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RESUMO

PARAMETROS BIOQUIMICOS EM EISENIA ANDREI APOS EXPOSICAO A
PESTICIDAS UTILIZADOS NO CULTIVO DA SOJA EM SOLO SOB
INTEGRACAO LAVOURA-PECUARIA

AUTORA: Liliana Beatriz Poerschke
ORIENTADORA: Andressa de Oliveira Silveira
COORIENTADORA: Barbara Estevao Clasen

Com o aumento do consumo de agrotoxicos no Brasil nos uUltimos anos, surge
uma preocupacado com o impacto que essas moléculas tem no meio ambiente.
ApoOs a aplicacdo, os pesticidas podem ter diversos destinos, incluindo a
atmosfera, os sistemas aquaticos e, principalmente, o solo. Com essa
contaminacdo, os pesticidas acabam afetando a fauna edéfica, animais e
humanos, causando desequilibrio no ecossistema. Uma forma de reduzir os
danos causados pelos agrotdxicos € através da imobilizacdo das moléculas nas
particulas de solo e reducdo da biodisponibilidade das mesmas na solucdo de
solo. O aumento do pH e dos teores de matéria organica no solo sao formas de
reduzir a disponibilidade dessas moléculas. A utilizacdo de técnicas de cultivo
conservacionistas, como o Sistema de Plantio Direto (SPD) e a Integracao
Lavoura-Pecuaria (ILP), proporciona o aumento desses parametros de forma
sustentavel. O objetivo dessa pesquisa foi determinar o potencial toxicolégico
gue uma area cultivada com SPD e ILP, contendo aplicacéo de agrotoxicos, pode
ter sobre minhocas da espécie Eisenia andrei através da avaliacdo de
biomarcadores de estresse e dano oxidativo. As minhocas foram disposta em
cilindros contendo solo que foi cultivado com soja por duas safras. Foram
analisados oito tratamentos em triplicata, que tinham ou ndo a presenca de
pesticidas, aplicacdo de calcario e animais em pastejo. Foi observado aumento
da atividade enzimatica da AChE, CAT e GST, ocasionando estresse
evidenciado pela ativacéo do sistema de defesa antioxidante. O tratamento que
continha apenas aplicacdo de pesticidas foi 0 que apresentou maior estresse
oxidativo segundo a analise IBR. Os resultados corroboram a hipétese de que a
presenca de animais em pastejo e a pratica de calagem contribuem para uma
reducdo do efeito adverso causado pelos pesticidas. Desta forma, foi possivel
compreender como as praticas de manejo podem diminuir o potencial
toxicologico dos pesticidas. Os resultados encontrados sédo de grande
importadncia para a avaliacdo do impacto causado por praticas de manejo
sustentavel no solo e para o estabelecimento de medidas que visem contribuir
com a disseminacdo dessas praticas, tendo em vista o seu potencial valor de
preservacao ambiental.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Biomarcadores. Minhocas.



ABSTRACT

BIOCHEMICAL PARAMETERS IN EISENIA ANDREI AFTER EXPOSURE TO
PESTICIDES USED IN SOYBEAN YIELD IN A CROP-LIVESTOCK
INTEGRATION SYSTEM

AUTHOR: Liliana Beatriz Poerschke
ADVISOR: Andressa de Oliveira Silveira
COADVISOR: Barbara Estevao Clasen

Pesticide consumption observed in Brazil in recent years brings a concern about
the impact that these molecules may have on the environment. After application,
pesticides can have several destinations, including atmosphere, aquatic systems
and, mainly, soil. With this contamination, pesticides end up affecting soil fauna,
animals and humans, causing an imbalance in the ecosystem. One way to reduce
the damage caused by pesticides is by immobilizing the molecules in soil particles
and consequently reducing the bioavailability of these chemicals in the soil
solution. Increasing the pH and organic matter levels in the soil are ways of
controlling the availability of these molecules. The use of sustainable cultivation
practices, such as No-Tillage Farming and Crop-Livestock Integration System,
provides the increase in these parameters in a sustainable way. The aim of this
research was to determine the toxicological potential that an area cultivated with
No-Tillage Farming and Crop-Livestock Integration System can have on soll
organisms (earthworms Eisenia andrei) through the evaluation of enzymatic
biomarkers (catalase, glutathione S-transferase, thiobarbituric acid-reactive
substances and acetylcholinesterase). The earthworms were exposed in
cylinders containing a sample of soil that was cultivated with soybeans for two
crops. Eight treatments were analyzed in triplicate. There was an increase in the
enzymatic activity of AChE, CAT and GST, causing stress and oxidative damage,
evidenced by the activation of the antioxidant defense system. Treatment 4
(which only contained pesticides) was the one that showed the greatest oxidative
damage according to the IBR analysis. The results corroborate the hypothesis
that the presence of grazing animals and the practice of liming contribute to a
reduction in the adverse effect caused by pesticides. In this way, it was possible
to briefly understand the pesticide-soil-organism environmental dynamics and
how management practices can reduce the toxicological potential of pesticides.
The results found are of great importance for assessing the impact caused by
sustainable management practices on the soil and for establishing measures that
aim to contribute to the dissemination of these practices, due their potential value
for environmental preservation.

Keywords: Pesticides. Biomarkers. Earthworms.
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1 INTRODUCAO

O Brasil lidera o mercado consumidor de agrotéxicos (STORCK et al.,
2022). Os dados do ultimo boletim anual de producéo, importacdo, exportacéo e
vendas de agrotoxicos no Brasil, referente ao ano de 2020, mostram que a venda
total desse tipo de produto ultrapassou as 685 mil toneladas, superando o ano
de 2019 em 10,51% (IBAMA, 2022). Tais dados demonstram o crescente
consumo de agrotdxicos no pais, que segue uma curva ascendente desde o
inicio do século (IBAMA, 2019). Por outro lado, a produtividade agricola néo
cresce no mesmo ritmo. Segundo Dutra e Souza (2017), entre 2003 e 2014, o
consumo de agrotéxicos mais do que dobrou no pais; enquanto isso, no mesmo
periodo, a produtividade manteve-se praticamente a mesma, apresentando um
leve aumento. Este aumento no consumo de agrotoxicos tem relacdo, entre
outras questdes, com a resisténcia das chamadas “pragas” aos principios ativos
de alguns agrotoxicos que, assim, tem que ser utilizados em doses cada vez
mais elevadas.

Existe uma discusséo acerca da dependéncia global dos agrotoxicos, haja
vista seu mau uso, sua volatilidade, transporte de longa distancia e eventual
contaminacdo ambiental (ECOBICHON, 2001). Apés a aplicacdo, os pesticidas
podem ter diversos destinos, incluindo a atmosfera (através de desvios na
aplicacdo e perdas por vaporizacdo), 0s sistemas aquaticos (nas aguas
superficiais por escoamento superficial e nas aguas subterraneas por drenagem
e lixiviacao), e o solo (através de processos de deposicao) (TIRYAKI; TEMUR,
2010). Os pesticidas acabam afetando a fauna edéfica, animais e humanos,
causando desequilibrio no ecossistema (BOUDH; SINGH, 2019).

Uma forma de reduzir os danos causados pelos agrotoxicos € com a
imobilizacdo das moléculas e consequente reducao da biodisponibilidade desses
quimicos na solucdo de solo. E possivel reduzir a disponibilidade dessas
moléculas através do aumento do teor de matéria organica e pH do solo, pois
isso favorece a retencdo das moléculas xenobidticas nas particulas de solo
(SPARK; SWIFT, 2002; SUDOMA et al., 2019). A utilizacdo de técnicas
conservacionistas proporciona 0 aumento desses parametros de forma
sustentavel (ALVARENGA; NOCE, 2005). A agricultura conservacionista inclui
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praticas especificas, como o Sistema de Plantio Direto (SPD) e a Integracdo
Lavoura-Pecuaria (ILP) (ALVARENGA; NOCE, 2005; KABIR, 2005).

Nesse contexto, a proposta desse estudo foi determinar o potencial
toxicolégico que uma area cultivada sob SPD e ILP pode ter sobre organismos
do solo (minhocas da espécie Eisenia andrei) através da avaliacdo de
biomarcadores enzimaticos. Esse estudo levanta a hipotese de que a presenca
de animais em pastejo, através da ILP, e o aumento do pH do solo, através da
aplicacdo de calcario, devem reduzir o potencial toxicolégico que os pesticidas
tém sobre minhocas da espécie Eisenia andrei. Com isso, buscou-se
compreender como as praticas conservacionistas impactam na assimilacdo dos
pesticidas pelas minhocas e se ha uma reducéo na toxicidade dos pesticidas

com a adocao de tais praticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Determinar o impacto do uso de pesticidas utilizados em um cultivo de soja
em biomarcadores da espécie Eisenia andrei em solo oriundo de sistema

com integracdo lavoura-pecuaria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE), catalase (CAT),
glutationa-s-transferase (GST) e o nivel de peroxidacdo lipidica em
minhocas da espécie Eisenia andrei expostas a oito diferentes tratamentos,
contendo ou ndo a presenca de animais em pastejo, pesticidas e aplicacédo
de calcario.

14



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 USO DE AGROTOXICOS

Os agrotoéxicos, também denominados pesticidas, defensivos agricolas ou
agroquimicos, sdo quaisquer compostos destinados a agricultura e que tém
como acéao a prevencao ou reducédo dos efeitos causados por pragas, doencas,
ervas daninhas, fungos, insetos, acaros e roedores. Essas substancias sao
compostos organicos sintéticos com baixo peso molecular, geralmente com
baixa solubilidade em agua e alta atividade biolégica. O termo inclui todos os
inseticidas, fungicidas, herbicidas, fumigantes e outros compostos organicos ou
substéancias utilizadas como reguladores de crescimento, desfolhantes ou
dissecantes (SOARES; FARIA; ROSA, 2016).

Os pesticidas tém beneficios importantes na protecdo das lavouras, pois
combatem uma variedade de pragas e doencas que poderiam destrui-las,
aumentando o rendimento e a qualidade dos produtos colhidos. No entanto,
devido ao grande uso de produtos fitossanitarios, a ocorréncia de residuos de
agrotoxicos nos recursos hidricos subterraneos constitui um problema mundial.
A poluicéo do solo e dos corpos d'agua por pesticidas usados na agricultura pode
representar uma ameaga importante aos ecossistemas aquaticos e aos recursos
de agua potavel, porque as aguas subterrdneas sdo a maior massa de agua
doce em muitas areas do mundo (PEREZ-LUCAS et al., 2019).

