI et al., 2005).

Ao final do experimento as minhocas presentes no solo controle, sem adigcéo de cobre,
apresentaram um incremento de biomassa no valor de 48,17% em relagcdo ao inicio do ensaio,
jé nas doses de 35, 70, 105 e 140 mg.Kg™ o incremento foi de 59,21; 63,16; 39,51 e 29,27%,
respectivamente. No controle, solo sem adigdo de cobre, o incremento de biomassa foi menor
que nas doses de 35 e 70 mg.Kg™ Cu. Esse menor incremento pode ser explicado pela
deficiéncia desse oligoelemento essencial, com papel importante no transporte de substancias
em células e tecidos. Resultado semelhante foi relatado nos ensaios de Lukkari et al. (2005),
onde se observou uma reduc¢do na biomassa das minhocas no controle, em decorréncia de uma
deficiéncia do metal.

A reducdo na biomassa das minhocas pode ser utilizada como critério de validacdo do
teste, pois nas doses mais altas de cobre foi observado perda de peso significativa indicando
efeito subletal. A longo prazo, estes efeitos subletais podem levar a reducdo na densidade

populacional de minhocas E. andrei.

2.4.2 Teste de Toxicidade Crbnica

O sucesso reprodutivo foi avaliado através da contagem do numero de casulos e
juvenis e do peso dos casulos apds os 56 dias do teste, (Tabela 3). Ndo foram observadas
diferencas significativas entre 0 nimero médio de casulos produzido pelas minhocas expostas

nas doses de 35; 70 e 105 mg.Kg™ de cobre em relagdo ao controle. Porém nos solos
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contaminados com as maiores doses de cobre, 140 e 175 mg.Kg™ foi verificada uma reducéo

significativa na producéo de casulos.

TABELA 3: Pardmetros reprodutivos médios de Eisenia andrei expostas a solos com
diferentes niveis de cobre, apds 56 dias em condic¢des controladas de temperatura e umidade.

Teor de Cu NUmero médio de Peso médio de Média
(mg.Kg™ Cu) casulos casulos juvenis/casulos
0 75,66 a 0,0173"s 1,20
35 67,34a 0,0156 1,29
70 75,32a 0,0155 1,30
105 72,37 a 0,0182 1,18
140 50,33 b 0,0188 1,29
175 47,65b 0,0185 1,35

* Médias seguidas de mesma letra minusculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0.05).

Estudos anteriores apresentaram similaridade com o resultado atual, indicando a
ocorréncia de redugdo na producio de casulos na dose de 159 mg.Kg™ Cu (SPURGEON &
HOPKIN, 1996). Ja outros autores (LUKKARI et al., 2005; SVENDSEN & WEEKS, 1997),
trabalhando com doses similares de Cu (119 e 160 mg/Kg™) evidenciaram que minhocas
Aporrectodea tuberculata e Eisenia andrei ndo produziram casulos. As possiveis causas para
reducdo na producdo de casulos se deve ao gasto de energia disponibilizado pela minhoca
para resistir ao contaminante, através da remoc¢do (DONKER et al.,1993). Esta exigéncia de
energia adicional vai reduzir a energia disponivel para o crescimento, diferenciacdo e
producdo de casulo (DONKER et al., 1993). Além disso, as minhocas expostas a solos
contaminados podem apresentar retardo na maturacdo sexual e por consequéncia uma reducao
na producdo de casulos (SPURGEON & HOPKIN,1996).

A producdo de casulos é o pardmetro avaliado com maior sensibilidade em testes
ecotoxicologicos, pois apresenta reducdo na producdo media em concentracdes crescentes do

metal (SPURGEON & HOPKINS, 1996; SCOTT-FORDSMAND et al., 2000; LUKKARI et
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al., 2005; MABOETA & FOUCHE, 2014). No entanto, em alguns testes foi observado que
em concentracdes mais baixas de metais no solo, a producdo foi maior, embora a viabilidade
do casulo tenha sido alterada (REINECKE et al., 1997; PHILIPS & BOLGER, 1998).

No estudo atual, apenas efeitos negativos foram observados nas doses mais altas em
relagéo a producéo de casulos. Este resultado indica que as maiores doses de cobre utilizadas
no teste interferiram negativamente nos parametros reprodutivos das minhocas E. andrei. A
maior presenca do metal pesado que pode interferir na producdo de gametas, fertilizacdo e
desenvolvimento embrionéario (REINACKE et al., 2001). Além disso, a reducdo na taxa de
crescimento, como observado no teste de toxicidade aguda, ocorrido nas maiores doses de
cobre, tem influéncia nos parametros reprodutivos da minhoca, ocasionando atraso na
maturacdo (KLOK & DE ROSS, 1998).

O numero de juvenis foi dependente do nimero de casulos produzidos, refletindo o
mesmo padrdo em relacdo as doses de cobre tal como descrito para os casulos. Ndo foi
observado, no entanto, nenhum efeito significativo (p>0,05) no sucesso de eclosdao (numero
de juvenis/nimero de casulos) e no peso médio dos casulos das diferentes doses de cobre,
(Tabela 3). No presente estudo verificou-se que a biomassa e a reproducdo podem servir de

parametros sensiveis de toxicidade do cobre em minhocas Eisenia andrei.

2.5 Conclusoes

- Os resultados obtidos para os testes de toxicidade aguda e cronica indicam que nas
concentracBes mais altas de cobre houve uma reducéo na biomassa e na producdo de casulos
das minhocas Eisenia andrei. Como nos testes foram utilizados os mesmos solos, e portanto
as mesmas caracteristicas, as diferencas encontradas na biomassa e reproducédo das minhocas

sdo atribuidas as diferentes doses de cobre aplicadas ao solo. Desta forma deve-se considerar
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que o0 uso intensivo de agrotdxicos a base de cobre e suas cargas crescentes no solo podem

resultar em potenciais riscos ecolégicos para a macrofauna terrestre.
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3 ARTIGO II- Parametros bioquimicos em Eisenia andrei exposta a solo

contaminado com cobre!

