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Quando nao houver saida

Quando néo houver mais solucdo
Ainda h& de haver saida

Nenhuma ideia vale uma vida
Quando néo houver esperanca
Quando nao restar nem iluséao
Ainda ha de haver esperanca

Em cada um de ndés, algo de uma crianca
Enguanto houver sol

Enguanto houver sol

Ainda havera

Enquanto houver sol

Enquanto houver sol

Quando nao houver caminho
Mesmo sem amor, sem direcéo

A sOs ninguém esta sozinho

E caminhando que se faz o caminho
Quando nao houver desejo

Quando nao restar nem mesmo dor
Ainda héa de haver desejo

Em cada um de nds, aonde Deus colocou
Enquanto houver sol

Enquanto houver sol

Ainda havera

Enquanto houver sol (Sérgio Britto, 2004).



Resumo

RIBEIRO, Louise Vargas. Ensaios ecotoxicoldégicos como subsidio para a
avaliacdo do impacto ambiental de uma formulagcé&o de glifosato em Eisenia
andrei Bouché. Orientador: Gustavo Schiedeck. 2021. 59f. Tese (Doutorado em
Agronomia) - Programa de P6s Graduacdo em Sistemas de Producdo Agricola
Familiar, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2021.

Considerado um herbicida de baixa toxicidade pelas leis atuais brasileiras, o
glifosato é alvo deste estudo, pois 0 seu uso constante acaba atingindo o solo e
podendo causar danos a micro e macro organismos e ao meio ambiente. As
minhocas fazem a manutencdo da matéria organica e estruturacdo fisica do solo,
promovendo a sua aeracgdo, favorecendo assim a producdo de cultivos, sendo
recomendavel a sua preservacdo como estratégia para manter o solo saudavel.
Portanto, o objetivo deste estudo é fornecer subsidios para a compreensdo dos
impactos sobre a biota do solo de uma das principais formulacées de glifosato,
amplamente utilizada na agricultura familiar, através de ensaios ecotoxicologicos
com énfase em avaliagdes histoldégicas da minhoca Eisenia andrei Bouché. Para
tanto foram utilizadas doses de 0 (controle); 0,96; 1,92; 3,84; 7,68 e 15,68mg e.a Kg’
! do agrotéxico Roundup Transorb R® (produto contendo 588g L™ i.a e 480g L™ e.a).
Foram preparadas 24 unidades experimentais contendo 400g do substrato de
ensaio. O substrato foi umedecido até atingir a umidade de 60% com o0s
tratamentos. Quinze minhocas adultas foram inseridas em cada unidade
experimental. Este teste cronico teve duracdo de 35 dias e objetivou avaliar
semanalmente a biomassa dos individuos adultos, a mortalidade de minhocas e o
namero de juvenis aos 56 dias de experimento nas doses testadas. Semanalmente
duas minhocas foram retiradas das unidades experimentais para a andlise
histolégica da morfometria dos tecidos: epitelial intestinal, cloragégeno e regido do
tiflosol. Nas condicBes em que o experimento foi realizado, nédo foi possivel verificar
efeito estatistico do glifosato sobre a mortalidade e reproducdo das minhocas.
Quanto a biomassa, em termos relativos, também néo houve evidéncias do efeito
dos tratamentos sobre as minhocas. N&o obstante, a andlise dos valores absolutos
da massa média individual indica uma tendéncia significativa de reducdo desse
parametro com o aumento da concentracdo do glifosato. Ndo houve diferenca
estatistica para a espessura dos tecidos epitelial intestinal, cloragégeno e da regido
do tiflosol nos diferentes tratamentos. Contudo, percebe-se uma clara tendéncia
dessas variaveis apresentarem maiores valores na auséncia do glifosato. Da mesma
forma, alteracbes morfolégicas no corpo das minhocas, como perda de segmentos e
necroses, apenas foram observadas nos individuos expostos ao glifosato. Tais
constatacdes devem ser consideradas para novos e imprescindiveis estudos sobre o
potencial de impacto ambiental do uso do glifosato.

Palavras-chave: Herbicida. Histologia. Bioensaios. Minhocas.



Abstract

RIBEIRO, Louise Vargas. Ecotoxicological tests as a basis for assessing the
environmental impact of a glyphosate formulation in Eisenia andrei Bouché.
Advisor: Gustavo Schiedeck. 2021. 59f. Thesis (PhD in Agronomy) - Postgraduate
Program in Family Agricultural Production Systems, Faculty of Agronomy Eliseu
Maciel, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Considered a low toxicity herbicide by current Brazilian laws, glyphosate is the target
of this study, as its constant use ends up reaching the soil and can cause damage to
micro and macro organisms and the environment. Earthworms maintain the organic
matter and physical structure of the soil, promoting its aeration, thus favoring the
production of crops, and its preservation is recommended as a strategy to keep the
soil healthy. Therefore, the aim of this study is to provide subsidies for understanding
the impacts on soil biota of one of the main glyphosate formulations, widely used in
family farming, through ecotoxicological tests with an emphasis on histological
assessments of the earthworm Eisenia andrei Bouché. For this purpose, doses of 0
(control) were used; 0.96; 1.92; 3.84; 7.68 and 15.68mg e.a Kg™ of the pesticide
Roundup Transorb R® (product containing 588g L™ i.a and 480g L™ e.a). 24
experimental units were prepared containing 400g of test substrate. The substrate
was moistened until reaching 60% humidity with the treatments. Fifteen adult
earthworms were inserted into each experimental unit. This chronic test lasted 35
days and aimed to weekly assess the biomass of adult individuals, the mortality of
earthworms and the number of juveniles at 56 days of experiment in the doses
tested. Weekly, two earthworms were removed from the experimental units for
histological analysis of tissue morphometry: intestinal epithelial, chloragogen and
tiflosol region. Under the conditions in which the experiment was carried out, it was
not possible to verify the statistical effect of glyphosate on the mortality and
reproduction of earthworms. As for biomass, in relative terms, there was also no
evidence of the effect of treatments on earthworms. Nevertheless, the analysis of the
absolute values of the individual average mass indicates a significant tendency of
reduction of this parameter with the increase of the glyphosate concentration. There
was no statistical difference for the thickness of the intestinal epithelial tissues,
chloragogen and the tiflosol region in the different treatments. However, there is a
clear tendency for these variables to present higher values in the absence of
glyphosate. Likewise, morphological changes in the body of earthworms, such as
loss of segments and necrosis, were only observed in individuals exposed to
glyphosate. Such findings must be considered for new and essential studies on the
potential environmental impact of the use of glyphosate.

Keywords: Herbicide. Histology. Bioassays. Earthworms.
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1. Introducéo

As minhocas desempenham um papel importante no ecossistema do solo
(ZHENG et al.,, 2013). Conhecidas como engenheiras dos agroecossistemas
(LAVELLE et al., 2001), elas favorecem a producédo de cultivos, desempenhando
fungcbes como: manutencdo da matéria organica e estruturacdo fisica no solo
(PONGE et al., 2013).

Groenigen et al., (2014) afirmam que, em média, a presen¢a de minhocas em
agroecossistemas leva a um aumento de 25% no rendimento nas culturas de soja,
milho e trigo entre outras, e um aumento de 23% na biomassa da parte aérea, sendo
assim, sua presenca, é considerada indicativo de solo saudavel e fértil pelos
agricultores (LIMA; BRUSSAARD, 2010), e sua preservacdo, uma oOtima e
recomendavel estratégia para os produtores.

No entanto, o crescimento da populagdo mundial demanda o aumento da
producdo agricola, necessaria para suprir as necessidades nutricionais da
humanidade (DORR, 2015). Por outro lado, a busca de melhores condi¢des de vida
vislumbrada nas cidades grandes, fez com que jovens abandonassem o campo,
diminuindo assim, a m&o-de-obra local (ALVES; SOUZA; MARRA, 2011).

Diante disso, dentre os varios sistemas de producao agricola familiar, existem
agueles que utilizam agrotoxicos para o combate de doencas e parasitas nas suas
lavouras, com o intuito de eliminar plantas espontaneas e aumentar a sua producao
agricola sem necessitar de méo de obra demasiada (PASINI et al., 2017).