Nos ultimos anos, tem ocorrido uma dindmica de crescimento nos
sistemas de producdo agroalimentar, incluindo o uso de insumos quimicos. O
crescimento do desenvolvimento econdmico tende a aumentar o consumo de
agrotoxicos, que tém sérias consequéncias potenciais para a saude humana e o
meio ambiente em geral (HEDLUND; LONGO; YORK, 2020).

Segundo o mais recente boletim anual de producdo, importacao,
exportacdo e vendas de agrotéxicos no Brasil (IBAMA, 2022), no ano de 2020 a
venda total de produtos formulados “Quimicos e Bioquimicos” totalizou
685.745,68 toneladas de ingredientes ativos, o0 que representa um aumento de
10,51% nas vendas internas em relacdo a 2019. Os agrotdxicos mais
comercializados foram os formulados a base dos ingredientes ativos: Glifosato;
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2,4-D; Mancozebe; Acefato; Atrazina; Clorotalonil; Dicloreto de Paraquate;
Malationa; Enxofre e Corpirifos.

A exposicdo a agrotoxicos pode causar quadros de intoxicacdo leve,
moderada ou grave, a depender da quantidade do produto absorvido, do tempo
de absorcéo, da toxicidade do produto e do tempo decorrido entre a exposicao
e o0 atendimento médico (BRASIL, 2013). O Relatério Nacional de Vigilancia em
Saude de Populacdes Expostas a Agrotoxicos (BRASIL, 2018) aponta que, no
periodo de 2007 a 2015, observou-se um crescente aumento do numero de
notificacdes por intoxicacées por agrotdxicos, possivelmente em decorréncia do
aumento da comercializacdo dessas substancias e da melhoria da atuacao da
vigilancia e assisténcia a saude para identificacdo, diagnéstico e notificacdo dos
casos. Nesse periodo, houve acréscimo de 139% das notificacdes, sendo o total
acumulado de 84.206 casos.

Tendo em vista essas informacgdes, a reducdo do uso de agrotoxicos se
faz necessaria. O trabalho de Lechenet et al. (2017) demonstra que a reducao
no uso de pesticidas raramente diminui a produtividade e a lucratividade nas
fazendas. Isso pode corresponder a uma reducdo média de 37, 47 e 60% do uso
de herbicidas, fungicidas e inseticidas, respectivamente, sem alteracdo na
produtividade. Tais resultados demonstram que a reducado de pesticidas ja esta
acessivel aos agricultores na maioria das situa¢gfes de producao.

As estratégias para reducao do uso de pesticidas variam amplamente,
desde a agricultura organica até os sistemas convencionais de agricultura, nos
quais sao feitas tentativas de reduzir o uso de pesticidas (NAZARKO; VAN
ACKER; ENTZ, 2005). Segundo o estudo de Fuglie (1999), ndo h& evidéncias
de que as taxas de aplicacdo de herbicidas ou fertilizantes sdo mais altas em
campos com sistemas de lavoura conservacionistas em comparagdo com 0
preparo convencional.

Uma forma de reduzir o uso de agrotoxicos, sem afetar a produtividade
agricola, é atravées da adocéo do Manejo Integrado de Pragas (MIP). O MIP pode
ser definido como uma "abordagem" ou "estratégia” holistica para combater
pragas de plantas usando todos os métodos disponiveis, com aplicacdes
minimas de pesticidas. O objetivo ndo é erradicar as pragas, mas maneja-las,

mantendo suas populacdes abaixo de niveis economicamente prejudiciais. A
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adocao dessa estratégia reduz a exposi¢ao dos agricultores, consumidores e do
meio ambiente a compostos toxicos (STENBERG, 2017).

Diminuir o consumo desses agrotoxicos é importante devido aos
problemas ambientais que estdo atrelados ao seu uso. Por exemplo, 0
desenvolvimento de resisténcia a pesticidas; problemas de polinizacdo de
culturas e mortandade de abelhas; safras e perdas de produtos agricolas;
contaminacdo de aguas subterrédneas e superficiais; perdas de peixes, animais
selvagens e microrganismos; e gastos governamentais para reduzir os custos
ambientais e sociais do uso de pesticidas (PIMENTEL et al., 1992). Além de
todos esses problemas, com 0 uso excessivo de pesticidas, seus residuos e
metabdlitos podem se acumular no solo em niveis inaceitaveis (MORILLO;
VILLAVERDE, 2017). Portanto, € importante entender a dindmica desses
compostos no ambiente e como eles podem alterar a qualidade do solo.

A biodisponibilidade de pesticidas depende de muitos processos e fatores
ambientais como pH, temperatura, teor de umidade do solo, solubilidade do
pesticida, nutrientes do solo, entre outros (ODUKKATHIL; VASUDEVAN, 2013).
Sao muitas as variaveis que interferem na dinamica da migracao do pesticida do
solo para outros compartimentos ambientais. Através da lixiviacao de pesticidas
pelo perfil de solo ocorre a contaminacdo de aguas subterraneas, que é um
processo complexo e controlado por uma série de condi¢cdes ambientais e
propriedades do solo. As modelagens matematicas para transporte de pesticidas
incluem uma variedade de processos, como o fluxo de agua no solo, transporte
de soluto, transporte de calor, sorcdo dos pesticidas, transformacdo e
degradacéo dos pesticidas, volatilizacdo, absorcéo pelas plantas, escoamento
superficial, conte(ldo de matéria organica do solo, sua textura e pH (KOHNE;
KOHNE; SIMUNEK, 2009).

3.2 QUALIDADE DO SOLO

O conceito de qualidade do solo € controverso entre os cientistas do solo
porque € subjetivo, além de ser dependente do uso do solo e do clima. O conceito

nao foi formulado em unanimidade pela comunidade cientifica, mas foi
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institucionalizado por algumas agéncias governamentais, apesar da discordia
cientifica em torno dele (SINGER; SOJKA, 2002).

A Sociedade de Ciéncia do Solo da América contribuiu para o
desenvolvimento do conceito de qualidade do solo quando, através de um comité
de 14 pessoas, trabalhou na definicdo do conceito e identificou atributos do solo
e das plantas que seriam Uteis para descrever e avaliar a qualidade do solo.

Inicialmente foi feita uma definicdo simples para a qualidade do solo: "a
capacidade (do solo) de funcionar" (KARLEN et al., 1997, p. 3). Uma verséo
expandida define a qualidade do solo como "a capacidade de um tipo especifico
de solo de funcionar, dentro dos limites naturais ou gerenciados do ecossistema,
para sustentar a produtividade vegetal e animal, manter ou melhorar a qualidade
da &gua e do ar e apoiar a saude e habitacdo humana" (KARLEN et al., 1997, p.
3).

A qualidade do solo pode ser refletida pela medicdo das propriedades
fisicas, quimicas e biologicas do solo, também conhecidas como indicadores de
qualidade do solo (SHUKLA; LAL; EBINGER, 2006). Com o objetivo de avaliar a
qualidade de um solo, deve-se avaliar atributos quimicos, como pH, teor de
matéria organica, fosforo, potassio, aluminio, acidez potencial, cobre, ferro,
capacidade de troca de cétions (CTC), entre outros; e também os fisicos, como:
macro e microporosidade, densidade do solo, porosidade total e textura
(FREITAS et al., 2017). Quanto aos indicadores biologicos, pode-se citar a
biomassa microbiana, a respiracdo basal, o quociente metabdlico, 0s processos
enzimaticos, bem como a macrofauna e os processos que envolvem o ciclo do
carbono e do nitrogénio (SILVA et al., 2021).

Para assegurar uma melhor qualidade de solo, pode-se fazer uso de
técnicas conservacionistas. Entre as praticas conservacionistas do solo, pode-
se citar o sistema de plantio direto e a integragéo lavoura-pecuaria. Phillips et al.
(1980) definem o sistema de plantio direto como aquele em que a cultura &
plantada inteiramente sem preparo do solo ou com preparo apenas suficiente
para permitir a colocacéo e cobertura da semente com solo para permitir que
esta germine. Normalmente, nenhum cultivo adicional é feito antes da colheita.
Ervas daninhas e outras vegetacdes concorrentes s&o controladas por
herbicidas quimicos. Corretivos de solo, como calcéario e fertilizantes, s&o

aplicados na superficie do solo.
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Em SPD, € comum que haja a aplicagdo de corretores de solo, como cal
e fertilizantes. O calcario moido e seus produtos, cal virgem e hidratada, sdo
aplicados no solo para corrigir a acidez e promover o crescimento das plantas.
O calcario fornece dois nutrientes importantes para os solos, calcio e magnésio,
além dos elementos tragos contidos na rocha calcéria. Além disso, ele também
neutraliza a acidez gerada pelos fertilizantes nitrogenados, aumentando a
produtividade das culturas e o contetudo organico do solo (SAMPAIO; ALMEIDA,
2005).

A integracdo lavoura-pecuaria permite sistemas de exploracdo em
esquemas de rotacdo, onde se alternam periodos de pecuéaria com a producao
de graos. Dessa forma ocorre a interacdo e a complementacdo da agricultura
com a pecuaria, favorecendo aspectos do manejo, da fertilidade, da fisica e da
biologia do solo, aumentando a renda dos produtores e trazendo progresso
social ao campo. O sistema de integracdo lavoura-pecuéaria surge como
alternativa muito eficiente, porém mais complexa, de manutencdo da
produtividade e de recuperacéo/renovacéo indireta de pastagens. Esse sistema
permite uso mais racional de insumos, maquinas e mao-de-obra na propriedade
agricola, além de diversificar a producdo e o fluxo de caixa dos produtores
(MACEDO, 2009).