3.1 Resumo

O impacto dos compostos quimicos sobre o ambiente pode ser avaliado através de testes
ecotoxicoldgicos, que preveem a toxicidade de uma substancia através da resposta do
organismo exposto. Uma abordagem sensivel para avaliar essa toxicidade € feita através da
utilizacdo de biomarcadores, que sdo avaliagcbes bioquimicas no organismo, Uteis como alertas
precoces de exposicdo ao contaminante. O objetivo deste trabalho é analisar os efeitos da
exposicdo de Eisenia andrei as diferentes doses de cobre, 0, 35, 70, 105, 140 e 175 mg.Kg™, a
nivel enzimatico antioxidante, catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST),
biomarcadores de neurotransmissdo como a acetil-colinesterase (AChE) e na peroxidacéo
lipidica através dos niveis de malondialdeido (MDA). As doses de cobre causaram mudancas
significativas nos parametros avaliados. Nas menores doses de cobre, foi observado um
incremento na atividade das enzimas glutationa-S-transferase como mecanismo de defesa
antioxidante. O aumento significativo nos niveis de MDA observados e a inibicdo da
atividade da acetil-colinesterase, indicam a ocorréncia da peroxidacdo lipidica da membrana
celular e alteracBes na neurotransmissdao em decorréncia da presenca do metal. Assim, a
investigacdo das enzimas como biomarcadores em minhocas E. andrei € uma abordagem

eficiente para analisar o potencial de toxicidade do cobre.

Palavras-chave: cobre, Eisenia andrei, enzimas antioxidantes, biomarcadores

! Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista Ecotoxicology and Environmental Safety.
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3.2 Introducao

A aplicacdo de agrotoxicos € uma pratica comum da agricultura, e tem por objetivo o
controle de pragas e doencas. No entanto, quando usado de forma abusiva, esses insumos
podem causar poluicdo do solo e 4gua, aumentando o potencial de toxicidade e contaminagédo
do ambiente (MIOTTO et al., 2014). Quando estes produtos atingem o solo podem
comprometer a biota ali presente (ANDREA, 2010).

Estudos tém sido realizados para avaliar os impactos dos compostos quimicos em
minhocas, através da utilizacdo de testes ecotoxicoldgicos classicos, onde é avaliado o
comportamento, producdo de casulos, mortalidade, entre outros (WU et al., 2012;
MABOETA & FOUCHE, 2014; XIONG et al., 2014).

No entanto, nos Gltimos anos pesquisadores vém buscando abordagens mais sensiveis
para avaliar essa toxicidade, tal como a aplicacdo de biomarcadores (ZHANG et al., 2012;
LAVARIAS et al., 2013). Biomarcador é definido como uma resposta funcional, uma
variagdo bioquimica, histoquimica e fisiologica de um organismo exposto a um estresse
induzido por uma substancia toxica (WEEKS & SVENDSEN, 1996). A utilizagdo de
organismos tem por objetivo entender e prever os efeitos dos xenobioticos, refletindo a
interacdo entre o sistema bioldgico e o contaminante (CHAPMAM, 2002). Entre os principais
parametros utilizados como biomarcadores estdo os de estresse oxidativo, através da avaliacao
da atividade das enzimas antioxidantes.

Os metais pesados apresentam potencial oxidante, tornando as células do organismo
exposto suscetiveis aos danos causados por espécies reativas de oxigénio (ERO) (WINSTON
& DIGIULIO, 1991). Espécies reativas de oxigénio sdao moléculas produzidas naturalmente
pelas células vivas durante os processos vitais, tais como transporte de elétrons na fotossintese
e respiracdo aerdbia (NAVROT et al., 2007). Essas ERO geradas pelo metabolismo incluem
oxigénio singuleto (*O,), os fons de superéxido (O’), hidroxila (OH") e ainda peréxido de
hidrogénio (H.0,) (HAJIBOLAND, 2014). Em condi¢Bes normais, ocorre um equilibrio entre
as moléculas pré-oxidantes e antioxidantes nos organismos (BERNARD et al., 2015).

No entanto, quando 0s organismos entram em contato com xenobioticos € instalado o
processo de estresse oxidativo decorrente da existéncia de um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes (BARBOSA et al.,, 2010). Logo, a quantificacdo dos danos
oxidativos e os niveis de defesa servem como bioindicadores da contaminacdo (XIONG et al.,
2014). Dentre os mecanismos de defesa comprometidos com a detoxificacdo das ERO,

destaca-se as enzimas de defesa, tais como catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST),
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acetilcolinesterase (AChE) (MAIA et al.,, 2012). Essas enzimas antioxidantes tem como
funcdo eliminar as ERO para manter o equilibrio e reduzir o dano oxidativo da célula (HAN
et al.,, 2014). A enzima antioxidante, catalase (CAT) catalisa a degradacdo do peroxido de
hidrogénio (H,0,) em &gua (H.O) e oxigénio (O;), protegendo 0s organismos vivos dos
efeitos deletérios do excesso de ERO (CHEN et al., 2011). A acetil-colinesterase (AChE) é
um biomarcador enzimatico de neurotoxicidade, responsavel pela degradacéo da acetilcolina.
Atividade da enzima é inibida pela presenca de alguns metais pesados (BODIN et al., 2004).
A glutationa S-transferase (GST) é uma enzima que catalisa a conjugacdo da molécula de
glutationa a varias outras moléculas, tendo como papel fundamental a detoxificacdo
intracelular de compostos xenobidticos (CHELVANAYAGAM et al., 2001). O stress
oxidativo ocasionado pelo desbalanco das ERO, induz a peroxidacédo lipidica das estruturas
biologicas, ocasionando graves alteragbes na membrana celular. A extensdo dessa
peroxidacdo pode ser medida através dos niveis de TBARS — espécies reativas de &cido
tiobarbitario (NUNES et al., 2006).