Cabe ressaltar que o0 uso de agrotoxicos pode causar outros efeitos no
ambiente, podendo atingir e destruir espécies nao alvo, prejudicando assim todo o
ecossistema (RODRIGUES, 2007).

Braibante e Zappe (2012) apontam que existem mais de mil formulagbes de
agrotoxicos, todas diferentes, incluindo inseticidas, herbicidas, fungicidas,
nematicidas, fumigantes e outros compostos organicos. Dentre estes agrotoxicos, 0

herbicida Glifosato é o mais utilizado nos cultivos, tanto para o controle de plantas
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espontaneas como também aplicado na dessecacdo de lavouras (MENDES et al.,
2020).

A venda deste produto e seus sais representam em torno de 1/3 do volume
total de agrotéxicos vendidos no pais (LANDAU; MARTINS, 2020), além do principio
ativo, outras substancias como surfactantes e adjuvantes também estdo presentes
nas formulacdes destes agrotoxicos (NODARI; HESS, 2020).

Em 2019 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) reclassificou
formulacbes de glifosato quanto a toxicidade, de classe toxicolégica Il (altamente
toxico) para classe V (produto improvavel de causar dano agudo) (BRASIL, 2019).
No entanto, estudos toxicolégicos vém demonstrando que produtos a base de
glifosato sé@o toxicos para diversas formas de vida (NODARI; HESS, 2020), sendo
responsavel por modificacdes morfolégicas e genéticas (SWIATEK; WOZNICKA;
BEDNARSKA, 2020; ANELLI JR, 2010).

Portanto, estudos de ecotoxicidade sdo necessarios e podem ser realizados
com diversos organismos. No solo, as minhocas estdo entre os bons modelos
experimentais por estarem em contato direto com o mesmo, “seja através da pele ou
pelo trato gastrointestinal, sendo capazes de absorver agrotéxicos de cinco a dez
vezes mais rapido que o proprio solo ou substratos minerais” (ESPINOZA-
NAVARRO et al., 2017). As espécies Eisenia fetida e Eisenia andrei sao utilizadas
nestes estudos devido a facilidade de criacdo e manuseio, alta taxa de reproducéo e
seu baixo custo de manutencdo em laboratério, além disso, sdo espécies padrdo
para testes ecotoxicoldégicos segundo os protocolos internacionais e nacionais
(NIVA; BROWN, 2019).

Atrelado a isso, 0 uso de andlises histolégicas pode ser uma abordagem
complementar para testes de toxicidade padrédo (fuga, mortalidade e reproducao),
pois fornece mais informagdes sobre a resposta do organismo frente aos
contaminantes ambientais e diante disso, a analise morfométrica € uma ferramenta
valiosa para a determinagdo de mudangcas quantitativas nos tecidos/células
(SWIATEK; WOZNICKA; BEDNARSKA, 2020).

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho €& fornecer subsidios para a
compreensao dos impactos sobre a biota do solo de uma das principais formulacdes
de glifosato, amplamente utilizada na agricultura familiar através de ensaios
ecotoxicolégicos com énfase em avaliagcdes histoldégicas de tecidos de minhoca

Eisenia andrei Bouché.



2 Revisado de Literatura

2.1 Agricultura Familiar

A definicdo de Agricultura Familiar (AF) pode diferir influenciada por questdes
sociais, culturais, politicas, regionais etc., mas mantém algumas singularidades que
a caracterizam ou, pelo menos, identificam-na como tal.

O Dossié Estatistico elaborado pelo Instituto Nacional de Colonizacdo e
Reforma Agraria (INCRA) e pelo Fundo das Nacfes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO) (BRASIL, 2000), define a Agricultura Familiar a partir de trés
caracteristicas centrais:

a) gestdo da unidade produtiva e os investimentos nela realizados séo feitos
por individuos que mantém entre si lacos de sangue ou de casamento;

b) a maior parte do trabalho é igualmente fornecida pelos membros da familia;

c) a propriedade dos meios de producdo (embora nem sempre da terra)
pertence a familia e € em seu interior que se realiza a sua transmissdo em caso de
falecimento ou de aposentadoria dos responsaveis pela unidade produtiva.

Nota-se nesta abordagem a relacao entre terra, trabalho e familia e que esses
trés fatores diferenciam a agricultura familiar das outras formas de agricultura
(SILVA; JESUS, 2010).

A Lei n © 11.326, de 24 de julho de 2006, considera agricultor familiar e

empreendedor familiar rural aguele que: pratica atividades no meio rural que:

nado detenha, a qualquer titulo, area maior do que 4 (quatro) moédulos fiscais;
utilize predominantemente méao-de-obra da prépria familia nas atividades
econbmicas do seu estabelecimento ou empreendimento; tenha percentual
minimo da renda familiar originada de atividades econbémicas do seu
estabelecimento ou empreendimento, na forma definida pelo Poder
Executivo; dirija seu estabelecimento ou empreendimento com sua familia
(BRASIL, 2006).

No periodo colonial, os grandes proprietarios permitiram a exploracdo de suas
terras pelos pequenos agricultores para produzirem géneros para a sua subsisténcia

e comercializar o excedente, o que permanecem até hoje (BRASIL, 2016).
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Com a Resolugéao de 17 de julho de 1822, publicada pela Coroa Portuguesa
passou a vigorar o regime da ocupagao ou posse, com 0s requisitos de cultura
efetiva e moradia habitual. Esse fato, aliado a crise da economia exportadora,
motivou uma expansédo das pequenas exploracdes (BRASIL, 2016).

Em meados do século XIX, coincidindo com o inicio do declinio do regime
escravocrata e o surgimento de um novo ciclo exportador, o do café, foi promulgada
a Lei n® 601, de 18/9/1850, a Lei de Terras. Esta visava, a priori, corrigir as
distor¢des da legislacéo colonial, mas o principal motivo foi dificultar o acesso a terra
aos segmentos sociais alheios a elite: os escravos libertos e os trabalhadores livres,
que continuaram marginalizados (BRASIL, 2016).

Neste sentido, Navarro (2010) ressalta que durante o processo de
modernizacdo da agricultura brasileira, as politicas publicas para a area rural, em
especial a agricola, privilegiaram os setores mais capitalizados e a esfera produtiva
do commodities voltada ao mercado internacional, o que gerou resultados negativos
para a agricultura familiar. Dentre os incentivos dados aos grandes produtores rurais

citam-se:

financiamento da producdo por meio da institucionalizacdo do Sistema
Nacional de Crédito Rural (SNCR), garantia de precos e comercializagcdo
através da Politica de Garantia Precos Minimos (PGPM), transferéncia de
tecnologia e assisténcia técnica pela Empresa Brasileira de Assisténcia
Técnica e Extensdao Rural (EMBRATER), inovacdes tecnoldgicas
promovidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), e garantia de seguro agricola por meio do Programa de
Garantia da Atividade Agropecuaria (PROAGRO) (GRISA, 2010, p. 84).

A agricultura familiar somente foi incluida como propriedade quando foi
lancado o Plano Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar (PLANAF), em
agosto de 1995, mas este oferecia somente uma linha de crédito para custeio. Ja o
Decreto n® 1.946, de 28 de junho de 1996, cria o Programa Nacional dos
Trabalhadores da Agricultura Familiar (PRONAF), que objetivou promover o
desenvolvimento sustentavel do segmento rural e propiciar 0 aumento da
capacidade produtiva, a geracdo de empregos e a melhoria da renda, através da
ampliacdo das linhas de créditos (BRASIL, 1996).

Através do PRONAF, institui-se o Seguro da Agricultura Familiar (SEAF), o
Programa de Garantia de Pregcos da Agricultura Familiar (PGPAF) e o Programa

Garantia Safra. Além destes, foi criado o Programa de Aquisicdo de Alimentos da
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Agricultura Familiar (PAA), pelo art. 19 da Lei n° 10.696, de 02 de julho de 2003 que
possui duas finalidades bésicas: promover o acesso a alimentacdo e incentivar a
agricultura familiar (BRASIL, 2003). Neste novo programa, o Governo Federal passa

a.

adquirir os alimentos a precos de referéncia e distribuir as pessoas em
situacdo de vulnerabilidade social, atendendo igualmente a rede de
equipamentos publicos de alimentagdo e nutricdo, instituicGes
socioassistenciais e escolas ou, ainda, a formacao de estoques reguladores
(GRISA, 2010, p. 85).