O sistema plantio direto com integracdo lavoura-pecuéria favorece o
aumento dos teores de matéria organica e dos teores de carbono orgéanico total
e de nitrogénio dos agregados, quando em compara¢ao ao sistema de plantio
direto sem integracdo lavoura-pecuaria (LOSS et al., 2011). Mesmo com alta
exportacao de nutrientes e trafego de maquinas, esse tipo de sistema é eficiente
para manutencdo e até melhoria da fertilidade e dos estoques de carbono do
solo. Os sistemas de integracdo lavoura-pecuaria promovem reducdo da
compactacao refletindo no incremento da macroporosidade e porosidade total e
diminuicdo da resisténcia mecanica a penetracdo e densidade do solo, nas
camadas superficiais do solo (COSTA et al., 2015).

Em sistemas SPD-ILP, o aumento de matéria organica no solo acaba
estimulando a biomassa microbiana. A biomassa microbiana do solo representa
a fracdo viva da matéria organica, responsavel por processos bioquimicos e
bioldgicos no solo e sensivelmente alterada pelas condicbes impostas pelo meio.

Essa comunidade de microrganismos do solo é influenciada pelo clima, pela

19



aeracao, pela disponibilidade de nutrientes minerais e pelo C organico do solo
(SOUZA et al., 2010).

O aumento de matéria organica no solo promovido pela adocédo de
sistemas SPD-ILP pode reduzir a mobilidade de pesticidas no solo, evitando que
esses sejam lixiviados e contaminem aguas subterraneas. Segundo Vieira et al.
(1999), o comportamento dos pesticidas no solo é bastante complexo e é
resultante de véarios fatores, sendo um deles a interacdo com 0s constituintes
das diferentes fragBes contidas no solo (4cido humico, argila, 6xidos e etc.). A
adsorcao é a interagcdo do soluto (pesticida) da fase liquida com a superficie das
particulas da fase sélida do solo. E um processo determinante para se entender
o comportamento dos pesticidas, pois esta relacionado diretamente aos
processos de transporte, adsorcao e bioatividade deste no solo, influenciando
diretamente na disponibilidade dos produtos para as plantas. Alguns herbicidas,
como o 2,4D, sdo adsorvidos preferencialmente na matéria organica. Aumentar
o conteudo de matéria organica do solo traz beneficios ndo s6 para a

produtividade agricola, mas também para a qualidade do solo em si.

3.3 ACIDEZ DO SOLO

A acidez do solo é determinada em grande parte pela composicao do solo
e pelas reacdes de troca ibnica e hidrélise associadas aos varios componentes
do solo. Quanto aos componentes inorganicos € possivel citar os silicatos, os
oxido-minerais e os acidos solaveis. Outro fator relevante na acidez dos solos é
a matéria organica, que pode ser descrita como um arranjo polimérico
condensado, aromatico, ao qual estédo ligadas cadeias laterais alifaticas, como
peptideos, acucares e acidos carboxilicos (THOMAS; HARGROVE, 1984).

A acidez do solo é um dos maiores problemas na producéo de alimentos
porque pelo menos 40% — e em algumas estimativas até 70% — do solo do
planeta é afetado por esse problema. Os solos se tornam acidos durante a
evolucao geologica, especialmente em areas com alta concentragdo de chuvas,
porque as “bases” sao relativamente faceis de serem lixiviadas dos solos, os
deixando “acidos” (RENGEL, 2003).

20



O pH do solo pode ser considerado a medida mais informativa para
determinar as caracteristicas do solo. Por exemplo, a disponibilidade de
nutrientes essenciais e a toxicidade de outros elementos pode ser estimada em
funcédo da sua relagédo com o pH (SPARKS et al., 1996).

O pH pode ser utilizado para diagnosticar o nivel de acidez do solo e
indicar a necessidade ou nao de calagem (NICOLODI; ANGHINONI; GIANELLO,
2008). A calagem, quando necessaria, € a primeira pratica a ser realizada e tem
como objetivos neutralizar o Al e/ou Mn trocéveis, fornecer Ca e Mg as plantas,
elevar a saturagédo por bases, equilibrar a relagdo K:Ca:Mg, contribuir para o
aumento da disponibilidade de N, P, K, S e Mo e melhorar a atividade microbiana
do solo (BORGES et al., 2021).

A adogdo de sistemas de plantio direto em substituicdo ao plantio
convencional promove alteragbes na dindmica de nutrientes e da acidez,
principalmente na camada superficial do solo. Os efeitos nocivos da acidez sao
minimizados em solos com plantio direto, sobretudo pelo incremento de matéria
orgéanica (VIEIRA et al., 2013)

Quanto a acidez em sistemas de manejo que combinam o SPD e ILP, a
presenca de animais pode interferir na dindmica do calcario no solo em
comparacao com areas que sao exclusivas para plantio de lavouras. O pisoteio
animal pode causar reducao da macroporosidade e da taxa de infiltracdo de agua
no solo nas camadas superficiais, o que acaba por restringir 0 movimento de
particulas finas no perfil do solo. Por outro lado, a deposi¢cdo de excrementos de
origem animal promove maior atividade da meso e macrofauna do solo, o que
gera um grande namero de galerias (bioporos) no interior do solo pelas quais
pode se dar o deslocamento de particulas finas como o calcario, favorecendo a
correcdo da acidez do solo em subsuperficie (FLORES et al., 2008).

Sheng et al. (2005) afirmam que a sor¢éo de alguns pesticidas no solo é
maior quando o pH é mais elevado. Essa hipotese é corroborada por Spadotto e
Hornsby (2003), que afirmam que a matéria organica se torna mais acessivel
para sorcéo de solutos em pH elevado devido as mudancas conformacionais da
estrutura molecular. Portanto, a acessibilidade dos grupos funcionais da matéria
organica capazes de interagir com os agrotoxicos pode explicar a maior sor¢ao
de alguns pesticidas ao solo em pH mais elevado, tornando-os menos

biodisponiveis.
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3.4 ECOTOXICOLOGIA

O termo ecotoxicologia foi introduzido por Truhaut em 1969 e é derivado
das palavras “ecologia” e “toxicologia”. A introdu¢cado desse novo termo refletiu
uma crescente preocupacao sobre os efeitos de produtos quimicos ambientais
em espécies além da humana. A toxicologia ambiental focava principalmente nos
efeitos nocivos de quimicos ambientais em seres humanos. No entanto, a
toxicologia ambiental em seu sentido mais amplo abrange os efeitos de quimicos
nos ecossistemas também. Pode-se dizer que a ecotoxicologia compreende uma
area de estudo preocupada com os efeitos nocivos de quimicos (toxicologia)
dentro do contexto de ecologia (WALKER et al., 2012).

E necessario melhorar a previséo dos efeitos de contaminantes no meio
ambiente e monitorar 0s organismos que podem sofrer esse impacto. Para
prever os efeitos, é necessario avaliar as quantidades e vias dos poluentes no
meio ambiente, 0 modo de acdo dos poluentes em organismos individuais, o
grau de efeito para uma determinada exposicdo e o consequente efeito nas
populacdes (MORIARTY, 1988).

As principais éareas de aplicacdo da ecotoxicologia sdo o
biomonitoramento de poluicdo ambiental (incluindo o uso de bioensaios e
biomarcadores), a investigacdo dos problemas da poluicdo, a conducdo de
ensaios de campo (principalmente de pesticidas), o estudo do desenvolvimento
de resisténcia e, por fim, avaliacdo de riscos de produtos quimicos ambientais
(WALKER et al., 2012).

O monitoramento biolégico, ou biomonitoramento, pode ser definido como
0 uso sistematico de respostas biolégicas para avaliar mudancas no meio
ambiente com a intencdo de usar essas informacdes em um programa de
controle de qualidade. Essas mudancas geralmente sdo devidas a fontes
antropogénicas e podem ser causadas por uma variedade de estresses, como
compostos toxicos, efluentes térmicos e enriguecimento de nutrientes
(MATTHEWS et al., 1982).

Bioindicadores séo os organismos capazes de dar informacdes sobre a
qualidade (de uma parte) de seu ambiente. O biomonitoramento € a observacéo

continua de uma area com o auxilio de bioindicadores. Com a ajuda dos
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organismos, as tendéncias no tempo e no espacgo em relagdo a distribuicédo e
aos efeitos ecologicos dos produtos quimicos ambientais podem ser observadas
por meio de uma avaliagdo semiquantitativa dos resultados (MARKERT;
BREURE; ZECHMEISTER, 2003).

J& os biomarcadores sdo definidos como qualquer resposta a um
contaminante ambiental a nivel individual, medidos no organismo ou matriz
bioldgica, indicando um desvio do estado normal que ndo pode ser detectado no
organismo intacto. Uma definicdo tipica é: “medi¢cdes de fluidos corporais,
células ou tecidos que indicam em termos bioquimicos ou celulares a presenca
de contaminantes ou a magnitude da resposta do organismo alvo”
(LIVINGSTONE, 2007, p. 3).

Muitas abordagens de biomonitoramento e métodos de analises de
laboratério foram propostos para as avaliacdes ecotoxicoldgicas de produtos
quimicos em organismos vivos (ABDUL RIDA; BOUCHE, 1997). Varias espécies
de minhocas (por exemplo, Eisenia fetida e E. andrei) ocupam um lugar
importante nos testes de toxicidade, tendo como objetivos principais a avaliacao
da toxicidade potencial de novos produtos quimicos a serem introduzidos no
meio ambiente e a avaliacéo de risco para efeitos toxicos de solos historicamente
contaminados (SANCHEZ-HERNANDEZ, 2006).

As minhocas s&o tradicionalmente consideradas indicadores
convenientes do uso da terra e da fertilidade do solo. Seu tamanho relativamente
grande, variando de 1 a 80 cm ou maior, rapidez limitada no deslocamento do
solo e recolonizacao lenta séo caracteristicas que tornam as minhocas faceis de
capturar e classificar e as tornam atraentes como bioindicadores. Além dos
efeitos diretos dos pesticidas, deve-se considerar a toxicidade dos muitos
produtos de degradacao dos pesticidas que penetram no solo; além disso, 0s
possiveis efeitos sinérgicos dos coquetéis de pesticidas ndo sdo bem estudados
ou compreendidos. Os pesticidas podem apresentar toxicidade direta contra as
minhocas e produzir efeitos latentes em seu crescimento e fertilidade, além de
respostas moleculares e celulares, como biomarcadores de exposicdo a
poluentes (PAOLETTI, 1999).