Estudos ecotoxicologicos tém sido realizados atraves da avaliagdo da atividade
enzimatica, tanto em ambientes aquéaticos como terrestres, por exemplo medindo a atividade
de CAT em minhocas Eisenia fetida expostos a solos contaminados com cobre (XIONG et al.,
2014), atividade de GST em Eisenia fetida expostas a roxarsone e &cido arsanilico
(RIZWAN-UL-HAQ et al., 2012), bem como a atividade de GST em Eisenia fetida expostas
ao fungicida Azoxistrobina (HAN et al., 2014). Desta forma, os mecanismos de producao e
gestdo de ERO sdo estudados como marcadores de estresse bidtico e abidtico, através da
medicdo da atividade enzimatica (BERNARD et al., 2015).

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho é analisar os efeitos da exposicdo de Eisenia
andrei ao cobre a nivel enzimatico antioxidante (CAT e GST), e através dos niveis de acetil-

colinesterase (AChE) e substancias reativas ao acido tiobarbitdrio (TBARS).

3.3 Material e métodos
3.3.1 Solo Utilizado

O solo utilizado foi coletado na camada de 0-20 cm de uma area de campo da UFSM

sem histérico de uso agricola. O solo foi seco ao ar, destorroado e peneirado com peneira de
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malha de 2mm, para separacdo de fragmentos vegetais e outros residuos. O solo coletado
apresenta as seguintes caracteristicas: pH em &gua 5,6; matéria organica 1,2%; Argila 26%;
CTC 12,9; P 18 mg/L; K 40 mg/L; Ca 6,9 cmol/L; Mg 3,3 cmol/L; H+AI 2,5 cmol/L; Cu
0,4 mg/L; Zn 1,7 mg/L.

3.3.2 Condigdes experimentais

A montagem do experimento foi realizado no laboratério de Microbiologia do Solo e
Ambiente, da Universidade Federal de Santa Maria, no ano de 2014/2015. O ensaio utilizou
diferentes doses de cobre, (0, 35, 70, 105, 140, 175 mg.Kg™), aplicado ao solo na forma
liquida de uma solucdo de sulfato de cobre. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos, com trés repeticdes. As minhocas
utilizadas nesse ensaio foram individuos adultos clitelados oriundos do minhocario do
Departamento de Solos - UFSM.

A montagem do ensaio consistiu em adicionar 500 gramas de solo contaminado com
as diferentes doses de cobre, nos recipientes de 1L, formando uma lamina de solo de 5 cm. A
umidade do solo foi mantida em 60% da capacidade de campo. Para cada unidade
experimental foi adicionado esterco bovino seco, e em seguida as minhocas previamente
pesadas, com massa variando entre 250 e 600 mg cada individuo conforme recomendado pela
OECD. Os recipientes ficaram em uma sala com temperatura ambiente. Trés minhocas foram
coletadas de cada recipiente no 3°, 7°, 14° e 28° dia de experimento, apos a aplicacdo das
diferentes doses de cobre no solo. As minhocas coletadas nos diferentes tratamentos e nas
diferentes datas foram lavadas em agua da torneira, e armazenadas em placas de petri sobre

filtro de papel himido por 24 horas (no escuro a 20°C) para esvaziar o contetdo intestinal.

3.3.3 Ensaios Bioquimicos

As minhocas com intestino esvaziado foram recolhidas de cada tratamento a cada
intervalo de tempo, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até serem
usadas. Para os ensaios foi preparado um homogeneizado do corpo inteiro da minhoca com
tampao 50 mM Tris-sacarose (pH 7,6). As amostras foram mantidas em gelo ao longo de todo

o procedimento. Os homogeneizados foram centrifugados a 9000 rpm min™ durante 20
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minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi dividido em aliquotas e armazenadas a ~20°C

para as analises enzimaticas.

3.3.4 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da catalase (EC 1.11.1.6) foi medida por espectrofotometria ultravioleta.
As amostras de tecido (100 mg) foram homogeneizados num vidro/ Teflon homogeneizador
Potter-elvejhen com 500 pL de tampdo TFNa® (0.1 M, pH 7.2) (proporgéo 1:5), centrifugado
a 4,000 rpm durante 15 min. A mistura consistiu em 2,0 ml de tampéo de fosfato de potéssio
(50 mM, pH 7.0), 100 pL de H20, (0.3 M) e 10 pL do homogeneizado. Mudancga de H,O, em
60 segundos foi medida por absorbancia a 240 nm (10’ em 10’ intervalo de leitura). Mmol /
min / mg de proteina foi expressa como atividade catalase de acordo com Xu et al., (1997).

3.3.5 Glutationa S- Transferase (GST)

As amostras de tecido das minhocas (50 mg) foram homogeneizados num vidro/
Teflon homogeneizador Potter-elvejhen com 250 pL de tampdo TFNa® (0.1 M, pH 7.2)
(proporcéo 1:5), centrifugado a 4,000 rpm durante 15 min. A atividade de GST (E.C.
2.5.1.18), na amostra foi medido de acordo com Habig et al., (1974), utilizando 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A formacdo de S-2, 4-dinitrofenil glutationa foi
monitorizada pelo aumento na absorbancia a 340 nm em relacdo ao branco. O coeficiente de
extin¢do foi usada para CDNB 9,6 mM / mL. A atividade foi expressa como GS-DNB mmol /

min / mg de proteina.

3.3.6 Acetil-colinesterase (AChE)

A atividade de AChE (EC 3.1.1.7) foi medida como descrito por Ellman et al. (1961).
As amostras de tecido (50 mg) foram homogeneizados num vidro/ Teflon homogeneizador
Potter-elvejhen com 250 pL de tampdo TFNa™ (0.1 M, pH 7.2) (proporcdo 1:5), centrifugado
a 4,000 rpm durante 15 min, e o sobrenadante foi usado como fonte de enzima. As aliquotas

do sobrenadante foram incubadas a 30 ° C durante 2 min com 800 pL tampé&o fosfato 0,1 M,
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pH 7,5, 200 uL de DTNB 10 mM como cromogenio. Apds 2 min, a reacdo foi iniciada pela
adicdo de acetiltiocolina (CASS; 0,5 mM) como o substrato para a mistura reaccional. O
volume final foi de 2,0 mL. Foram determinados absorvancias a 412 nm durante 2 min. A
atividade da enzima foi expressa como micromoles de CASS hidrolisado / min / mg de
proteina.