Um novo alento a agricultura familiar veio com a Lei 11.947, de 16 de junho de
2009, em seu Art. 2°, Inciso V, que tem como diretriz:

0 apoio ao desenvolvimento sustentavel, com incentivos para a aquisicdo de
géneros alimenticios diversificados, produzidos em ambito local e
preferencialmente pela agricultura familiar e pelos empreendedores
familiares rurais, priorizando as comunidades tradicionais indigenas e de
remanescentes de quilombos (BRASIL, 2009).

Em 2011, foram instituidos o Programa de Apoio a Conservacdo Ambiental e o
Programa de Fomento as atividades Produtivas Rurais, sob a Lei n°® 12.512, para
estimular a geracdo de trabalho e renda com sustentabilidade, com enfoque ao
combate a fome (BRASIL, 2011) e, um ano apdés, pelo Decreto n° 7.794, de 20 de
agosto de 2012, foi instituida a politica nacional de agroecologia e producédo
organica (BRASIL, 2012).

O Decreto 9.064, de 31 de maio de 2017, dispde sobre a Unidade Familiar de
Producdo Agraria, institui o Cadastro Nacional da Agricultura Familiar (CAF) e
regulamenta a Lei N° 11.326, de 24 de julho de 2006 no que diz respeito aos
Empreendimentos Familiares Rurais com especificidades que ndo se encontram na
Lei n°® 11.326/2006, como identificar “empresa familiar rural”, “cooperativa singular da
agricultura familiar”, “cooperativa central da agricultura familiar’ e “associacdo da
agricultura familiar” (BRASIL, 2019a).

Além do amparo legal da Unido, no Rio Grande do Sul, os agricultores
familiares contam com o0 apoio técnico da Associacdo Riograndense de
Empreendimentos de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER/RS) e da
Embrapa através de pesquisas voltadas na area (ZIBETTI, 2013).

Nas adjacéncias de Pelotas, no Sul do Estado do Rio Grande do Sul, os

produtores familiares contam também com o apoio da Embrapa Clima Temperado,
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do Centro de Apoio e Promogédo da Agroecologia (CAPA) e das cooperativas e
associacbes que este acompanha, proporcionado uma maior interagdo entre 0s
conhecimentos, dos cuidados e técnicas a serem aplicadas, da producdo e venda
dos produtos.

Apesar das transformacdes sofridas ao longo do tempo, do advento da
tecnologia, da “especializagdo das maquinarias, da engenharia genética para
homogeneizar os cultivos e a quimificacdo, caracteristicas que vdo comprometer a
sustentabilidade da agricultura”, os agricultores familiares garantem a sociedade
alimentos mais saudaveis, conservam 0S recursos naturais e se propiciam uma
melhor qualidade de vida permanecendo no campo, buscando uma proximidade
cada vez maior da agricultura familiar com a sustentabilidade (PASQUALOTTO;
KAUFMANN; WIZNIEWSKY, 2019).

Silva e Jesus (2010) consideram a agricultura familiar de suma importancia no
processo de desenvolvimento rural. Seu potencial na atualidade vai além da
producdo de alimentos, discute-se hoje, o seu papel de oportunizar e promover
ocupacdo e renda nos espacos rurais, assim como a responsabilidade pela
utilizacdo sustentavel dos recursos naturais.

Porém, cabe ressaltar que agricultura familiar ndo é, ainda, sinbnimo de
producdo organica sem uso de agrotéxicos e com manejo correto do solo, com
preservacdo do ambiente explorado. Ao contrario, com 0 uso constante da
agricultura, o solo se desgasta e acaba perdendo a fertilidade e a produtividade
(BRAGA et al., 2002). Para repor os nutrientes perdidos e controlar plantas
espontaneas, os agricultores familiares recorrem aos fertilizantes e aos agrotéxicos,

alguns permitidos e defendidos por legislacdes nacionais e internacionais.

2.1.1 Agrotoxicos

Partindo-se do principio que as plantas espontaneas prejudicam as producdes
e que os agrotoxicos permitidos, principalmente os pesticidas fazem este controle,
segundo as leis que os permitem, sem causar danos maiores ao meio ambiente,
dedica-se este espaco para se revelar alguns conceitos, leis e argumentos sobre o
uso de agrotéxicos na agricultura familiar.

A Lei 7.802/ 89 (1990) que define os agrotdxicos como:
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[...] os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa de
seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 1990).

O Decreto 4.074/2002 regulamenta a Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, e

dispde sobre:

A pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o
transporte, 0 armazenamento, a comercializacdo, a propaganda comercial,
a utilizacdo, a importagdo, a exportacdo, o destino final dos residuos e
embalagens, o registro, a classificagdo, o controle, a inspecdo e a
fiscalizacdo de agrotéxicos, seus componentes e afins, e da outras
providéncias (BRASIL, 2002).

As permissoes e proibigcdes continuam em discussao e a Lei 7.802/ 89 (1990),
Lei dos Agrotoxicos, ainda vigente, estd sendo constantemente reformulada e
readaptada.

A mais recente modificacdo proposta vem do Projeto de Lei n° 4146, de 2019,
que introduz conceitos relacionados a “produto novo, produto equivalente e
avaliacdo de risco, e estabelecer procedimentos relativos a avaliacdo de risco,
classificagao e registro de produtos” (BRASIL, 2019).

O referido projeto trata do registro de agrotoxicos, seus componentes e afins
e a sua Ementa propde o procedimento de avaliacdo de risco através das seguintes
etapas: 1) identificacdo do perigo; 2) caracterizagcdo do perigo (incluindo avaliacao
dose-resposta); 3) avaliacdo da exposicao; e 4) caracterizacao do risco.

Os eminentes riscos e a disseminacdo de produtos agrotoxicos
preocuparam/preocupam ambientalistas e cientistas, 0 que gerou e continua
gerando um crescente fluxo de estudos sobre os seus efeitos nocivos, promovendo
classificacdes e orientacdes de uso.

A classificagdo dos agrotoxicos, por finalidade de uso, € definida pelo poder
de acdo do ingrediente ativo sobre organismos-alvo, como: inseticidas, fungicidas,
herbicidas, acaricidas, reguladores e inibidores de crescimento etc. Em pesquisa
com agricultores familiares do Rio de Janeiro, Brito, Gomide e Camara (2009)
ressaltam que, dentre os 30 nomes de produtos referidos pelos agricultores como de
uso frequente, destacam-se os herbicidas (principalmente glifosato), inseticidas e

fungicidas.
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Tanto os agrotoxicos convencionais quanto os permitidos na agricultura
organica podem gerar impactos ao meio ambiente quando aplicados diretamente ao
solo para controlar insetos indesejados ou quando se depositam no solo por
escorrerem das aplicacbes foliares. Seja qual for a fonte de contaminacdo, as
minhocas séo expostas a estes agrotoxicos através de contato com a pele ou por
ingestao de solo contaminado (AHMED, 2015).

Silva (2013), explica que:

Apesar dos agrotéxicos serem utilizados apenas com o proposito de
controlar alguns dos fatores que alteram a produtividade, essas substancias
causam efeitos indesejaveis ao meio ambiente, atuando especificamente na
destruicdo de espécies ndo-alvo, na contaminag¢do do solo e de &aguas
subterraneas ou superficiais, no desenvolvimento de imunidade contra os
agrotoxicos e na acumulacdo dessas substancias na cadeia alimenticia,
repassando-a a varios ecossistemas.

A concentracdo de residuos dos agrotoxicos no solo devido a perda, o que
pode atingir até 90% do percentual aplicado, € um dos principais contaminantes do
mesmo (MACHADO, 2016). De acordo com Valarini et al. (2004), “o solo exerce um
papel fundamental no comportamento dos agrotéxicos, uma vez que pPOSSui
propriedades que interferem nos processos de adsorcéo, dessorcao, degradacao ou
decomposicao”.