O papel das minhocas na decomposicdo da matéria organica e
subsequente ciclagem de nutrientes aumentou o interesse de seu uso como

organismo indicador do impacto biolégico de poluentes do solo. Além disso, a
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manipulacdo de minhocas é relativamente simples, isso facilita a mensuracao de
diferentes parametros do ciclo de vida, por exemplo, crescimento e reproducao,
assim como acumulacdo e excrecdo de poluentes, e respostas bioquimicas.
Portanto, minhocas sdo organismos adequados para pesquisa de ecotoxicologia
do solo (SORIANO, 2012). A Figura 1 apresenta um fluxograma dos efeitos de

poluentes do solo nos indices bioquimicos das minhocas.

Figura 1 — Fluxograma que mostra o efeito dos poluentes do solo nos indices bioquimicos das
minhocas

| Solo (serrapilheira, himus) |

Mistura de poluentes (pesticidas, metais)

Minhocas |

" Alteragdes a nivel de enzimas antioxidantes, enzimas do
metabolismo de carboidratos, metabolismo de aminoacidos e
lipidios e sistemas de neurotransmissao

|

| Efeito adverso na salide e no ciclo de vida das minhocas|

Fonte: Adaptado de Tiwari et al. (2016).

Uwizeyimana et al. (2017) destacam que as misturas de pesticidas e
metais pesados afetam negativamente as minhocas. A contaminagao gerada por
misturas de pesticidas e ions metdlicos pode induzir danos ao DNA, interrupcéo
nas atividades enzimaticas, redugdo na sobrevivéncia individual, taxa de
producéo e crescimento, mudanga no comportamento individual, como taxa de
alimentacao e diminuicdo na biomassa de minhocas.

Hattab et al. (2020) avaliaram o impacto do cultivo intensivo atraveés da
analise de biomarcadores de minhocas da espécie Eisenia andrei. Os resultados
demonstraram que a agricultura intensiva pode causar uma hiperacumulagéo de

metais pesados nos solos e, consequentemente, nas minhocas. Isso leva a um
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severo estresse oxidativo e, portanto, a ativacdo de mecanismos de prote¢cdo
nas minhocas. A vista disso, os biomarcadores podem ser considerados uma

boa forma de avaliar o efeito de um contaminante ambiental em minhocas.

3.5 BIOMARCADORES ENZIMATICOS

Biomarcadores sdo medicbes em nivel molecular, bioquimico ou celular
em populacdes de habitats contaminados ou em organismos experimentalmente
expostos a poluentes que indicam que o organismo foi exposto a produtos
quimicos téxicos e a magnitude da resposta dos organismos ao contaminante
(MCCARTHY; SHUGART, 1990). Nos ultimos anos ha um interesse crescente
em aumentar o conhecimento sobre as respostas moleculares e celulares de
minhocas a poluentes, como biomarcadores de exposicéo a poluentes, para ser
usado no monitoramento de solo e em programas de avaliagdo do solo. A
abordagem por biomarcadores pode oferecer mais informacao sobre a resposta
ao estresse do organismo a mistura de contaminantes e a produtos téxicos
individuais (SORIANO, 2012).

Uma das principais funcdes dos biomarcadores € fornecer um sinal de
alerta precoce de efeitos bioldgicos significativos, afinal as respostas
moleculares, bioguimicas e fisiolégicas precedem aquelas que ocorrem em
niveis mais elevados de organizacdo biologica. Portanto, os biomarcadores
podem ser usados para prever o que pode acontecer quando algum produto
téxico entra em contato com um ambiente especifico, ou 0 que acontecera se a
exposicao continuar a ocorrer, que sdo 0s principais objetivos de uma avaliacao
de risco prospectiva (LAM, 2009).

O estudo de biomarcadores de minhocas € necessario para determinar se
um solo pode ter uma variedade de efeitos em diferentes niveis sobre esses
organismos (especificamente molecular, celular, bioquimico e fisiolégico). Como
as respostas de biomarcadores Unicos ao estresse ambiental nem sempre sao
confiaveis, o indice integrado de resposta de biomarcadores (IBR) € calculado
para obter uma avaliacao objetiva (pontuada) da sindrome do estresse induzido.
Se o IBR for positivo, € provavel que o solo esteja contaminado. Quando

combinado com outros dados, como a presenga ou auséncia de uma fonte de
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poluicdo, pode-se determinar se é necessario um estudo quimico para apurar 0s
fatores de risco (KUMAR et al., 2022).

O estudo de biomarcadores de minhocas € necessario para determinar se
um solo pode ter uma variedade de efeitos em diferentes niveis sobre esses
organismos (especificamente molecular, celular, bioquimico e fisioldgico). Como
as respostas de biomarcadores Unicos ao estresse ambiental nem sempre séo
confiaveis, o indice integrado de resposta de biomarcadores (IBR) € calculado
para obter uma avaliacdo objetiva (pontuada) da sindrome do estresse induzido.
Se o IBR for positivo, é provavel que o solo esteja contaminado. Quando
combinado com outros dados, como a presenca ou auséncia de uma fonte de
poluicdo, pode-se determinar se é necessario um estudo quimico para apurar 0S
fatores de risco (KUMAR et al., 2022).

Este indice pode ser particularmente Util para biomonitoramento nas areas
geograficas onde os valores de referéncia ndo estao disponiveis e para aqueles
biomarcadores sem valores de referéncia bem estabelecidos, bem como quando
biomarcadores em niveis complexos de organizacdo biolégica ndo estdo
disponiveis. Além disso, fornece indicacdo dos mecanismos bioldgicos
envolvidos nas respostas especificas do local a perturbacbes ambientais
(ASENSIO et al., 2013).

Quando a producao anormal de radicais livres induzida por xenobibticos
supera a protecdo enddgena proporcionada por enzimas degradativas
especificas, vitaminas antioxidantes e outros eliminadores de radicais, o dano
resultante aos constituintes celulares € conhecido como estresse oxidativo
(OAKES; VAN DER KRAAK, 2003).

Os principais antioxidantes enzimaticos em resposta ao estresse oxidativo
sdo: superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase e glutationa
redutase. Para prevenir o dano oxidativo, a SOD metaboliza o anion superoxido
(O2) em oxigénio molecular e H202, que é entdo desativado pela catalase.
(TIWARI et al.,, 2016). A seguir serdo descritas informagbes sobre os
biomarcadores que seréo avaliados neste estudo.

As colinesterases (ChEs) constituem um grupo de hidrolases altamente
sensiveis aos pesticidas organofosforados e carbamatos. A acetilcolinesterase

(AChE) é considerada a principal colinesterase nas minhocas (RAULT; MAZZIA;
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CAPOWIEZ, 2007). E uma enzima significativa que desempenha papel crucial
no mecanismo de transmisséo do sistema nervoso (SOREQ, 2012).

Foi relatado que a concentracdo da atividade da AChE era mais alta na
parte pré-clitelar da minhoca e tem papel importante no funcionamento do
cérebro dorsal presente proximo ao prostdmio (CALISI; LIONETTO;
SCHETTINO, 2011). A exposicao de Eisenia fetida ao pesticida carbamato,
metiocarbe, demonstrou causar forte inibicdo da atividade da AChE (CALISI;
LIONETTO; SCHETTINO, 2009).

A catalase € uma enzima presente em quase todas as células animais e
vegetais (LUCK, 1965). A catalase tem uma funcéo dupla, porque catalisa as
seguintes reacgdes: (1) decomposi¢céo de H202 para H20 e Oz; (2) oxidagédo de H
doadores, por exemplo, metanol, etanol, acido férmico, fendis, com o consumo
de 1 mol de peroxido (AEBI, 1974). O estudo de Mkhinini et al. (2020) avaliou
como minhocas da espécie Eisenia andrei podem sofrer estresse oxidativo
guando expostas a esgoto tratado. A atividade da CAT diminuiu crucialmente, o
que pode estar relacionado ao estresse metalico causado pelo esgoto tratado. A
CAT € uma enzima chave na desintoxicacao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) geradas em resposta a um estresse abibtico. Assim, a reducdo
significativa de sua atividade pode estar relacionada a alta producdo de
substratos para manter o nivel celular de peroxido de hidrogénio.

A glutationa-S-transferase (GST), uma enzima citosélica, desempenha
um papel crucial na desintoxicacdo e biotransformacdo de uma série de
compostos eletrofilicos pelo consumo de glutationa. A exposi¢cao a agrotoxicos
pode levar a alteracbes nas atividades enzimaticas que refletem os distarbios
metabolicos e danos celulares em tecidos especificos (TIWARI et al., 2016).

A peroxidacédo lipidica em minhocas, medida pelo teor de TBARS, tem
sido frequentemente utilizada como marcador de estresse oxidativo (ECIMOVIC
et al., 2018). O MDA é o produto da peroxidacao lipidica, amplamente utilizado
para medir o nivel de estresse oxidativo nos organismos. Quando expostas a
diversos contaminantes, e quando SOD, catalase, GPx e/ou GST nao sao
capazes de controlar a produgédo de EROS, as minhocas sao afetadas pelo
estresse oxidativo decorrente da peroxidacdo das caudas lipidicas na estrutura
da membrana, devido ao seu alto teor de acidos graxos poli-insaturados.
(MARKAD et al., 2015).
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A deteccdo do estresse oxidativo tem se baseado amplamente na
quantificacdo de compostos como o malondialdeido (MDA), que sdo formados
pela degradacéo dos produtos iniciais do ataque dos radicais livres. A reacéo do
MDA com o acido 2-tiobarbitirico (TBA) é um dos estimadores de estresse
oxidativo mais amplamente usados (Liu et al., 1997).

No estudo de Zhang et al. (2020), minhocas da espécie Eisenia fetida
foram expostas a varias concentracdes do inseticida sulfoxaflor. Com o aumento
da concentracdo de sulfoxaflor, o teor de TBARS também aumentou
gradualmente do dia 7 ao dia 28. Esse estudo mostra que o conteido aumentado
de TBARS pode ser um biomarcador indireto de dano oxidativo induzido por
poluentes. Portanto, pode-se deduzir que o sulfoxaflor pode causar
citotoxicidade em minhocas.