3.3.7 Ensaio de Peroxidacao Lipidica (TBARS)

A peroxidagdo lipidica foi estimado pelo ensaio TBARS, interpretada por uma reacao
malondialdeido (MDA) com &cido 2-tiobarbiturico (TBA), que foi medido opticamente. Nos
100pL de amostra foram adicionados 10% de TCA, e o &cido tiobarbitdrico 0,67% foi
adicionado para ajustar o volume final de 1,0 mL. A mistura da reacéo foi colocada num tubo
de micro-centrifugadora e incubou-se durante 15 min a 95° C. Apoés arrefecimento, foi
centrifugado a 5000 x g durante 15 min e a densidade Optica foi medida por
espectrofotometria a 532 nm. Niveis de TBARS foram expressos como nmol MDA / mg

proteina de acordo com Wang (1978).

3.3.8 Determinacéo de Proteinas

A proteina foi determinada por espectrofotometria utilizando a albumina de soro
bovino como padrédo e 10 uL de amostra. A absorbancia das amostras foi medida a 595 nm de
acordo com Bradford et al. (1976).

3.3.9 Analise estatistica

A distribuicdo normal e a homogeneidade dos dados foram confirmadas pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Bartlet’s, respectivamente. Apds confirmag@o, os dados quando
paramétricos seguiram com teste de ANOVA de uma via, e teste de Tukey post hoc. Quando
os dados foram confirmados ndo paramétricos estes seguiram para o teste de Kruskall-Wallis.

Os dados foram expressos como média = erro padrdo. O valor de P foi considerado
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significativo quando < 0,05. As andlises foram executadas no software Graph Pad Prism 5.0

(San Diego USA).

3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Efeito do cobre sobre a atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) em Eisenia
andrei

A atividade da enzima GST nas minhocas presentes nos solos contaminados com
cobre foram maiores do que nos controles (Figura 1 A). No terceiro dia de exposicdo, foi
observado um aumento significativo em todas as doses de cobre, sendo que a dose de 105
mg.Kg™ Cu apresentou maior atividade enzimatica. Aos 7 dias de exposicéo, a atividade da
GST nas minhocas expostas as diferentes doses de cobre foi semelhante ao do controle,
(Figura 1 B), ndo diferindo estatisticamente. Aos 14 e 28 dias, todas as minhocas expostas ao

cobre apresentaram maior atividade enzimatica em relagdo ao controle, (Figura 1 C/D).
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Figura 1: Atividade de glutationa S-transferase em Eisenia andrei expostas a diferentes doses
de cobre, ao controle = CT em diferentes tempos de exposic¢ao. (A) aos 3 dias, (B) aos 7 dias,
(C) aos 14 dias, e (D) aos 28 dias de exposicdo. Diferentes letras acima das barras indicam
diferencas significativas a p <0,05 entre tratamentos.
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A atividade enzimatica é considerada um biomarcador da poluicdo ambiental, e possui
a funcdo de proteger a célula dos efeitos adversos das espécies reativas de oxigénio, tais como
a enzima GST (ZHOU et al., 2013). Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram
que minhocas Eisenia andrei expostas a concentracfes subletais de cobre apresentaram
mudancas significativas na atividade da enzima glutationa S-transferase. Este resultado
apresenta similaridade com estudos anteriores, onde foram observados aumento na atividade
de GST em diferentes espécies de minhocas expostas a oligoelementos, pesticidas e
contaminantes organicos (RODRIGUEZ-CASTELLANOS & SANCHEZ-HERNANDEZ,
2007; MAITY et al., 2008; BANNI et al., 2009).

Em estudos com organismos expostos a metais a campo e em laboratério foi
observado o desencadeamento do processo de defesa antioxidante contra ERO através da
enzima GST (MARTIN-DIAZ et al., 2008; BANNI et al., 2009; FERREIRA- CRAVO et al.,
2009). Lukkari et al. (2004) observaram que minhocas Aporrectodea tuberculata expostas a
concentracdo de 400 mg.Kg™ Cu, apresentaram aumento na atividade da enzima GST. No
estudo de LASZCZYCA et al. (2004), também foi verificado um incremento na atividade da
GST em minhocas Aporrectodea tuberculata expostas a contaminacdo com metais em solos,
sendo que os teores de cobre no solo foram de 38 mg.Kg™. Os resultados demonstrados nos
diferentes estudos indicam que a enzima GST ¢é induzida como mecanismo de defesa
antioxidante, quando o organismo esta exposto a metais pesados como o cobre. As mudancas
observadas na atividade da enzima reflete 0 mecanismo gque 0S organismos possuem para
proteger da toxicidade do contaminante.

No presente trabalho, aos sete dias de exposicao, a atividade da enzima nas minhocas
expostas as diferentes doses de cobre foi semelhante ao do controle. Esta auséncia de aumento
na atividade enzimatica nas doses de cobre pode estar relacionada com o aumento da
tolerancia através de outros mecanismos de desintoxicacao (Posthuma & Van Straalen, 1993).

A investigacdo dos biomarcadores enzimaticos em minhocas é uma excelente
alternativa para avaliar o potencial de toxicidade ecoldgica do cobre, pois em contato com o
metal pesado, as células do organismo exposto ficam suscetiveis aos danos causados por
espécies reativas de oxigénio (ERO). As enzimas antioxidantes, tais como a GST tem a
funcdo de eliminar as ERO para manter o equilibrio e reduzir o dano oxidativo (HAN et al.,
2014). A elevacdo observada na atividade da enzima GST, que neste estudo ocorre ja nas
doses mais baixas de cobre, reflete 0 mecanismo de defesa ao provavel estado de estresse

oxidativo desencadeado pela presenga do metal no solo.
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3.4.2 Efeito do cobre sobre a atividade da enzima acetil-colinesterase (AChE) em Eisenia
andrei

A atividade da enzima acetil-colinesterase nas minhocas recolhidas dos solos
contaminados com cobre no terceiro dia de exposicdo foi variavel, (Figura 2 A). Nas doses de
35 e 140 mg.Kg™ Cu foi observada uma reducdo significativa na atividade da enzima em
relagdo ao controle, e na maior dose de cobre a atividade enzimética foi semelhante ao

controle, ndo diferindo estatisticamente (Figura 2 A).