Existem autores que afirmam que o glifosato é totalmente degradado pelo
solo, porém, outros estudos comprovam que a degradacgédo varia conforme o tipo de
solo e também com a variacdo da temperatura, aumentando quando a mesma
aumenta. Além desses fatores, a adsorcdo e a degradacdo sao inversamente
proporcionais, quando a adsorcéo ¢é forte, a degradacéo é reduzida (DORR, 2015). A
“permanéncia dos herbicidas também é influenciada pelos processos de degradagao
fisica, quimica ou biolégica da substancia” (QUEIROZ; SILVA; BIANCO, 2011).
Porém, “o destino dos agrotoxicos no solo depende, principalmente, do grau em que
sdo adsorvidos as particulas do solo ou dissolvidos na solu¢éo do solo (VALARINI et
al., 2004).

Segundo Landau e Martins (2020):

0s agrotoxicos sao substancias ou agentes venenosos usados
principalmente para matar ou controlar quimicamente plantas espontaneas
de lavouras, muitas vezes sem selecionarem apenas os organismos-alvo,
atingindo a comunidade de macro e microfauna ao seu redor.
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Para que se tenha um controle sobre os danos dos agrotoxicos no meio
ambiente e para que, com este controle se possa contribuir para amenizar e até
excluir tais danos, € necessario e de suma importancia que se obtenha apoio
governamental. Uma das formas de amparo aos pesquisadores € através da Lei
7.802/89 (1990) § 39 que incentiva e ampara as Entidades publicas e privadas de
ensino, assisténcia técnica e pesquisa a “realizar experimentacdo e pesquisas, e
poderdo fornecer laudos no campo da agronomia, toxicologia, residuos, quimica e
meio ambiente” (BRASIL, 1990).

2.1.1.1 Glifosato

O (glifosato foi sintetizado em 1970, por um grupo de pesquisadores da
Monsanto (EUA) e é comercializado em mais de 119 paises do mundo e utilizado
em mais de 100 culturas (DOMINGUEZ et al., 2016). E “um &cido organico fraco
constituido de uma glicina e metade de fosfometil e a sua formula molecular e
formula € constituida por C3HgNOsP (MACHADO, 2016).

E amplamente utilizado devido & sua comprovada eficiéncia na eliminagéo de
plantas espontaneas, anuais e perenes e se apresenta no comércio com trés tipos:
glifosato-isopropilamonio, glifosato-trimesium (patenteado por ICI, atual Syngenta) e
o glifosato-sesquisédio (patenteados por Monsanto e vendido como Roundup®)
(AMARANTE JUNIOR; SANTOS, 2002).

De acordo com a ANVISA (2019), o glifosato tem sua aplicacao liberada para

as culturas, seguindo os seguintes critérios:

a) Aplicacdo em pds-emergéncia das plantas infestantes nas culturas
de: algod&@o, ameixa, amendoim, arroz, banana, batata-doce, batata-yacon,
beterraba, caju, caqui, cacau, café, cana-de-aclcar, card, carambola,
cenoura, citros, coco, ervilha, feijdo, feijdo-caupi, figo, fumo, gréo-de-bico,
gengibre, goiaba, inhame, lentilha, macd, mam&o, mandioca, mandioquinha-
salsa, mangaba, milho, nabo, nectarina, pastagem, péra, péssego,
rabanete, seringueira, soja, trigo e uva.

b) Aplicacdo como maturador de cana-de-acUcar.

c) Aplicacéo para eliminacdo de soqueira no cultivo de arroz e cana-de-
acucar

d) Aplicacdo em pds-emergéncia das plantas infestantes em florestas
de eucalipto e pinus.

e) Aplicacéo para o controle da rebrota do eucalipto.

f) Aplicacdo como dessecante nas culturas de aveia preta, azevém e

soja. Algodao, ameixa, arroz, banana, cacau, café, cana-de-agulcar, citros,
coco, feijdo, fumo, macd, mamé&o, milho, nectarina, pastagens, pera,
péssego, soja, trigo, uva.
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Existe um limite maximo de residuo (LMR) de agrotéxicos que pode ser aceito
nos alimentos consumidos pelos seres humanos e este limite é estabelecido pelo
Codex Alimentarius Commission, um corpo subsidiario da FAO (Food and
Agriculture Organization) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (AMARANTE
JUNIOR; SANTOS, 2002). No Brasil, este controle é feito pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no que concerne a tolerancia, e intervalo de
seguranca, ou caréncia, que é o intervalo entre a aplicacdo do pesticida e a colheita
(BRASIL, 2020).

A Resolucdo - RDC n° 441, de 2 de dezembro de 2020, que dispde sobre a
manutencdo do ingrediente ativo Glifosato em produtos agrotoxicos no Pais,
determina medidas de mitigacdo de riscos a saude e alteragbes no registro
decorrentes da sua reavaliacao toxicoldgica.

No seu Capitulo | que fala do objetivo e do ambito de aplicacdo, consta, em

seu Art. 1° que:

Esta Resolugéo estabelece a manuten¢éo do ingrediente ativo Glifosato em
produtos agrotoxicos no Pais, determina medidas de mitigacdo de riscos a
saude e alteragBes no registro decorrentes de sua reavalia¢éo toxicolégica.

§ 1° Esta Resolugdo se aplica a todos os produtos técnicos e formulados a
base do ingrediente ativo Glifosato atualmente registrados e que venham a
ser registrados no Brasil.

§ 2° Os pedidos de avaliagdo toxicolégica de registro e pds-registro e as
alterag6es da monografia do ingrediente ativo Glifosato aprovados apos 1°
de outubro de 2019 relacionados aos produtos formulados que nédo se
enquadrem nos parémetros e caracteristicas utilizados na avaliagédo de risco
realizada durante a reavaliacdo do Glifosato devem ser submetidos a
avaliacdo de risco ocupacional e de residentes e transeuntes pela Anvisa
(BRASIL, 2020).

Ja no Capitulo Il, das Disposi¢cBes Gerais, 0 seu Art. 2° altera o ingrediente

ativo glifosato, no seu indice monogréafico GO1 como se verifica:

| - inclusdo do formaldeido, na concentracdo de 1,09 Kg™, entre os
contaminantes de importancia toxicologica para o ingrediente ativo,
mantendo-se o N-nitrosoglifosato na concentracéo de 0,001g Kg'l;

Il - inclusao da definicdo de residuos de Glifosato para conformidade com o
Limite Maximo de Residuo (LMR) como Glifosato;

Il - inclusdo da definicdo de residuos de Glifosato para avaliagdo do risco
dietético como a soma de Glifosato e AMPA, expressos como Glifosato;

IV - inclusdo do Nivel Aceitdvel de Exposicdo Ocupacional (Acceptable
Operator Exposure Level - AOEL) de 0,1mg kg™ de peso corpéreo por dia;

V - inclusdo da Dose de Referéncia Aguda (DRfA) de 0,5mg kg™ de peso
corpéreo; e
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VI - alteracdo da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para 0,5mg kg™ de peso
corpoéreo (BRASIL, 2020).

Seguindo as especificacbes desta resolucdo, Ié-se, no Art. 3° que “fica
proibido o componente polioxietilieno amina (POEA) em concentragdao acima de 20%
nos produtos formulados a base de Glifosato (BRASIL, 2020).

Ainda se considera pertinente frisar as obrigacdes impostas no seu Art. 4° que
fala das informacdes, restricbes e proibicbes que devem conter nas bulas e nos
rétulos dos produtos formulados a base de Glifosato.

| - obrigacdo de utilizacdo de tecnologia de reducdo da deriva de 50% para
doses acima de 1.800g ha™* (formula¢des SL/SC e WG/SG) nas aplicacdes
costal, estacionaria/semi-estacionaria e tratorizada; e

Il - obrigacdo de utilizacdo de tecnologia de reducédo da deriva de 50% e
bordadura de cinco metros para doses acima de 3.700g ha™ (formulagéo
SL/SC) nas aplicagBes costal, estaciondria/semi-estacionaria e tratorizada.
A bordadura terd inicio no limite externo da plantacdo em dire¢do ao seu
interior e serad obrigatdria sempre que houver povoacdes, cidades, vilas,

bairros, bem como moradias ou escolas isoladas, a menos de 40 metros do
limite externo da plantacdo (BRASIL, 2020).