Bouraoui et al. (2009) avaliaram o efeito que a exposi¢cao ao cobre causa
em minhocas da espécie Eisenia andrei. Além do aumento da atividade de
enzimas antioxidantes como a catalase, ocorreu um aumento no nivel de
peroxidacéo lipidica, sugerindo uma defesa antioxidante insuficiente. O acimulo
de MDA seguiu uma tendéncia crescente, sendo sempre significativamente
diferente do controle.

Hattab et al. (2015) também observaram um aumento pronunciado no
acumulo de MDA em minhocas expostas a um pesticida, demonstrando ser esse
um marcador de estresse oxidativo. Esses estudos mostram que o aumento do
teor de TBARS pode ser um biomarcador indireto de dano oxidativo induzido por

poluentes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SOLO

O solo utilizado no estudo foi coletado em um experimento localizado na
Estacdo Experimental Agronémica (EEA) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), no municipio de Eldorado do Sul, RS, Brasil (latitude
30°05'22”S, longitude 51°39°08”0), com altitude média de 46 metros acima do
nivel do mar. O experimento possui parcelamento em blocos, totalizando quatro
parcelas. No periodo do verdo o solo é semeado com soja (Glycine max),
enguanto no periodo do inverno a area é utilizada para cultivo de azevém (Lolium
multiflorum), com ou sem a presenca de animal em pastejo. Nas parcelas ainda
h& a subdivisdo com ou sem a aplicacdo de calcério, e com e sem aplicacéo de
agrotoxicos.

O solo classifica-se como Plintossolo Argilivico Distrofico tipico, de
acordo com o Sistema Brasileiro de Classificagéo de Solos (EMBRAPA, 2013).
A caracterizagdo quimica do solo antes do experimento é apresentada na Tabela
1.
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Tabela 1 — Caracterizacdo quimica do solo antes da instalagédo do experimento na Estacao
Experimental Agrondmica (EEA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Cations trocaveis Nutrientes Saturacao
Camada pH CcoT disponiveis
Ca Mg Al H+ Al P K Bases Al
cm g.kg? cmolcdm?-3 mg.dm-3 %

0-5 3,9 16,7 1,3 0,7 14 10,2 94,8 84,2 17,9 40,4
5-10 3,8 8,8 08 04 17 10,2 93,6 69,1 12,0 56,6
10-20 4,0 6,4 09 04 16 8,9 45,8 68,55 14,5 53,1
20-30 4,2 59 14 06 16 8,7 16,7 66,4 20,2 42,5
30-40 4,3 5,8 14 0,7 15 8,7 12,5 65,5 21,3 40,8

pH em agua (relagdo 1:1); calcio (Ca), magnésio (Mg) e aluminio (Al) extraidos com KCI 1 mol L

H+Al: determinado indiretamente com solucdo SMP; fésforo (P) e potassio (K) extraidos com solucao

Mehlich 1.

Fonte: Informagé&o cedida por Lucas Aquino Alves, Engenheiro Agrdnomo responsavel pela

realizacéo da analise dos atributos quimicos da area experimental, novembro de 2019.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O local de estudo € dividido em quatro parcelas, havendo dois tratamentos

diferentes em cada uma das parcelas. Nas parcelas ainda ha uma subdivisdo

com ou sem a aplicacdo de calcario, de modo que todas as possibilidades

possam ser satisfeitas (Quadro 1). Visando obter repeticdes foram colocados

trés cilindros por tratamento.
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Quadro 1 — Combinacdes de manejos e praticas que compdem os diferentes tratamentos do
experimento localizado na Esta¢éo Experimental Agrondmica (EEA) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS), no municipio de Eldorado do Sul, RS, Brasil

Parcela Tratamentos Agrotoxico Pastejo Calcario

Tratamento 1 X X X
Parcela 1

Tratamento 2 X X

Tratamento 3 X X
Parcela 2

Tratamento 4 X

Tratamento 5 X X
Parcela 3

Tratamento 6 X

Tratamento 7 X
Parcela 4

Tratamento 8

Fonte: Autora (2023).

O solo foi retirado do local com o auxilio de cilindros de PVC com 20 cm
de diametro e 15 cm de altura. Em cada uma das quatro unidades experimentais
iniciais foram alocados dois tipos de tratamentos diferentes, totalizando oito
tratamentos (Quadro 1). Visando obter repeticdes, foram coletados trés cilindros
por tratamento, totalizando 24 cilindros. Os cilindros coletados foram
transportados até um local isolado e sem cobertura onde ocorreu o cultivo de

soja, com o objetivo de simular uma situacao de campo (Figura 2).
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Figura 2 — Cultivo de soja nos cilindros com objetivo de simular uma situagédo de campo

Fonte: Autora (2023).

Nos tratamentos que receberam pesticidas no campo também foi feita a
aplicacdo destes produtos no solo cultivado nos cilindros (Figura 3). Os
agrotoxicos utilizados nesse experimento simulam a condi¢do real de aplicacao
de pesticidas realizada em areas de cultivo de soja transgénica, de acordo com
a dosagem recomendada pelo fabricante (Quadro 2). O calculo para diluicdo dos
pesticidas a fim de obter a dosagem correta foi feito com base na area do cilindro
(diametro de 20 cm). Apoés o fim dessa safra, as plantas foram retiradas dos
cilindros, fazendo com que as amostras de solo se tornassem deformadas. Os
cilindros foram acondicionados em local coberto, onde se deu a exposi¢cado dos

organismos.
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Figura 3 — Aplicacdo de pesticidas na soja

Fonte: Autora (2023).

Quadro 2 — Esquema de aplicacdo e dosagem dos pesticidas utilizados no experimento
conduzido nos cilindros

Atividade Produto utilizado Data Dosagem
Aplicacdo de _
o Glifosato 16/12/2020 4000 mL/ha
herbicida
Plantio da soja - 30/12/2020 --
Aplicacdo de _
o Glifosato 15/01/2021 4000 mL/ha
herbicida
Aplicagéo de _ Fox: 400 mL/ha
o _ o Fox e Prémio 25/01/2021 _
fungicida e inseticida Prémio: 50 mL/ha
Monaris: 300 mL/ha
Aplicacéo de Monaris, Engeo Engeo Pleno: 200
o . o _ 15/02/2021
fungicida e inseticida Pleno e Prémio mL/ha
Prémio: 50 mL/ha
Aplicacdo de _ Fox: 400 mL/ha
o _ o Fox e Prémio 08/03/2021 _
fungicida e inseticida Prémio: 50 mL/ha

Fonte: Autora (2023).
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4.3  ANALISE QUIMICA DO SOLO

Antes da exposicdo dos organismos e apoés a aplicacdo dos pesticidas no
solo, amostras de solo foram retiradas e encaminhadas para andlise quimica de
cada um dos tipos de tratamento. Cerca de 100 gramas de solo foram coletados
de cada cilindro e acondicionados em um recipiente aberto para que secassem
ao ar livre (Figura 4a). Apoés alguns dias, o solo seco foi acondicionado em sacos
plasticos etiquetados (Figura 4b) e encaminhado para andlise quimica no
Laboratorio de Analise de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS). Ao total, foram mensurados 15 parametros quimicos do solo.

Figura 4 — Amostras de solo coletado para avaliagdo quimica

(a) amostras secando ao ar livre (b) amostras acondicionadas e etiquetadas

Fonte: Autora (2023).

4.4 EXPOSICAO DOS ORGANISMOS E AVALIACAO DOS
BIOMARCADORES

Durante todo o periodo de exposi¢cdo dos organismos ao solo, os cilindros
foram deixados em uma area coberta. A umidade foi controlada diariamente,
mantendo-se sempre a umidade ideal para os organismos, de 70% da
capacidade de campo do solo. As minhocas foram alimentadas semanalmente
com esterco bovino (Figura 5).
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Figura 5 — Minhocas da espécie Eisenia andrei expostas ao solo

P

Fonte: Autora (2023).

As minhocas utilizadas nesse estudo foram individuos adultos clitelados
oriundos do Laboratério de Engenharia de Meio Ambiente da Universidade
Federal de Santa Maria, campus sede. A espécie Eisenia andrei foi exposta ao
solo em cilindros de PVC, com 20 cm de didmetro e 15 cm de altura. Cada
cilindro continha 10 individuos. Para que o sistema fosse isolado, aerébio e com
drenagem adequada, foi utilizado tecido-ndo-tecido (TNT) e tela de nylon na
extremidade inferior dos cilindros e tecido de algod&o na extremidade superior,
ambos presos com elastico de borracha para que ndo houvesse qualquer

possibilidade de fuga dos organismos (Figura 6).
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Figura 6 — Cilindros contendo as amostras de solo onde se deu a exposi¢cdo dos organismos,
com as extremidades devidamente presas para evitar fugas

Fonte: Autora (2023).

O tempo de exposicao das minhocas foi de 7, 14 e 28 dias, havendo coleta
de 3, 3 e 4 individuos em cada etapa, respectivamente. O Quadro 3 apresenta o
cronograma de exposicéo e coleta das minhocas.

Quadro 3 — Cronograma de exposicdo e coleta dos organismos

Atividade Data
Exposicdo dos organismos 01/04/2021
Coleta 7 dias 08/04/2021
Coleta 14 dias 15/04/2021
Coleta 28 dias 29/04/2021

Fonte: Autora (2023).

O procedimento de coleta dos organismos consistiu em retirar o niamero
de individuos desejado do cilindro, lava-los com agua corrente e armazena-los
em microtubos Eppendorf de 1,5 ml. Os microtubos foram mantidos na

temperatura constante de -20 °C em um freezer até a realizacdo das analises
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dos biomarcadores. As analises de tecidos biolégicos foram realizadas
preferencialmente com a porcdo central das minhocas, homogeneizados com
tampéao Tris-HCI [50 mM] pH 7,5 e centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para todas as andlises. As metodologias utilizadas
para avaliacdo dos biomarcadores estao representadas nos Quadro 4 e todas

foram modificadas para microplaca, exceto a catalase.

Quadro 4 — Andlises e metodologias propostas para avaliagdo de biomarcadores da espécie
Eisenia andrei

Andlise Metodologia
Atividade da Catalase (CAT) Aebi (1984)
Atividade da Glutationa S-transferase (GST) | Habig, Pabst e Jakoby (1974)
Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) Ellman et al. (1961)

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS)
Determinacgédo de proteina Bradford (1976)

Draper e Hadley (1990)

Fonte: Autora (2023).