(A) (B)
154 154
2 2
% 2
o
& &
£ £
g 2
o O
» (]
] °
g g
= =
cCT 35 70 105 140 175 CT 35 70 105 140 175
Concentragho de Cu (mg/Kg ') Concentragao de Cu (mg/Kg’)
(C) (D)
6+ 10+ ab
= ab E o ab T
- be
- :
g i
E g c
£ r
2 =2 44
2% :
° 3 24
g g
0 T 0 -
CcT 35 70 105 140 175 CcT 38 70 105 140 175
Concentragho de Cu (mg/Kg™) Concentragdo de Cu (mg/Kg’)

Figura 2: Atividade da acetilcolinesterase em Eisenia andrei expostas a diferentes doses de
cobre e ao controle = CT em diferentes tempos de exposicao. (A) aos 3 dias, (B) aos 7 dias,
(C) aos 14 dias, e (D) aos 28 dias de exposicdo. Diferentes letras acima das barras indicam
diferencas significativas a p <0,05 entre tratamentos.

Nas doses de 70 e 105 mg.Kg™ Cu foi verificado um aumento na atividade da enzima.
Aos 7 dias de exposicdo, a atividade de AChE nas minhocas expostas as doses crescentes de
cobre foi semelhante ao controle, (Figura 2 B), apenas na dose de 175 mg.Kg™ foi observado
um aumento significativo na atividade da acetilcolinesterase.

Aos 14 dias, as minhocas expostas a dose de 70 e 105 mg.Kg™ cobre apresentaram
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menor atividade enzimatica em relagdo ao controle, (Figura 2 C). Na dose de 175 mg.Kg™
ocorreu um incremento na atividade de AChE neste periodo. Ao final do experimento (28
dias), foi observada uma redugéo na atividade da enzima na dose de 35 e 140 mg.Kg™ Cu em
relacdo ao controle, (Fig 2 D). O restante das doses testadas (70, 105 e 175 mg.Kg™) ndo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle.

A enzima AChE, em funcdo de seu importante papel na neurotransmissao, €
considerada altamente vulneravel as alteracGes abioticas e sua atividade pode ser usada como
biomarcador de exposicdo a compostos toxicos (BANNI et al., 2010). Vieira et al. (2009)
observou que peixes em presenca de metais, como cobre e mercurio, apresentaram atividade
da acetilcolinesterase inibida. Porém, Hackenberger et al. (2012) verificaram que minhocas
Eisenia andrei expostas a baixos niveis de substancias tdxicas apresentaram resposta de
compensacdo na producdo da enzima, levando a uma adaptacdo temporaria atraveés do
aumento da producdo enzimatica.

No presente trabalho, no terceiro dia de exposicdo, foi observado um incremento na
atividade da enzima nas doses de 70 e 105 mg.Kg™ cobre e uma inibicdo na dose de 140
mg.Kg™ cobre. Este aumento observado, nas menores doses, pode ser uma resposta
compensatoria protetora a toxicidade ocasionada pela exposicdo do organismo ao cobre. Este
comportamento pode levar uma relacdo dose-resposta bifasica chamada de hormesis.
Hormesis é caracterizado por um aumento na atividade da enzima em doses baixas e uma
inibicdo em doses altas (STENERSEN, 1980). Portanto € possivel concluir que as menores
doses de cobre e 0 pouco tempo de exposicdo, levou uma adaptacdo temporaria ocasionando

um aumento na atividade da acetilcolinesterase em minhocas Eisenia andrei.

Porém, aos 14 dias de exposicdo, nas mesmas doses de cobre (70 e 105 mg.Kg™) foi
observada uma inibicdo na atividade enzimatica. Esta exposicdo continua ao metal pode ter
excedido a capacidade das células em suportar o estresse, conduzindo assim a uma
diminuicdo na atividade da enzima, fazendo com que o neurotransmissor acetilcolina se
acumule, conduzindo a uma desordem no sistema nervoso. Ja na maior dose de cobre, (175
mg.Kg™), foi observado um incremento na atividade da acetilcolinesterase. Este fendmeno de
inducdo pode ser explicado devido seu envolvimento com a apoptose celular, onde a AChE é
liberada apds a ruptura da membrana celular, explicando assim o seu aumento (ZHANG et al.,
2002).
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3.4.3 Efeito do cobre sobre a enzima catalase (CAT) em minhocas Eisenia andrei

No experimento, ndo foi observada diferenca significativa na atividade da enzima
catalase em minhocas expostas as diferentes doses de cobre e nos diferentes tempos de
exposicdo, Figura 3.
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Figura 3: Atividade da catalase em Eisenia andrei expostas a diferentes doses de cobre e ao
controle = CT, em diferentes tempos de exposicdo. (A) aos 3 dias, (B) aos 7 dias, (C) aos 14
dias, e (D) aos 28 dias de exposicdo. Diferentes letras acima das barras indicam diferencas
significativas a p <0,05 entre tratamentos.

Devido os efeitos graves do estresse oxidativo, as células dos organismos tendem a
manter em baixos niveis as espécies reativas de oxigénio através do sistema de eliminacéo
que inclui enzimas antioxidantes, tais como a catalase. A catalase é uma enzima do
metabolismo de fase Il (WU et al., 2012), importante no sistema antioxidante, alteracfes em

sua atividade refletem o estresse oxidativo que podem ser induzidos por poluentes (LIN et al.,
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2010).