Dentre as formulacdes do glifosato, estd o Roundup Transorb R® agrotéxico
avaliado neste estudo, que tem em sua composicdo 588g L™ (58,8% m/v) de sal de
Potassio de N-(phosphonomethyl)glycine; 480g L de equivalente &cido de N-
(phosphonomethyl) glycine) e 820g L™ de outros ingredientes. Encontra-se a venda
no mercado em concentracdes de 48% (m/v) e as doses aplicadas sdo em torno de
5L ha’. Da mesma maneira que outros organofosforados (em geral inseticidas,
inibidores da enzima colinesterase)”, pode ser nocivo ao ambiente, principalmente
pela acdo prolongada e resisténcia de algumas ervas (AMARANTE JUNIOR;
SANTOS, 2002).
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A Tabela 1 mostra os principais ingredientes ativos (i.a) das composicoes
comercializadas no Brasil. (AGROFIT, 2021).

Tabelal — Principais produtos a base do glifosato registrados no Brasil.

Nome Comum Grupo Quimico Numero de i.a.
cadastrados

Glifosato glicina substituida 61
Glifosato Sal de Dimetilamina glicina substituida 3
Glifosato-sal de aménio glicina substituida 14
Glifosato-Sal de Di-amoénio glicina substituida 3
Glifosato-sal de isopropilamina glicina substituida 28
Glifosato-sal de potassio glicina substituida 11

Fonte: Agrofit, (2021).

Dentre estas formulacbes ha varias combinacdes de ingredientes ativos,
equivalente acido e outros ingredientes. Conforme as propor¢des destas substancias
0 produto pode ser mais ou menos téxico.

O glifosato era considerado pela legislacéo brasileira um herbicida de classe
toxicoldgica Il, ou seja, altamente toxico e classificacdo quanto ao potencial de
periculosidade Ambiental: Il — Produto Perigoso ao Meio Ambiente, porém em 2019
através do ato n°® 58 de 27 de agosto, 93 produtos a base de glifosato foram
reclassificados, inclusive o Roundup Transorb R®, que passou para classe 5, produto
improvavel de causar dano agudo (BRASIL, 2019).

A tecnologia Transorb permite a entrega mais rapida do produto e em maiores
guantidades a raiz da planta invasora, oferecendo menos risco de perda em
condi¢cbes adversas como chuva. O que permite a rapida translocacéo do principio
ativo é o surfactante usado nesta formulacdo (MODESTO, MARTINEZ, 2010).

O surfactante usado na sua formulagdo € uma mistura contendo 15% de
polioxietileno amina (POEA) e outros surfactantes ndo especificados (HOWE et al.,
2004).

Howe et al. (2004) ainda indicam que este produto € mais téxico do que a
formulacéo original do Roundup®, portanto estudos abordando diferentes

formulagBes sdo necessarios.
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Esta abordagem se torna valiosa quando se tem informagdes que o glifosato
€ 0 agrotéxico mais vendido no Brasil, totalizando em 2014 a venda de 193.948
toneladas e que os limites maximos de residuo deste agrotoxico no pais superam
em duzentas vezes aos limites da Unido Europeia (BOMBARDI, 2017).

No ranking nacional, os maiores consumidores de glifosato séo os Estados do
Mato Grosso (38 mil toneladas) e do Rio Grande do Sul e Paran& (aproximadamente
25 mil toneladas) (BOMBARDI, 2017). Os ultimos dados revelam que entre os anos
de 2014 e 2018, foram vendidas 943.626,43 toneladas de glifosato, representando
35,5% do total das vendas de agrotdxicos do pais (IBAMA, 2020).

Atentando-se para estas informacdes Gill et al., (2017) revisou a toxicidade do
glifosato em diversos organismos, desde unicelulares até os humanos e destacou
gue o mesmo causa efeitos toxicoldgicos agudos e crdnicos graves.

No entanto, Barja e Santos (2005) afirmam que o glifosato pode ser
considerado como um herbicida “amigavel” ao meio ambiente devido a sua
biodegradacéao e forte adsorcao ao solo. Porém ha estudos que apontam o contrario,
dentre eles alguns especificos com minhocas, por exemplo:

Correia e Moreira (2010) em ensaio com Eisenia fetida expostas em longo
prazo (56 dias) em solo contaminado com glifosato nas concentrac¢des de 0, 10, 100,
500 e 1000mg kg*, verificaram que n&o houve mortalidade, no entanto,
demonstraram efeitos téxicos no desenvolvimento e na reproducdo dos organismos,
até na menor dose testada.

Buch et al. (2013) observaram que minhocas evitaram solos em concentracao
de (30mg i.a. kg ™) de um produto contendo 480g.L ™ i.a.

O herbicida demonstrou também efeitos graves na reproducdo de Lumbricus
terrestris e Aporrectodea caliginosa nas doses de 0.59, 2.9, 5.79 e 11,59g m?

durante ensaios em terrarios (STELLIN et al., 2017).

2.2 Ecotoxicologia

Bianchinni Martins e Jorge (2009) definem a ecotoxicologia como: a ciéncia
que estuda os efeitos adversos de substancias naturais ou sintéticas sobre os
organismos vivos, populagbes ou comunidades (animais ou vegetais), nos

ambientes terrestres e aquaticos.
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Niva e Brown (2019) destacam a importancia da ecotoxicologia terrestre, que
consiste na obtengédo de dados para as matrizes contaminadas como, por exemplo:
solos, através da realizacdo de ensaios em laboratdrio e/ou in situ. Sendo assim,
Sa0 expostos organismos testes a um solo contaminado, objetivando-se avaliar o
efeito da contaminagcdo na sobrevivéncia, crescimento, reproducdo, mudancas
comportamentais, dentre outros fatores.

Ressalta-se que, a classificacdo dos testes ecotoxicoldgicos varia de acordo
com o tempo de exposi¢cdo (agudo ou crbénico), com o modo de acdo (mortalidade,
crescimento ou reproducao) ou com o efeito de resposta (letal ou subletal) (NIVA,
BROWN, 2019).

Os testes ecotoxicolégicos tém como intuito determinar a relacdo da dose ou
concentracdo de uma ou mais substancias em um determinado meio com o efeito
e/ou resposta destas em um determinado organismo vivo (LIMA, 2009).

Alguns organismos tém sido mais utilizados para os testes ecotoxicoldgicos
terrestre, dentre eles estdo as minhocas (Eisenia andrei e Eisenia fetida),
enquitreideos (Enchytraeus sp. e Cognettia sp.) e colémbolos (Folsomia candida).

Apesar de ndo serem minhocas recorrentes em solos agricolas, as espécies
epigéicas E. andrei e E. fetida sdo as mais utilizadas nestes testes, devido a sua
facil adaptacdo em laboratério e geracdo relativamente curta em salas com
temperatura controlada (FOUNTAIN; HOPKIN, 2005). Além disso, estudos como o
de Buch, Sauter e Brown (2010) apontam que estas espécies tiveram
comportamento semelhante a espécie Pontoscolex corethrurus (espécie
predominante em agroecossistemas tropicais) em testes agudos e comportamentais.

A maioria dos trabalhos utilizam protocolos como os da ISO (Organizacao
Internacional de Padronizacao), OECD (Organizacdo Econémica para Cooperacéao e
Desenvolvimento) e EPA (Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) para
a realizacdo de ensaios, por serem internacionalmente reconhecidos (SISINNO et
al., 2006).

Segundo Niva e Brown (2019, p.45) no Brasil:

0S ensaios ecotoxicolégicos com oligoquetas (mortalidade, reproducéo,
comportamento de fuga e bioacumulacdo) tém sido utilizados
principalmente no setor académico, mas também podem ter aplicacdes, por
exemplo, no setor regulatério de registro de substincias a serem
comercializadas e no setor de licenciamento de atividades com potencial de
contaminagdo para avaliacdo da qualidade do solo. Além disso, a aplicacédo
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dos ensaios ecotoxicolégicos com organismos terrestres como ferramenta
de avaliacdo e controle, ainda néo é realizada com a mesma frequéncia
com que sao requisitados 0s ensaios com organismos aquaticos,
basicamente, por falta de demanda legal e pouco conhecimento, inclusive,
dos técnicos dos 6rgdos ambientais sobre os dados produzidos e sua
interpretacao.