4.5 INDICE INTEGRADO DE RESPOSTA DE BIOMARCADORES (IBR)

As respostas dos biomarcadores foram submetidas ao “indice Integrado
de Resposta de Biomarcadores” versao 2 (IBRv2), descrito por Beliaeff e Burgeot
(2002) e modificado por Sanchez, Burgeot e Porcher (2013). Esta verséo do IBR
€ baseada no principio do desvio de referéncia entre estado perturbado e néo
perturbado. O IBR pode ser calculado sem software especifico e combina um
valor matematico e um resultado grafico para obter a resposta especifica dos
biomarcadores investigados. Os parametros calculados para cada tratamento
foram expostos em um gréafico de radar para representar o desvio de referéncia
(em relacdo ao controle) de cada biomarcador estudado. A area acima de 0
representou a inducdo da atividade enzimatica e a area abaixo de 0 indicou sua

inibicdo. O tratamento que apresentou a maior soma absoluta dos valores
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calculados para o conjunto de biomarcadores avaliados indicou a maior

interferéncia ambiental nos parametros bioquimicos analisados.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos parametros quimicos do solo, foi verificada
a presenca de outliers nos dados, a normalidade dos dados e a homogeneidade
das variancias. Foi realizado o teste t ndo pareado para verificar se havia
diferenca significativa entre as médias nos tratamentos. Foi realizada uma
ANOVA fatorial de trés vias, tendo em vista os trés fatores do estudo que
interagem entre si (pastejo, calcério e agrotdxico), com pds-teste de Tukey.

Para testar o efeito dos tratamentos e dos dias sobre os biomarcadores
analisados foi realizada uma Anélise de Variancia — ANOVA — de dois fatores.
Quando os dados ndo possuiram distribuicdo normal e ou homogeneidade de
variancias, foi realizada uma transformacao logaritmica sobre a varidvel resposta
usando a funcao loglp. O teste de Tukey foi utilizado a posteriori para avaliar as
comparacoes par-a-par em caso de o modelo da ANOVA ser significativo. Foi
considerado em todas essas analises um a = 0,05 para rejeicao da hipétese nula.
Foi utilizado o pacote rstatix (KASSAMBARA, 2021). As analises dos dados
foram realizadas no ambiente R v.4.2. (R CORE TEAM, 2022).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE QUIMICA DO SOLO

Foram mensurados 15 parametros quimicos do solo, cujos resultados sao

apresentados no Quadro 5.
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Quadro 5 — Parametros quimicos avaliados nas amostras de solo

pH+DP | H+Al+DP P'M‘E)hF',iCh * K'M%hF',iCh * M”'Mgg"‘:h * | catDP | Mg+DP | AI+tDP | CTC+DP SS;EEF:O SS;‘Q':‘S‘??LODP;”
T1|572+021 | 2,94+0,29 | 81,11+11,57 | 92,67+12,66 | 110,13+11,49 | 33+049 | 1,32+0,18 | 020 7,8+043 0£0 62,13 £ 5,74
T2 | 484+0,04 | 459+0,28 | 96,72+597 79+2 85+4,71 | 1,99+0,06 | 0,65+0,05 | 0,19+0,03 | 7,43+0,32 | 6,16+ 0,98 | 38,27 + 1,62
T3 | 5514025 | 31+057 | 9245+862 | 79,33+5,69 | 92,97+9,85 | 3,13+044 | 1,24+0,24 | 0,04+0,01 | 7,68+0,25 | 0,99+ 0,26 | 59,56 + 7,86
T4 | 514£000 | 349+063 | 8495+454 | 76+11,36 | 101,17+569 | 2,65+0,26 | 0,94+0,1 | 0,06+0,03 | 7,27+0,33 | 1,71£0,96 | 52,15+ 7,01
T5 | 5,78+0,08 | 2,63+0,16 | 8422+13,4 | 122,67+7,09 | 92,8624 |388+023 | 1,38+0,1 | 003+0 | 82+0,26 | 057+0,04 | 67,85+2,41
T6 | 461+0,19 | 6,41+059 | 101,68+511 | 89,67+16,5 | 484+123 | 152+147 | 042+0,4 | 0,19+0,22 | 858+1,32 | 6,52 +8,55 | 23,28 19,11
T7 | 482£0,26 | 502+048 | 9273+198 | 77,67+2,89 | 44,67+3,95 | 198+0,31 | 0,67+0,13 | 0,25+0,13 | 7,88+0,42 | 825+4,31 | 36,255,03
T8 | 5,33+0,03 | 3,80+0,04 | 8875+6,06 | 6567+3,06 | 38,67+3,62 |298+0,29 |1,11+0,09 | 0,07+0,02 | 815+0,35 | 1,65+043 | 52,23+2,28

DP: desvio padrdo. T1: agrotoxico + pastejo + calcario. T2: agrotéxico + pastejo. T3: agrotoxico + calcario. T4: agrotdxico. T5: pastejo + calcario. T6: pastejo.
T7: calcério. T8: controle. Fonte: Autora (2023).




De acordo com o desenho experimental do estudo, existem trés fatores
gue interagem entre si. Sao eles: presenca de animais em pastejo, adicao de
calcario e aplicacdo de agrotoxicos. A ANOVA fatorial de trés vias objetivou
identificar de que forma esses fatores interferem uns nos outros, pela analise dos
dados de parédmetros quimicos do solo. A Figura 7 apresenta os resultados
obtidos com relacdo ao pH do solo. Os tratamentos que tiveram aplicacao de
calcario (T1, T3, T5 e T7) apresentaram valores de pH significativamente
maiores em relacdo aos que nao tiveram aplicacdo de calcario. A presenca de

calcério eleva os valores de pH no solo.

Figura 7 — Comparagéo entre os valores de pH nas amostras de solo com e sem calcério
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Fonte: Autora (2023).

Quanto ao teor de aluminio, a presenca ou ndo de agrotoxico ndo
influencia as concentracdes de aluminio no solo. O que de fato influencia é a
interac&o entre a presenca de pastejo e a presenca de calcario, conforme mostra
a Figura 8. E possivel constatar que a presenca de calcario tem relacéo direta

com o teor de aluminio nas areas sem pastejo, mas nao tem influéncia nas areas



pastejadas. Os tratamentos 6 e 7 apresentaram teores de aluminio maiores que

os demais.

Figura 8 — Teores de aluminio nas amostras de solo com e sem pastejo; com e sem calcario
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Fonte: Autora (2023).

Quanto a CTC, é possivel observar que somente para agrotoxico ha efeito

significativo. Ou seja, tanto faz a area ser ou ndo pastejada e adicionarmos ou

nao calcario. A Unica variavel que afeta o CTC é a presenca ou ndo do agrotoxico

(Figura 9). Os valores de CTC foram significativamente maiores nos tratamentos

que nao possuiam a aplicacdo de agrotoxicos. O tratamento 4 (apenas

agrotoxicos) apresentou o menor valor absoluto nesse parametro.
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Figura 9 — Comparacéo entre valores de CTC em amostras com e sem adi¢do de agrotoxico
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Fonte: Autora (2023).

5.2BIOMARCADORES DE TOXICIDADE EM Eisenia andrei

5.2.1 Atividade da enzima AChE em Eisenia andrei

E possivel observar que a atividade da acetilcolinesterase foi maior nos
tratamentos com aplicacdo de agrotdxicos (1 ao 4), sendo maior no tratamento
1 em todos os periodos de exposi¢cdo analisados, o qual também possui
aplicacdo de calcario e presenca de animais em pastejo (Figura 10). Aos 7 dias
houve diferenca significativa entre o tratamento 1 e todos os demais tratamentos,
tendo esse tratamento os maiores valores absolutos aos 7 e 14 dias. J4 aos 28

dias, houve diferenca significativa apenas entre os tratamentos 2 e 4 e 0
tratamento controle.
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Figura 10 — Atividade da acetilcolinesterase (AChE) em Eisenia andrei expostas a diferentes
tratamentos aos 7, 14 e 28 dias de exposicdo
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CT: Controle. T1: agrotéxico + pastejo + calcario. T2: agrotoxico + pastejo. T3: agrotéxico +

calcario. T4: agrotoxico. T5: pastejo + calcario. T6: pastejo. T7: calcario. Fonte: Autora (2023).

5.2.2 Atividade da enzima CAT em Eisenia andrei

No sétimo dia de exposi¢do, houve diferenca significativa na atividade da
catalase entre o controle e o tratamento 2. Aos 14 dias, a atividade da enzima
catalase aumentou e houve diferenca significativa entre o tratamento 4 e todos
0os demais tratamentos. Aos 28 dias de exposi¢cao, o controle e o tratamento 1
apresentaram as menores atividades de catalase, diferindo dos demais

tratamentos (Figura 11).
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Figura 11 — Atividade da catalase (CAT) em Eisenia andrei expostas a diferentes tratamentos
aos 7, 14 e 28 dias de exposicéo
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CT: Controle. T1: agrotéxico + pastejo + calcario. T2: agrotoxico + pastejo. T3: agrotéxico +

calcario. T4: agrotoxico. T5: pastejo + calcario. T6: pastejo. T7: calcario. Fonte: Autora (2023).

5.2.3 Atividade da enzima GST em Eisenia andrei

Tanto no sétimo quanto no vigésimo oitavo dia de exposi¢cdo ndo houve
diferenca significativa na atividade da enzima GST entre os tratamentos. Aos 14
dias de exposicao, o controle diferiu significativamente dos tratamentos 1, 4, 5 e
7. O tratamento 4 apresentou os maiores valores de atividade de GST. Ele possui
apenas a aplicacdo de agrotoxicos, ndo tendo aplicacdo de calcario nem
presenca de animais em pastejo (Figura 12).
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Figura 12 — Atividade da glutationa-s-transferase (GST) em Eisenia andrei expostas a
diferentes tratamentos aos 7, 14 e 28 dias de exposi¢éo

| |NS.

041 N°

0.31

0.21

S - DNB min ' mg proteina
.

0.11

G

.
L
-
. : ; ; . é 5
. . i
Lo Ty ey S -
CT T1 T2 T3 T4 15 16 17 CT T1 T2 13 T4 15 16 17 CT T1 T2 13 T4 15 16 17
Tratamentos utilizados

O'OW

CT: Controle. T1: agrotéxico + pastejo + calcério. T2: agrotoxico + pastejo. T3: agrotéxico +

calcario. T4: agrotoxico. T5: pastejo + calcério. T6: pastejo. T7: calcério. Fonte: Autora (2023).