No presente trabalho, ndo foi observada diferenga significativa na atividade da enzima
catalase. A explicacdo para esse resultado pode ser que a defesa natural anti-oxidante foi
saturada, a quantidade gerada de espécies reativas de oxigénio excedeu a capacidade de
defesa do organismo, ocasionando a reducdo gradual na atividade da enzima (ZHOU et al.,
2013).

3.4.4 Efeito do cobre no nivel de peroxidacdo lipidica em Eisenia andrei

O efeito do cobre sobre a peroxidacéo lipidica foi determinada pela avaliacdo do teor
de MDA em minhocas Eisenia andrei, (Figura 4). No terceiro dia de exposi¢cdo, nao foi
observada diferenca significativa (Figura 4 A). Aos 7 dias de exposicdo, foi observado um
aumento significativo nos niveis de MDA das diferentes doses de cobre em relagcdo ao
controle, exceto na dose de 140 mg.Kg™, onde observou-se uma reducio nos niveis de MDA
(Figura 3 B). Na exposicao de 14 dias, um aumento nos niveis de MDA foi observado apenas
nas maiores doses de cobre. No entanto no tempo de exposicdo mais longo (28 dias), os

maiores niveis de MDA foram verificado nas doses de 70 e 140 mg.Kg™ Cu.
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Figura 4: Niveis de malondialdeido em Eisenia andrei expostas a diferentes doses de cobre e
ao controle = CT, em diferentes tempos de exposic¢éo. (A) aos 3 dias, (B) aos 7 dias, (C) aos
14 dias, e (D) aos 28 dias de exposi¢cdo. Diferentes letras acima das barras indicam diferencas
significativas a p <0,05 entre tratamentos.

Estudos anteriores mostraram que danos ocasionados nas células de organismos
expostos a contaminantes sdo originados pelo aumento na sintese de espécies reativas de
oxigénio (GERACITANO et al., 2002; XUE et al., 2009). Dentre estes danos ocasionados
estd a peroxidacdo de lipidios da membrana celular, que pode ser medido pelos niveis de
MDA (SHALATA et al., 1998). Bouraoui et al. (2009) observaram que os anelideos da
espécie Hediste diversicolor expostos a cobre apresentaram peroxidacdo lipidica da
membrana celular, evidenciada pelo aumento dos niveis de MDA com o passar do tempo.
Gaete et al. (2010) verificaram resultado similar em que minhocas Eisenia fetida expostas a
doses crescentes de cobre, apresentaram aumento significativo nos danos lipidicos. Este dano
ocasionado pela exposicdo dos organismos ao cobre se deve ao potencial redox do metal, que
gera espécies reativas de oxigénio através de Harber-Weiss e reacdo de Fenton (BOURAOQUI
et al., 2009).

Neste estudo, aos 3 dias de exposi¢do ndo foi observada diferenga significativa nos



62

niveis de MDA em relacdo ao controle. Este resultado sugere uma defesa eficiente das
enzimas antioxidantes, pois foi possivel observar que no mesmo periodo e dose a atividade da
enzima GST foi elevada em relagcéo ao controle, indicando uma tentativa de defesa.

Com o passar dos dias, e aumento do tempo de exposicao foi observada uma elevacgao
nos niveis de MDA, caracterizando o efeito toxico do metal. No mesmo periodo de exposicéo,
a atividade da enzima GST ndo apresentou diferenca em seus niveis em relagdo ao controle.
Cunha et al. (2007) relataram que em presenca de metais pode ocorrer uma regulacdo negativa
dos genes de GST, ocasionando uma acumulacdo das espécies reativas de oxigénio e
eletrolitos intermediarios, causando inativacdo de outras enzimas antioxidantes e por
consequéncia a peroxidagao lipidica.

Aos 14 dias de exposicdo apenas nas maiores doses de cobre foi observado aumento
significativo nos niveis de MDA em relagéo ao controle. Este resultado esta de acordo com os
encontrados por Zhou et al. (2013), onde minhocas Eisenia fetida expostas concentracdes
crescentes de cobre apresentaram aumento significativo nos danos lipidicos. Em
concentracdes elevadas, o cobre é considerado toxico (TOTH et al., 1996), ocasionando
alteracdes diretas nas proteinas intercelulares através da desnaturacdo das enzimas ou
indiretamente pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (DROGE, 2002). No presente
estudo o aumento nos niveis de MDA observado esta relacionado com a peroxidacao lipidica

da membrana celular das minhocas, sugerindo uma defesa antioxidante insuficiente.

3.5 Conclusoes

- O aumento na atividade da enzima glutationa S-transferase das minhocas expostas ao cobre
evidencia o mecanismo de defesa do organismo em resposta ao estresse causado pelo
contaminante.

- Os niveis de MDA apesar de ndo apresentarem um padrdo uniforme em relacdo as doses
crescentes de cobre, demonstraram a peroxidacdo lipidica ocasionada na membrana celular
das minhocas em decorréncia da exposicdo ao metal.

- A atividade da enzima acetil-colinesterase variou em relacdo as doses e o tempo de
exposicdo, sendo possivel concluir que a inibi¢do na atividade da enzima observada reflete o
efeito negativo da exposicdo ao cobre.
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- As enzimas antioxidantes utilizadas se apresentaram eficientes como biomarcadores da
toxicidade de cobre em minhocas Eisenia andrei, podendo ser utilizada como ferramenta de
monitoramento de solos contaminados.

REFERENCIAS

ANDREA, M. M. O uso de minhocas como bioindicadores de contaminacdo de solos. Acta
Zool. Mexicana, v. 26, p. 95-107, 2010.

BANNI, M.; BOURAOUI, Z.; CLERANDEAU, C.; NARBONNE, J.F; BOUSSETTA, H.
Mixture toxicity assessment of cadmium and benzo[a]pyrene in the sea worm Hediste
diversicolor. Chemosphere, v.77, p. 902-906, 2009.