Estudos mais recentes tém incorporado biomarcadores que sao definidos

como mudancas biolégicas mensuraveis, desde os niveis bioquimicos e moleculares
até os comportamentais, em resposta a contaminantes (CASTELLANOS;
HERNANDEZ, 2007).

Estes biomarcadores informam sobre as mudancas que ocorrem nos niveis
mais baixos de organizacdo biolégica e podem fornecer previsées sobre as
consequéncias ecologicas desde o inicio da poluicdo por concentracbes subletais
(ASENSIO et al., 2007). Dentre estes biomarcadores estdo os estudos histoldgicos,
gue segundo Wang (2015), juntamente com a reproducdo Ssdo 0s testes mais

apropriados para avaliar contaminantes ambientais.
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2.3 Eisenia andrei (Bouché 1972)

E. andrei € uma minhoca da familia Lumbricidae. Esta espécie é muito
utilizada na minhocultura, pois possui facilidade de adaptacdo as condicdes de
cativeiro e elevada taxa de multiplicagdo (BROWN; JAMES, 2007). Na Tabela 2
encontram-se algumas caracteristicas internas e externas destes organismos.

Apresentam expectativa de vida de 4,5 a 5 anos e peso médio de 0,55g, no
entanto podem chegar a 2,5g (NIVA; BROWN, 2019).

Em relacédo a reproducédo, atingem a maturidade sexual em torno de 21 e 28
dias. A cépula ocorre na superficie e a liberacdo do casulo geralmente ocorre dentro
de 48h, sendo que cada individuo produz 0,35 a 0,50 casulos por dia (NIVA,
BROWN, 2019).

As espécies de minhoca E. andrei e E. fetida “espécie muito semelhante a E.
andrei” sdo utilizadas em testes ecotoxicoldégicos em funcdo do papel fundamental
gue desempenham na macrofauna, pelo seu curto ciclo de vida, pela sua alta
tolerancia a umidade e temperatura e pela sua operacdo relativamente simples
(DOMINGUEZ; PEREZ-LOSADA, 2010). Além disso, sdo espécies padréo
recomendadas pelos protocolos internacionais para os testes ecotoxicolégicos de
substancias quimicas para regides temperadas (OECD, 1984; ISO 17512, 2007) e
tropicais (IBAMA, 1990; ABNT - NBR 15.537, 2007, 2014).



Tabela 2 — Caracteres externos e Internos de Eisenia andrei.

Caracteres Externos

Eisenia andrei

Pigmentacao

Avermelhada dorsalmente

Comprimento 2,7-13cm

Diametro 2-6mm

Segmentos 65— 131

Prostémio Epilébico

Cerdas Organizacéo tipo Lumbricina com 4
pares, estreitamente pareadas

Clitelo Em forma de sela, nos segmentos

24/27-31/34

Traves Puberais

Presentes, geralmente nos segmentos

28-30 .

Marcas Genitais Frequentemente nos segmentos 8-12;
e 27-35

Poros Dorsais Presentes e pequenos, iniciando em
3/4-5/6

Poros espermatecais

Dois pares dorsais, em 9/10 e 10/11 .

Poros femininos

No segmento 14

Poros masculinos

Pareados, no segmento 15, em forma
oval

Caracteres Internos

Eisenia andrei

Moela

No segmento 27

Glandula calcifera

No segmento 11

Tiflosol

Inicio nos segmentos 20-23, final nos
segmentos 60-109

28

Nefrideos Vesiculas em formato de salsicha,
sem dutos definidos.
Coracgdes Nos segmentos 7-11
Espermatecas Nos segmentos 9 e 10
Testiculos Nos segmentos 10 e 11

Fonte: Adaptado de Blakemore (2002).

2.4 Estudos histolégicos

A histologia € uma ferramenta util para determinar a influéncia de pesticidas
agricolas, poluentes industriais, residuos organicos, etc., pois fornece informacdes
Uteis, como consequéncias no crescimento, danos e desorganiza¢do dos tecidos.
(KUMAR; SINGH, 2017). Nesse sentido, respostas histopatoldégicas em minhocas
tém sido relatadas como indicadores valiosos de contaminacdo terrestre
(GIOVANETTI et al., 2010; KILIC, 2011).

A parede do intestino da Eisenia andrei € dobrada dorsalmente e se forma um
tiflosol que aumenta a area de absorcdo e a superficie intestinal (BABIC et al.,
2016). O tecido cloragbégeno das minhocas esta localizado no canal gastrintestinal,
separando o epitélio de absor¢cdo do celoma. Constitui o principal sitio de

acumulacéo e detoxificacdo de metais, sendo que alteracdes morfoldgicas no tecido
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cloragégeno da minhoca indicam uma maneira de lidar com grandes quantidades de
metais e substancias toxicas (MORGAN et al., 2002; GIOVANETTI et al., 2010).
Além do tecido cloragdgeno, outro tecido utilizado nos estudos de toxicidade é o

epitélio de revestimento do intestino (Figura 1).

T

Figura 1 — Corte histolégico de minhoca. E — Epiderme, MC — Musculatura
Circular, ML — Musculatura Longitudinal, T — Tiflosol, CL- Tecido Cloragégeno e
EP — Epitélio intestinal.

Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Tiflossole.

Alguns estudos relatados na literatura avaliam os tecidos intestinais de
minhocas expostas a metais (LOURENCO et al., 2011), herbicida Butacloro (GOBI,
GUNASEKARAN, 2010.; inseticida monocrotofés (ABBIRAMY et al. (2018), dioxinas
(ROUBALOVA et al. 2018), nano particulas de Oxido de niquel (ADEEL, 2019) e

herbicida glifosato (MOHSSEN, 2000).



3. Material e métodos

3.1 Bioensaios

O estudo foi realizado em laboratério, na Embrapa Clima Temperado -
Estacdo Experimental Cascata (EEC) e no Departamento de Morfologia do Instituto
de Biologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Baseando-se nos protocolos OECD (1984; 2004); ISO (1993; 2012); CETESB
(1990); ABNT (2007; 2014), com adaptacdes, minhocas da espécie E. andrei foram
obtidas do minhocério da EEC. Estas foram mantidas em laboratorio, acomodadas
em caixa de plastico resistente, com substrato de p6 de fibra de coco e esterco
bovino (50:50v/v), com pH neutro e mantidas a 20 + 2°C.

O esterco foi obtido na EEC, a partir da criacdo de base ecoldgica de bovinos
da raca Jersey. O esterco coletado foi seco em estufa a 60°C, processado em um
triturador de residuos e peneirado em peneira de 2mm para obtencéo de particulas

menores.

3.2 Teste ecotoxicolbgico

3.2.1 Substrato de ensaio

O substrato utilizado para os testes ecotoxicoldgicos foi formulado, de acordo
com as recomendacdes 1SO 11268-2 (2012). Este consiste em uma mistura de 70%
de areia industrial fina, 20% de caulim P.A e 10% de matéria organica (po de fibra de
coco) (GARCIA, 2004). Para evitar contaminagcéo de outros organismos, 0 substrato
passou por dois ciclos de congelamento e descongelamento.

Quatrocentos gramas deste substrato foram inseridos nos recipientes testes,
0S quais consistem em caixas organizadoras de plastico transparente, retangulares,
com volume total de 1,02L com tampa perfurada para permitir as trocas gasosas e

evitar a fuga de individuos.
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3.3 Contaminagéo com o glifosato

Os substratos receberam o tratamento como produto comercial Roundup
Transorb R® (480g L™ e.a) em 6 concentracdes, incluindo o controle, conforme
Tabela 3.

Tabela 3 — Tratamentos e concentracdes de Glifosato utilizadas no experimento. Embrapa Clima
Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, Jul/2020.