5.2.4 Nivel de peroxidacéo lipidica em Eisenia andrei

O efeito dos tratamentos sobre a peroxidacdo lipidica foi determinado pela
avaliacdo do teor de MDA em minhocas Eisenia andrei. Essa avaliacédo
apresentou um grande numero de “outliers”, ou seja, valores atipicos que fogem
da média. Para tanto, a analise estatistica utilizada para manter a confiabilidade
dos dados foi uma mais conservadora, sendo o valor significativo de p corrigido
por Bonferroni. Nesse tipo de analise, as diferencas significativas sdo mais
dificeis de serem encontradas e, por esse motivo, ndo houve diferenca

significativa na avaliacdo do TBARS em nenhum dos dias do estudo (Figura 13).
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Figura 13 — Niveis de malondialdeido em Eisenia andrei expostas a diferentes tratamentos aos
7, 14 e 28 dias de exposicéo
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CT: Controle. T1: agrotéxico + pastejo + calcério. T2: agrotoxico + pastejo. T3: agrotdxico +
calcario. T4: agrotoxico. T5: pastejo + calcario. T6: pastejo. T7: calcario. Fonte: Autora (2023).

5.3 INDICE INTEGRADO DE RESPOSTA DE BIOMARCADORES (IBR)

O indice IBR consegue identificar flutuacdes temporais e espaciais no
estado de saude do ecossistema e sua magnitude, e produz resultados
consistentes, independentemente da combinacdo de biomarcadores usados
como conjunto para seus calculos (BROEG; LEHTONEN, 2006). A seguir, seréo
apresentados graficos baseados no indice IBR contendo analises por tipo de

biomarcador, por dia de amostragem e de cada tratamento individualmente.

5.3.1 Analise gréfica por biomarcador

Com base na abordagem IBR, graficos do tipo radar foram gerados com
os resultados obtidos. Nessa primeira secao os graficos serdo apresentados por
biomarcador. A atividade da acetilcolinesterase (Figura 14) teve tendéncia de
crescimento com o passar dos dias, sendo mais intensa nos tratamentos 1, 2 e

4, nos quais havia aplicacao de agrotoxicos.
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Figura 14 — indice Integrado de Resposta de Biomarcadores (IBR) da enzima AChE depois de
7, 14 e 28 dias de exposi¢do dos organismos

AChE
T1
4
2
T7 T2
T6 T3
T5 T4
7 dias 14 dias 28 dias

T1: agrotoxico + pastejo + calcario. T2: agrotéxico + pastejo. T3: agrotoxico + calcario. T4:
agrotoxico. T5: pastejo + calcério. T6: pastejo. T7: calcario. Fonte: Autora (2023).

A atividade da enzima catalase (Figura 15) foi maior nos tratamentos 2, 3
e 4 (nos quais havia aplicacao de agrotoxicos). Houve um aumento na atividade

da CAT com o passar dos dias, o que indica uma inducéo de sua atividade.

Figura 15 — indice Integrado de Resposta de Biomarcadores (IBR) da enzima CAT depois de 7,
14 e 28 dias de exposi¢cdo dos organismos

CAT
T1
4
T7 2 T2
0
T6 T3
5 T4
7 dias 14 dias 28 dias

T1: agrotoxico + pastejo + calcario. T2: agrotéxico + pastejo. T3: agrotoxico + calcéario. T4:
agrotoxico. T5: pastejo + calcério. T6: pastejo. T7: calcario. Fonte: Autora (2023).

48



A atividade da enzima GST (Figura 16) foi maior aos 14 dias de exposicao,

sendo mais intensa nos tratamentos 4, 5 e 6.

Figura 16 — indice Integrado de Resposta de Biomarcadores (IBR) da enzima GST depois de 7,
14 e 28 dias de exposi¢céo dos organismos

GST
T1
4
2
T7 T2
9]
-2
A4
T6 T3
T5 T4
7 dias 14 dias 28 dias

T1: agrotoxico + pastejo + calcario. T2: agrotéxico + pastejo. T3: agrotoxico + calcario. T4:
agrotoxico. T5: pastejo + calcério. T6: pastejo. T7: calcario. Fonte: Autora (2023).

A atividade do TBARS nao apresentou diferenca significativa na analise
estatistica. Apesar disso, € possivel observar no grafico IBR (Figura 17) que
seguiu uma tendéncia semelhante aos demais biomarcadores, tendo uma
atividade mais intensa nos tratamentos 1 e 3 (que possuem aplicacdo de

agrotoxicos).
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Figura 17 — indice Integrado de Resposta de Biomarcadores (IBR) da enzima TBARS depois
de 7, 14 e 28 dias de exposi¢céo dos organismos

TBARS
T1
4
2
T7 T2
)
-2
4
T6 T3
T5 T4
7 dias 14 dias 28 dias

T1: agrotoxico + pastejo + calcario. T2: agrotéxico + pastejo. T3: agrotoxico + calcario. T4:
agrotoxico. T5: pastejo + calcério. T6: pastejo. T7: calcario. Fonte: Autora (2023).

5.3.2 Analise gréafica por dia de amostragem

A Figura 18 apresenta a abordagem gréafica IBR por dia de amostragem
separadamente, sendo possivel observar o comportamento de cada

biomarcador com o passar do tempo.
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Figura 18 — indice Integrado de Resposta de Biomarcadores (IBR) das enzimas AChE, CAT,
GST e TBARS aos 7, 14 e 28 dias de exposi¢do dos organismos

7 dias

T7 ~ T2

T6 T3

T5 T4

——AChE CAT ——GST ——TBARS

14 dias

T1
4

T7 T2

T6 T3

T5 T4

——AChE CAT ——GST ——TBARS

28 dias

T6

——AChE CAT ——GST ——TBARS

T1: agrotoxico + pastejo + calcario. T2: agrotoxico + pastejo. T3: agrotoxico + calcario. T4:
agrotoxico. T5: pastejo + calcéario. T6: pastejo. T7: calcario. Fonte: Autora (2023).
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E possivel notar que houve inducéo de atividade com o passar dos dias
em todas os parametros avaliados. No sétimo dia de exposicao a atividade tende
a ser menor em todos os tratamentos. Tratamentos que tiveram destaque em
outras analises, como o0 T4, apresentam 0s maiores valores de atividade
enzimatica. O tratamento 7 tende a se manter mais perto do ponto 0 em todos

os dias e em todas as enzimas analisadas.

5.3.3 Analise grafica de cada tratamento individualmente

Na Figura 19 sdo apresentadas analises gréficas de cada tratamento
individualmente. Na andlise da soma dos valores absolutos pela metodologia
IBR, o tratamento 4 (apenas agrotoxico) foi 0 que apresentou maior atividade
enziméatica em todos os periodos analisados. O tratamento 1 apresentou 0 menor

valor na soma dos numeros absolutos em dois dos trés dias analisados.
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Figura 19 — indice Integrado de Resposta de Biomarcadores (IBR) de cada tratamento
analisado aos 7, 14 e 28 dias de exposicao dos organismos

T1: agrotoxico + pastejo + calcario. T2: agrotoxico + pastejo. T3: agrotoxico + calcario. T4:
agrotoxico. T5: pastejo + calcéario. T6: pastejo. T7: calcario. Fonte: Autora (2023).

53



6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 ANALISE QUIMICA DO SOLO

Os tratamentos que tiveram aplicacdo de calcario apresentaram valores
de pH significativamente maiores em relacdo aos que nao tiveram aplicacao de
calcério. O pH afeta a disponibilidade de nutrientes, modifica o equilibrio da fase
sélida do solo e controla a diversidade da comunidade microbiana (GARCIA-
GOMEZ et al., 2018). Garcia-Gomez et al. (2018) encontraram em seus estudos
que as atividades enzimaticas de biomarcadores do solo foram afetadas
negativamente por um poluente em solo acido quando comparado com um solo
alcalino. Tal resultado indica que o pH mais elevado do solo pode reduzir a
disponibilidade de componentes toxicos para 0s organismos. Em um solo com
pH mais elevado, predominam cargas negativas. Como tal, espera-se que o pH
do solo influencie a adsorcéo de pesticidas, em particular quando os pesticidas
se dissociam ou protonam dentro da faixa de pH normalmente observada em
solos, visto que moléculas carregadas positivamente tendem a ser atraidas por
moléculas carregadas negativamente (SHENG et al., 2005).

Quanto ao teor de aluminio, na analise da ANOVA de trés vias foi possivel
constatar que a presenca de calcéario tem relacdo direta com o teor de aluminio
nas areas sem pastejo, mas nao tem influéncia nas areas pastejadas. Li et al.
(2014) analisaram a exposicado de minhocas da espécie Eisenia andrei a um solo
contaminado com aluminio, onde concluiram que o excesso de Al em solos pode
causar estresse oxidativo e danos celulares em minhocas, através do aumento
da atividade das enzimas catalase e superoxidodismutase (SOD). Assim, a
acumulacéo de Al no ambiente pode apresentar um perigo ecoldgico através da
supresséao das importantes fun¢des das minhocas nos ecossistemas do solo.

Com relacdo a CTC, a analise estatistica demonstrou que a Unica variavel
que teve influéncia significativa sobre os valores de CTC foi a presenca ou ndo
de agrotoxico. A presenca de pesticidas pode ter alterado alguma caracteristica
do solo que tenha influéncia direta sobre a CTC, como o pH do solo ou
concentragdo de cations trocaveis na solugdo do solo. Duan et al. (2016)

avaliaram 15 tipos de solo e chegaram a conclusdo de que a CTC e o teor de
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matéria organica do solo sao os principais fatores que controlam a toxicidade de

poluentes nos solos avaliados.

6.2 ATIVIDADE ENZIMATICA

Entre o0s ensaios enzimaticos, a medicdo da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) é fundamental para avaliar os efeitos da exposicao a
compostos neurotoxicos. O aumento da atividade da AChE representa uma
superestimulacdo dos receptores neuromusculares causando inimeros sinais de
intoxicagdo. Embora ocorra com bastante frequéncia, esse aumento na atividade
da AChE raramente é explicado. O aumento da AChE esta ligado ao dano
oxidativo e ionomostase intracelular, geracdo de espécies reativas e defesa
antioxidante (RAMIRES et al., 2020).