BANNI, M.; NEGRI, A.; DAGNINI, A.; JEBALLI, J.; AMEUR, S.; BOUSSETTA, H. Acute
effects of benzo[a]pyrene on digestive gland enzymatic biomarkers and DNA damage on
mussel Mytilus gallo provincialis. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 73, p.842—
848, 2010.

BARBOSA, K. B. F.; COSTA, N. M. B.; ALFENAS, R. C. G.; PAULA, S. O.; MINIM, V. P.
R.; BRESSAN, J. Estresse oxidativo: conceito, implicacdes e fatores modulatérios. Rev.
Nutr., v.23, p. 629-643, 2010.

BERNARD, F.; BRULLE, F.; DUMEZ, S.; LEMIERE, S.; PLATEL, A.; NESSLANY, F;
CUNY, D.; DERAM, A.; VANDENBULCKE, F. Antioxidant responses of Annelids,
Brassicaceae and Fabaceae to pollutants: A review. Ecotoxicology and Environmental
Safety, v. 114, p. 273-303, 2015.

BODIN, N.; BURGEOT, T.; STANISIERE, J.Y.; BOCQUENE, G; MENARD, D.; MINIER,
C.; BOUTED, I.; AMAT, A.; CHEREL, Y.; BUDZINSKI, H. Seasonal variations of a battery
of biomarkers and physiological indices for the mussel Mytilus galloprovincialis transplanted
into the northwest Mediterranean Sea. Comparative Biochemistry and Physiology, v. 138,
p. 411 — 427, 2004.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01476513
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01476513

64

BOURAOUI, Z.; BANNI, M.; GHEDIRA, J.; CLEARANDEAU, C.; NARBONNE, J. F;
BOUSSETTA, H. Evaluation of enzymatic biomarkers and lipoperoxidation level in Hediste
diversicolor exposed to copper and benzo[a]pyrene. Ecotoxicology and Environmental
Safety, v. 72, p. 1893-1898, 20009.

BRADFORD, M. M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of Microgram
Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. Analytical
Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976.

CHAPMAN, P. M. Integrating toxicology and ecology: putting the “eco” into ecotoxicology.
Marine Pollution Bulletin, v. 44, p. 7-15, 2002.

CHELVANAYAGAM, G.; PARKER, M.W.; BOARD, P.G. Fly fishing for GSTs: a unique
nomenclature for mammalian and insect glutathione transferases. Chemico-Biological
Interactions, v. 133, p. 256-260, 2001.

CHEN, C.; ZHOU, Q.; LIU, S.; XIU, Z. Acute toxicity, biochemical and gene expression
responses of the earthworm Eisenia fetida exposed to polycyclic musks. Chemosphere, v. 83,
p. 1147-1154, 2011.

DROGE, W. Free radicals in the physiological control of cell function. Rev. Physiol., v.82, p.
47-95, 2002.

ELLMAN, G. L.; COURTNET, K.D.; ANDRES, V.; FEATHERSTONE, R. M. A New and
rapid colorimetric  determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical
Pharmacology,v. 7, p. 88-95, 1961.

EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisa de solos. Sistema Brasileiro de Classificacdo de

Solos.2.ed.Rio de Janeiro, RJ: EMBRAPA Solos, 2006. 306 p.

FERREIRA-CRAVO, M.; VENTURA-LIMA, J.; SANDRINI, J. Z; AMADO, L.L;
GERACITANO, L.A.; REBELO, M.; BIANCHINI, A.; MONSERRAT, J. M. Antioxidant
responses in different body regions of the polychaeta Laeonereis acuta (Nereididae) exposed
to copper. Ecotoxicology and Environmental Safety,v.72, p. 388-393, 20009.

GAETE, H.; HIDALGO, M. E.; NEAMAM, A AVILA, G. EVALUACION DE LA
TOXICIDAD DE COBRE EN SUELOS A TRAVES DE BIOMARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO EN Eisenia foetida. Quim. Nova, v. 33, p. 566-570, 2010.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/0025326X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0025326X/44/1

65

GERACITANO, L.; MONSERRAT, J. M.; BIANCHINI, A. Physiological and antioxidante
enzyme responses to acute and chronic exposure of Laeonereis acuta (Polychaeta, Nereididae)
to copper. Journal of Experimental Marine Biology and Ecology, v. 277, p. 145-156, 2002.

HABIG, W. H.; PABST, M. J.; JAKOBY, W. B. Glutathione S-Transferases. Thefirst
enzymatic step in mercapturic acid formation. The Jornal of Biological Chemistry, v.249, p.
7130-7139, 1974.

HACKENBERGER, B. K.; VELKI, M.; STEPIC, S.; HACKENBERGER, D. K. O efeito da
formalina sobre as actividades da acetilcolinesterase e catalase, e na concentragcdo de oximas,
nas espécies de minhocas Eisenia andrei. European Journal of Soil Biology, v.50, p. 137—
143, 2012.

HAJIBOLAND, R. Chapter 1 —Reactive Oxygen Species and Photosynthesis. Oxidative
Damage to Plants, p. 1- 63, 2014.

HAN, Y.; ZHU, L.; WANG, J.; WANG, J.; XIE, H.; ZHANG, S. Integrated assessment of
oxidative stress and DNA damage in earthworms (Eisenia fetida) exposed to azoxystrobin.
Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 107, p. 2014-219, 2014.

LASZCZYCA, P.; AUGUSTYNIAK, M.; BABCZYNSKA, A.; BEDNARSKA, K.; KAFEL,
A.; MIGULA, P.; WILCZEK, G.; WITAS, I. Profiles of enzymatic activity in earthworms
from zinc, lead and cadmium polluted areas near Olkusz (Poland). Environment
International, v. 30, p. 901- 910, 2004.

LIN, D.; ZHOU, Q.; XIE, X.; LIU, Y. Potential biochemical and genetic toxicity of triclosan
as an emerging pollutant on earthworms (Eisenia fetida). Chemosphere, v.81, p. 1328-1333,
2010.