Tratamentos mgi.akg” mg e.akg”
T1 - controle 0 0
T2-1L ha* 1,17 0,96
T3-2Lha* 2,35 1,92

T4 - 4L ha* 4,70 3,84
T5-8L ha™ 9,40 7,68

T6 - 16L ha™ 18,81 15,36

A bula do produto comercial recomenda doses de uso de 1 a 4,5L ha™
dependendo da planta que se deseja controlar. Como base para determinar as
concentracdes de estudo foi definida uma aplicacdo de 1L ha™, considerando uma
profundidade de 5 cm em um solo com densidade de 1000kg m=. As demais
concentracfes foram definidas como o dobro da concentracdo imediatamente
anterior.

A umidade foi verificada e ajustada em torno de 60%, e o pH medido
conforme indicacdo das normas ja citadas (6,0 £ 0,5) e antes do inicio do
experimento as minhocas foram aclimatadas no solo teste sem tratamento por um
periodo de 24h.

Quinze individuos foram lavados, pesados em grupos e inseridos em cada
unidade experimental, alimentados semanalmente com esterco bovino seco e
triturado. Para cada concentragcdo foram realizadas 4 repeti¢cdes, totalizando 24
unidades experimentais. Os recipientes e o0s organismos foram pesados
semanalmente.

O ensaio teve duracdo total de 56 dias, sendo que uma semana apoés a
metade deste tempo (35 dias) os individuos adultos foram retirados, mantendo-se
nas unidades experimentais somente casulos e juvenis, 0s quais foram

contabilizados ao final do experimento.
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Semanalmente foram retirados dois individuos por unidade experimental para

a realizacdo das analises histoldgicas.

3.4 Anélises histoldgicas

Os individuos selecionados para avaliacdo histologica foram identificados e
deixados por 4h em papel filtro umedecido para que ocorresse a limpeza do
conteudo intestinal. As amostras foram fixadas por imersdo em formol 10% durante
um periodo de 4h, apods foram lavadas e armazenadas em 4&lcool 70%. No
laboratorio de Histologia da UFPel, o material foi cortado transversalmente no 35°
segmento, logo abaixo do clitelo, visto que segmentos anteriores poderiam dificultar
a visualizacdo das estruturas estudadas.

As pecas foram inseridas em frasco contendo &lcool 70%, 80% e 90%
respectivamente, por 40 minutos. A seguir, levaram trés banhos de 40min de alcool
absoluto para a conclusdo do processo de desidratacdo. Em seguida foram
diafanizadas com trés banhos de xilol de 40min cada. Adiante, foram colocadas em
cassetes histolégicos de plastico e levaram 3 banhos de parafina, mantida em estufa
a 60° para o processo de inclusdo. Depois de parafinado o material foi cortado em
microtomo semiautomatico Leica modelo RM2245 a uma espessura de 5um, trés
cortes foram colocados em laminas e estas, levadas a estufa a 56°C por 24h. O
processo de coloracao foi realizado com os corantes: Hematoxilina e Eosina, e a
montagem da lamina foi finalizada utilizando balsamo do Canada.

Para a analise histolégica foram preparadas, visualizadas, fotografadas e
medidas 192 minhocas, totalizando 2 minhocas por unidade experimental por
semana (n=48), ao final de 4 semanas foram confeccionadas trés laminas com trés
cortes histologicos cada. Somente os melhores cortes foram selecionados para a
realizacdo das medidas. As imagens dos cortes foram capturadas por uma camera
digital Moticam 5.0 acoplada a um microscépio Nikon Eclipse E200. Foram
observadas nas objetivas de 40x os tecidos cloragdgeno e epitélio intestinal e na
objetiva de 10x a regido do tiflosol, além disso, algumas laminas foram fotografadas
na objetiva de 4x para ter uma visdo mais ampla dos cortes.

Foram medidas as espessuras dos tecidos cloragbégeno e epitelial e a regido
do tiflosol, através do software Motic Images Plus 2.0. Foram realizadas trés

medidas por fotografia para cada tecido/regiéo.
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3.5 Andlises estatisticas

A probabilidade de sobrevivéncia das minhocas em cada tratamento foi
calculada por meio do estimador ndo-paramétrico de Kaplan-Meier e esquema de
censura intervalar, com a ultima observacédo ocorrendo aos 35 dias. As minhocas
retiradas para as avaliacbes histolégicas foram consideradas como dados
censurados aleatérios. A comparacdo das curvas de probabilidade entre os
tratamentos foi feita pelo teste de Rank (p<0.05), com a estatistica de Cramér-von
Mises e peso LogRank.

O efeito dos tratamentos sobre a produgéo de casulos e minhocas juvenis ao
final dos 35 dias de exposicao foi avaliado através de modelo linear generalizado
com distribuicdo de Poisson (p<0.05) e funcéo de ligacao logaritmo.

A biomassa média das minhocas dos tratamentos (n=24) em cada data de
avaliacdo foi submetida a anélise de variancia com nivel de confianga de 95%. Os
residuos foram testados quanto a normalidade pelo grafico QQ-plot e pelo teste de
Anderson-Darling, o homocedasticidade pelo grafico dos residuos x valores
ajustados e a independéncia pelo grafico dos residuos x ordem de coleta.

A biomassa média relativa das minhocas em cada grupo foi calculada
dividindo a biomassa média inicial, anterior a aplicacdo dos tratamentos, pela
biomassa média em cada dia de avaliacao.

A curva dose-resposta foi calculada com o valor médio da biomassa individual
média das minhocas nas seis datas de avaliacdo. Foi utilizado o modelo linear
generalizado, com distribuicdo Gaussiana e funcgdo de ligacao logaritmo.

A espessura média do epitélio, do cloragdégeno e do tiflosol das minhocas
amostradas dos tratamentos em cada data de avaliagdo foi submetida a andlise de
variancia com nivel de confianca de 95%. Os residuos foram testados quanto a
normalidade pelo grafico QQ-plot e pelo teste de Anderson-Darling, o
homocedasticidade pelo grafico dos residuos x valores ajustados e a independéncia
pelo grafico dos residuos x ordem de coleta.

A curva dose-resposta foi calculada com o valor médio da biomassa individual
meédia das minhocas nas quatro datas de avaliacdo. Foi utilizado o modelo linear
generalizado, com distribuicdo Gaussiana e funcéo de ligacao logaritmo.

Para a analise de componentes principais foi calculada a média dos valores

meédios nas quatro datas de amostragem, totalizando 24 valores (6 tratamentos com
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4 repeticdes) para cada variavel. Foi utilizado o foco na distancia entre as amostras
e transformacéo logaritmica nos dados das variaveis. O gréafico foi construido por

meio de centroide. Foi utilizado o programa Canoco 4.5 (TER BRAAK; SMILLAUER,
2002).



4. Resultados e Discusséao
4.1 Mortalidade, migracéao e reproducao

Foi observada a morte de 23 minhocas ao longo de 35 dias de exposi¢céo aos
tratamentos, sendo que 57% dessas mortes ocorreram nos primeiros sete dias.
Contudo, ndo houve diferenca significativa (p=0,1198) quanto a distribuicdo dessas
mortes e a probabilidade de sobrevivéncia no final do periodo foi superior a 80% em

todos os tratamentos (Figura 2).

: 0 0 m
095 + | l !
H |
* ...... [ [ o e — ;.4. ..... _$
3 | S S ) S S | —e—Controle
2 | —0—096mge.a. kg™
3 0,90 + .
8 | -4 1.92mg e.a. kg
o T - - 3.84mge.a. kg™
— -7.68mg e.a. kg™
0,85 T+ ! --%--15.36mg e.a. kg™
I
I
4]
0,80 } } } } {
0 7 14 21 28 35

Dias

Figura 2 — Probabilidade de sobrevivéncia de minhocas nos diferentes tratamentos.
Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, Jul/2020 a

Ago/2020.