Gambi, Pasteris e Fabbri (2007) avaliaram a resposta enzimética da
exposicdo de minhocas a um solo contaminado com o pesticida carbaril. Ao
contrario do estudo anterior, nesse houve uma inibicdo da atividade da AChE,
tendo o efeito maximo ocorrido em 3 dias. A inibicdo da atividade da AChE pode
ser um indicador de contaminacao por pesticidas, porém deve-se ressaltar que
tem efeitos diferentes em funcdo do tempo de exposicdo e da dosagem de
produto aplicada.

Hackenberger et al. (2018) estudaram o efeito do inseticida
clorantraniliprole sobre minhocas expostas ao solo contaminado. Embora a
inibicdo da atividade da AChE seja um biomarcador de exposicdo comumente
utilizado, neste experimento a atividade da AChE aumentou apds o contato com
contaminante. O aumento da atividade da AChE parece estar ligado ao estresse
oxidativo e as alternancias na homeostase idnica intracelular (MRDAKOVIC et
al., 2016).

Uma atividade aumentada da AChE também foi descrita como um
marcador de exposi¢cdo a substancias indutoras de apoptose, ou seja, uma
resposta de células em apoptose, e pode ser devido a um fenémeno de
supercompensacéo, ou pode estar correlacionado com a inflamagéo do tecido
(GAMBARDELLA et al., 2014).
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Desta forma, é possivel notar que um aumento na atividade da AChE pode
ser considerado um indicador de estresse oxidativo, devido aos estudos
apresentados que corroboram tal hipotese (HACKENBERGER et al., 2018;
MRDAKOVIC et al., 2016; RAMIRES et al., 2020).

Hackenberger et al. (2012) demonstraram um aumento na atividade da
catalase em minhocas da espécie Eisenia andrei quando expostas a
contaminantes, sendo que o efeito varia em funcédo do tempo de exposicao e da
concentracéo do contaminante, o que indica a ocorréncia de estresse oxidativo.

Velki et al. (2019) examinaram a reacdo da resposta enzimética de
minhocas da espécie Eisenia andrei expostas a uma série de pesticidas. A
exposicao resultou em aumento significativo na atividade de CAT, SOD e GST.
Aumentos na expresséo dessas enzimas sugerem um envolvimento do estresse
oxidativo no mecanismo de toxicidade dos agrotoxicos investigados. Os
resultados obtidos nesse estudo mostraram que 0s agrotoxicos podem exercer
alta toxicidade para as minhocas mesmo ndo tendo como alvo organismos do
solo. Isso indica que pesticidas de todas as classes podem representar risco
para organismos ndo-alvo do solo.

Autores como Li et al. (2020) e Pereira et al. (2020) também avaliaram o
efeito de pesticidas em minhocas da espécie Eisenia andrei e observaram um
aumento significativo na atividade da enzima catalase. Embora os pesticidas
sejam aplicados em baixas concentracfes no solo, onde processos de adsorcéo
tornam os compostos menos biodisponiveis, eles causam alteracdes celulares
em organismos expostos.

A toxicidade dos pesticidas pode estar relacionada ao aumento da
producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), consequentemente levando
a danos oxidativos. As EROs podem ser destoxificadas por sistemas de defesa
celular enziméticos e ndo enziméticos. As defesas contra EROS incluem
enzimas como glutationa (GSH), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa transferase (GST) (ORUC, 2010;
STOREY, 1997).

A glutationa S-transferase (GST) € uma enzima crucial de desintoxicagéo
da fase ll, catalisando a reacdo da glutationa reduzida com intermediarios
eletrofilicos para produzir substancias sollveis em agua e que sdo mais

prontamente excretadas. Também pode proteger as células do estresse
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oxidativo, removendo peréxidos e minimizando seu impacto nas
biomacromoléculas. A GST atua na transformacdo de xenobidticos em
compostos mais soluveis em agua, facilitando sua eliminacdo do organismo e
auxilia na desintoxicacdo celular de organismos expostos a xenobidticos.
(CARLETTI et al., 2008; MKHININI et al., 2019; PEREIRA et al., 2020; SALES
JUNIOR et al., 2020).

Hattab et al. (2015) investigaram a resposta de estresse oxidativo em
minhocas expostas ao pesticida 2,4-D. A exposi¢cdo ao pesticida causou um
aumento significativo na atividade da enzima antioxidante GST em todos 0s
tempos de exposicdo avaliados, demonstrando que essa enzima pode ser um
valioso e sensivel biomarcador de estresse oxidativo.

Lackmann et al. (2018) estudaram o efeito de herbicidas sobre minhocas
da espécie Eisenia andrei, constatando que o nivel de expressdo génica de
superéxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST) ap0s exposicéo
aos herbicidas apresentou um aumento significativo. Os resultados obtidos
mostram que ambos o0s herbicidas investigados afetam significativamente as
minhocas em diferentes niveis de organizagao bioldgica.

Boughattas et al. (2022) estudaram o efeito combinado de microplasticos
e do herbicida 2-4-D sobre minhocas, visto que estes podem estar presentes
simultaneamente no solo. A andlise bioquimica revelou altera¢des oxidativas em
minhocas expostas a todos os tratamentos; sendo muito pronunciada nas
minhocas expostas a mistura em termos de aumento da acumulacdo de
glutationa-S-transferase (GST), catalase (CAT) e malondialdeidos (MDA).

Numerosos estudos ja demonstraram que a GST é ativada quando os
organismos Sao expostos a compostos organicos, oligoelementos e pesticidas.
Esta ativacdo é dependente do nimero de poluentes, suas formas quimicas e
concentracbes (BOUGHATTAS et al., 2022; LACKMANN et al., 2018; VELKI et
al., 2019).

6.3 INDICE INTEGRADO DE RESPOSTA DE BIOMARCADORES (IBR)

Em geral, a inibicdo da atividade da enzima AChE é um alerta precoce de

efeitos adversos de pesticidas sobre minhocas e consistentemente incluida entre
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as baterias de biomarcadores empregados para avaliacdes iniciais do impacto
de poluentes na vida selvagem (GAMBI; PASTERIS; FABBRI, 2007). Entretanto,
existem casos na literatura em que houve inducéo na atividade da AChE quando
minhocas foram expostas a contaminantes ambientais, incluindo pesticidas
(HACKENBERGER et al., 2018; MRDAKOVIC et al., 2016; RAMIRES et al.,
2020).

A atividade da CAT é uma adaptacdo metabdlica a exposi¢cdo continua ao
solo contaminado, bem como uma resposta de defesa ao estresse oxidativo. O
aumento de atividade da CAT pode ser considerado indicador de estresse
oxidativo gerado por contaminantes ambientais, conforme diversos trabalhos
publicados (HACKENBERGER et al., 2012; Ll et al., 2020; PEREIRA et al., 2020;
VELKI et al., 2019).

A inducdo da enzima GST é considerada biomarcador de estresse
ambiental (BOUGHATTAS et al., 2022; HATTAB et al., 2015; LACKMANN et al.,
2018).

O tratamento 1 (agrotéxico + pastejo + calcario) apresentou a menor soma
dos valores absolutos aos 7 e 28 dias, indicando que a presenca de pastejo e
aplicacdo de calcario pode contribuir para uma menor interferéncia dos
pesticidas nos organismos avaliados. O tratamento 7 (calcario) foi o que
apresentou menor soma dos valores absolutos aos 14 dias de exposi¢cao. O
tratamento 7 ndo possuia aplicacdo de pesticidas, mas pela analise quimica
apresentou um teor de aluminio superior aos demais. Ainda assim, foi um dos
tratamentos que menos teve impacto nos biomarcadores analisados, o que
indica que o pH mais elevado proporcionado pela calagem contribuiu com uma

menor toxicidade desse elemento aos organismos.
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7 CONCLUSAO

A analise quimica do solo atestou que os tratamentos que possuiam
aplicacao de calcério tiveram valores maiores de pH. A aplicacao de calcario tem
relagdo direta com o teor de aluminio nas areas sem pastejo. A Unica variavel
gue teve influéncia significativa sobre os valores de CTC foi a presenca ou néo
de agrotoxico.

Os resultados das andlises de biomarcadores demonstram que a
exposicao a solos com aplicacéo de pesticidas tem efeitos adversos em todos
os biomarcadores analisados, sendo significativamente diferente em AChE, CAT
e GST. O aumento na atividade dessas enzimas evidencia o mecanismo de
defesa das minhocas em resposta ao estresse oxidativo causado pelos
contaminantes.

O tratamento 4 era composto apenas pela aplicacdo de pesticidas, né&o
possuindo a presenca de animais nem a aplicacdo de calcario. A analise IBR
demonstrou que o tratamento 4 foi 0 que mais sofreu impacto nas analises dos
biomarcadores, sendo significativamente diferente dos outros tratamentos que
possuiam a aplicacdo de pesticidas (T1, T2 e T3). Tal resultado demonstra a
capacidade que a presenca de animais em pastejo e a calagem do solo tem em
diminuir a biodisponibilidade destas moléculas xenobidticas, diminuindo os
efeitos adversos que elas podem causar na fauna edéafica do solo.

Em concluséo, as alteracdes observadas nos biomarcadores da espécie
Eisenia andrei estdo relacionadas com a contaminacao do solo por pesticidas
aplicados em lavouras de soja. A presenca de animais em pastejo e a pratica de
calagem podem contribuir para diminuir o efeito adverso causado por estas
moléculas sobre os organismos. Os resultados encontrados sdo de grande
importancia para a avaliagdo do impacto causado por praticas de manejo
sustentével no solo.

Para estudos futuros, sugere-se a avaliagcdo da atividade enzimatica do
solo nessas mesmas condicbes, a fim de se obter mais informagcdes que
corroborem com as encontradas aqui. Além disso, seria importante compreender
melhor a atividade enzimética de minhocas nessas condi¢cdes em diferentes
tipos de solo e culturas. Isso pode levar a uma melhor compreenséo do impacto

ambiental causado por pesticidas em campos de producao agricola.
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