LUKKARI, T.; TAAVITSAINEN, M.; SOIMASUO, M.; OIKARI, A.; HAIMI, J. Biomarker
responses of the earthworm Aporrectodea tuberculatato copper and zinc exposure:
differences between populations with and without earlier metal exposure. Environmental
Pollution, v.129, p. 377-386, 2004.

MABOETA, M.; FOUCHE, T. Utilizing an Earthworm Bioassay (Eisenia andrei) to
Assess a South African Soil Screening Value with Regards to Effects from a Copper

Manufacturing Industry. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology, v.
93, n. 3, p. 322-326, 2014.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/11645563
http://www.sciencedirect.com/science/journal/11645563/50/supp/C
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01476513
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02697491
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02697491

66

MAITY, S.; ROY, S.; CHAUDHURY, S.; BHATTACHARYA,S. Antioxidant responses of
the earthworm Lampito mauritii exposed to Pb and Zn contaminated soil. Environmental
Pollution, v. 151, p. 1-7, 2008.

MARTIN-DIAZ, M.L; BLASCO, J.; SALES, D.; DELVALLS, T.A. Field validation of a
battery of biomarkers to assess sediment quality in Spanish ports. Environmental Pollution,
v. 151, p. 631-640, 2008.

MIOTTO, A.; CERETTA, C. A,; BRUNETTO, G.; NICOLOSO, F. T.; GIROTTO, E,;
FARIAS, J.G.; TIECHER, T.L.; DE CONTI, L.; TRENTIN, G. Copper uptake, accumulation
and physiological changes in adult grapevines in response to excess copper in soil. Plant and
Soil, v. 374, p. 593-610, 2014.

NUNES, B.; CARVALHO, F.; GUILHERMINO, L. Effects of widely used pharmaceuticals
and a detergent on oxidative stress biomarkers of the crustacean Artemia parthenogenetica.
Chemosphere, v. 62, p. 581 — 594, 2006.

RIZWAN-UL-HAQ, M.; ZHENLING, Z.; YONGXUE, S.; WENGUANG, X. Evaluation of
glutathione s-transferase as toxicity indicator for roxarsone and arsanilic acid in Eisenia
fetida. J Appl Toxicol., v. 32, p. 731-738 2012.

RODRIGUEZ-CASTELLANOS, L. & SANCHES-HERNANDEZ, J. C. Earthworm
biomarkers of pesticide contamination: Current status and perspectives. Journal of Pesticide
Science, v. 32, p. 360-371, 2007.

SHALATA, A., TAL, M. The effect of salt stress on lipid peroxidation and antioxidants in the
leaf of the cultivated tomato and its wild salt tolerant relative Lycopersicon pennellii. Physiol.
Plant, v. 104, p. 169-174, 1998.

STENERSEN, J. Esterases of earthworms. Part Il: Characterisation of the cholinesterases in
the earthworm Eisenia foetida (Savigny) by ion exchange chromatography and
electrophoresis. Comp. Biochem. Physiol, v. 66, p.45-51, 1980.

TOTH, L.; JUHASZ, M.; VARGA, T.; CSIKKEL-SZOLNOKI, A.; NEMCSOK, J.; Some
effect of CuSO4 on carp, J. Environ. Sci. Health, v. 31, p. 627-635, 1996.

VIEIRA, L.R.; GRAVATO, C.; SOARES, AM.V.M.; MORGADO, F.; GUILHERMINO, L.
Acute effects of copper and mercury on the estuarine fish Pomatoschistus microps: Linking
biomarkers to behavior. Chemosphere, v. 76, p. 1416-1427, 20009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22407816

67

WEEKS, J. M. & SVENDSEN, C. Neutral red retention by lysosomes from earthworm
(Lumbricus rubellus) coelomocytes: a simple biomarker of exposure to soil copper.
Environmental Toxicology and Chemistry, v. 15, p. 1801-1805, 1996.

WINSTON, G. W.; DIGIULIO, R. T. Prooxidant and Antioxidant Mechanisms in Aquatic
Organisms. Aquat Toxicol, v.19, n.2, p.137-161, 1991.

WU, S.; ZHANG, H.; ZHAO, S.; WANG, J.; LI, H.; CHEN, J. Respostas de biomarcadores
de minhocas ( Eisenia fetida ) exposured para fenantreno e pireno tanto individualmente como

combinados em microcosmos. Chemosphere, v. 87, n. 4, p. 285-293, 2012.

XIONG, W.; DING, X.; ZHANG, Y.;SUN, Y. Ecotoxicological effects of a veterinary food
additive, copper sulphate, on antioxidant enzymes and mRNA expression in earthworms.
Environmental Toxicology and Pharmacology, v. 37, p. 134-140, 2014.

XU, J. B.; YUAN, X. F.; LANG, P. Z. Determination of catalase activity and catalase
inhibition by ultraviolet spectrotometry. Environmental Chemistry, v. 16, p. 73-76, 1997.

XUE, Y.; GU, X.; WANG, X.; SUN, C.; XU, X.; SUN, J.; ZHANG, B. The hydroxyl radical
generation and oxidative stress for the earthworm Eisenia fetida exposed to
tetrabromobisphenol A. Ecotoxicology, v. 18, p. 693-699, 20009.

YU-LI, X.; LUO, Y.; YUN, M.; WANG, J; WANG, J.Effects of 1-methyl-3-
octylimidazolium bromide on the anti-oxidant system of earthworm. Chermosphere, v. 78, p.
853-858, 2010.

ZHANG, X. J.; YANG, L.; ZHAO, Q.; CAEN, J.P.; HE, H.Y.; JIN, Q. H.; GUO, L.H,;
ALEMANY, M.; ZHANG, L.Y.; SHI, Y.F. Induction of acetylcholinesterase expression
during apoptosis in various cell types. Cell Death and Differentiation, v. 9, p. 790-800,
2002.

ZHOU, C.F.; WANG, Y; LI, C. C.; SUN, R.J.; YU, Y.; ZHOU, D. Subacute toxicity of
copper and glyphosate and their interaction to earthworm (Eisenia fetida). Environmental
Pollution, v. 180, p. 71-77, 2013.