Buch, Sauter e Brown (2010), avaliando a sensibilidade das espécies Eisenia
andrei e Pontoscolex corethrurus em concentragoes de 0, 7, 14, 21, 30 e 47mg i.a.
kgt glifosato (480g L' i.a.), observaram que o mesmo ndo apresentou efeito
toxicoldgico agudo (teste de mortalidade) para ambas as espécies e que somente na

concentracdo mais alta ocorreu 3,3% de mortalidade para P. corethrurus e 4% para

E. andrei.
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Se projetada a mortalidade somente nos tratamentos com glifosato (20
minhocas mortas) (Tabela 4), excetuando-se o0 tratamento controle, com o
ingrediente ativo (588g L), a mortalidade chegaria a 6,7% [20+(5*60)*100]. Sendo
assim um pouco superior ao encontrado pelos autores. Apesar de os produtos terem
formulagbes diferentes, a maior dose utilizada pelos autores € mais de duas vezes
superior as do presente estudo. Portanto, infere-se que o produto ora utilizado possa
ser mais toxico para as minhocas, pois seu ingrediente ativo € um sal de potassio.

Pasini et al. (2017) ao avaliarem diferentes ingredientes ativos de glifosato,
verificaram que o produto que apresenta sal de potassio em sua constituicao foi
mais toxico para um inimigo natural Trichogramma pretiosum (vespa parasitoide)
dias ap0s a pulverizagcdo com o produto na cultura do milho.

No entanto, como ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, o
fato de haver minhocas mortas pode estar relacionado com outros fatores e néo

somente ao produto em si.

Tabela 4 — Mortalidade e reproducdo de minhocas submetidas aos diferentes tratamentos. Embrapa
Clima Temperado — Estagdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, Jul/2020 a Ago/2020.

Tratamentos Mortalidade Reproducéo

n°mortas % n°casulos % n° juvenis %

Controle 3 13 11 21 2 8
0,96mg e.a. kg™ 2 9 12 23 7 29
1,92mg e.a. kg™ 6 26 5 10 7 29
3,84mge.a. kg™ 3 13 10 19 4 17
7,68mg e.a. kg™ 7 30 9 17 0 0
15,36mg e.a. kg™ 2 9 5 10 4 17
Total 23 100 52 100 24 100

Um destes fatores é explicado por Pochron et al. (2019) que avaliaram que a
temperatura interfere na mortalidade de minhocas Eisenia fetida. Quando estes
organismos se encontravam em solo ndo aquecido, morreram mais rapido,
independentemente da massa. Diante do exposto, acredita-se que pelo experimento
ter sido realizado no periodo do inverno e em alguns momentos possa ter ocorrido
algum problema com a climatizagdo do ambiente, houve maior mortalidade,
principalmente na primeira semana.

Pochron et al. (2020), utilizando 60,7mg i.a. kg™ de um produto comercial a
base de glifosato, também relatam que, apesar dos recipientes com as minhocas
serem fechados para evitar fugas, alguns individuos n&do foram localizados, o

mesmo ocorrido neste ensaio, sendo assim ndo se pdde determinar se migraram ou
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morreram fora do recipiente. Para a andlise de sobrevivéncia, as minhocas
desaparecidas sdo computadas como mortas, mesmo que ndo saibamos se
realmente morreram.

Em relacdo ao ensaio ecotoxicologico de reproducdo, o mesmo € validado
guando a mortalidade de minhocas adultas ao final dos 28 dias nao ultrapasse aos
10% (NIVA; BROWN, 2019). Neste estudo, a taxa de mortalidade total (n=360) foi de
6,4%.

N&do houve diferenca significativa para o numero de minhocas juvenis
(p=0,3952) e niumero de casulos produzidos (p=0,1703) (Tabela 4).

Um fator importante a ser observado foi a manipulacdo destes organismos
semanalmente para verificagcdo da biomassa. Em geral, a pesagem dos organismos
€ realizada no inicio e ao final do experimento. No entanto para acompanhar as
andlises histologicas, optou-se por pesar 0s organismos semanalmente, o que
consequentemente pode ter aumentado o estresse, assim como também acarretou
uma maior producdo de muco apos a lavagem dos mesmaos para posterior pesagem.
Dominguez et al. (2016) afirmam que a alta producdo de muco demanda maior
energia, além disso, o0 muco é imprescindivel para a formacéo de casulos, portanto €
possivel que a cada semana os individuos consumissem essa energia necessaria
para a reproducao apds um evento estressante.

Na literatura ha contradicdes em relacéo ao efeito do glifosato na producédo de
casulos. Correia e Moreira (2010) relatam a auséncia total de producéo de casulo de
Eisenia fetida, enquanto Casabé et al. (2007) ndo encontraram nenhum efeito
negativo na producéo do casulo da mesma espécie, exceto por sua viabilidade.

Esses resultados contraditorios podem ser explicados porque Correia e
Moreira (2010) utilizaram o glifosato nas taxas de aplicacdo de 1-100mg kg™ solo,
enquanto Casabé et al. (2007) usou um solo agricola onde a concentracdo de
glifosato estava abaixo o limite de deteccéo.

Yasmin; D’Souza (2007) utilizando doses 4x superiores as recomendadas
para um produto contendo (480g L™ i.a). de glifosato, constatou que o mesmo no
teve um efeito significativo na reproducgéao de E. fetida.

As normas referidas para os testes ecotoxicoldgicos também determinam um
namero minimo de juvenis ao final do experimento (30 individuos por réplica do

tratamento controle), estes nimeros ndo foram constatados no experimento, assim
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como Correia e Moreira (2010) também n&o observaram estes valores, tendo ao
final do teste apenas 4 individuos nos grupos controle.

Garcia-Pérez et al. (2016) também relataram efeitos ndo significativos quanto
a producédo de casulos, além disso, observaram que em consequéncia do glifosato,
minhocas que apresentavam maturidade sexual (clitelo aparente) ndo demostraram
essa estrutura bem evidente ao longo do experimento.

Piola et al. (2013) ressaltam que o efeito do glifosato pode impedir processos
metabdlicos como a fosforilacdo oxidativa, 0 que ocasiona a perda de energia e
consequentemente a morte. Entretanto, relatam também que a maior toxicidade do
produto ndo esta relacionada com o glifosato em si, e sim devido as substancias
adjuvantes presentes nas formulacdes comerciais.

Em um experimento utilizando duas formulacfes diferentes de agrotoxicos a
base de glifosato: sal monoaménio (72% e.a; 85,4% e.a) Piola et al. (2013)
verificaram que hé& diferenca para glifosatos com formulagfes distintas, e mesmo o
produto de (72% e.a) apresentar menor concentracdo, se mostrou mais toxico para
minhocas E. andrei.

Portanto, a sinergia do glifosato com substancias ndo informadas nas
formulacbes podem trazer respostas ecotoxicolégicas diferentes para cada produto

comercial.
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4.2 Biomassa

Em relacdo a biomassa, ndo houve diferenca significativa entre o0s

tratamentos em nenhuma das datas avaliadas (Tabela 5).

Tabela 5 — Biomassa (mg) de minhocas por tratamento (n=24) durante as 5 semanas de experimento.
Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, Jul/2020 a Ago/2020.

Tratamentos 1° dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias

Controle 755(x23) 725 (£36) 851 (+26) 881 (+32) 960 (+50) 859 (+50)
096mgea. 761(:21) 759 (+42) 805 (+24) 846 (+31) 933 (+26) 811 (+34)
liggzmg ea. 724(x32) 739 (+24) 832 (+36) 875 (+39) 946 (+68) 841 (+40)
3,84mge.a. 734(6) 679 (+29) 802 (+25) 851 (+29) 941 (+47) 877 (+23)
7,68mge.a. 718(x25) 679 (+29) 774 (£29) 785 (+32) 896 (+32) 835 (+30)

15,36mg 701 (+22) 673 (£34) 791 (£34) 814 (£35) 852 (+36) 763 (+20)

e.a. kg?

Média 732 709 809 842 921 831
GL 5 5 5 5 5 5

F 0,9944 1,2521 0,8963 1,2062 0,7879 1,3699
p-valor 0,4487 0,3266 0,5045 0,3459 0,5719 0,2817

Buch et al. (2013) também nado observaram diferenca significativa em relagéo
a biomassa de minhocas da espécie Eisenia. andrei e Pontoscolex corethrurus
mesmo nas concentra¢des mais altas de glifosato (47mg ia.kg ™).

Entretanto, de forma geral, a biomassa relativa das minhocas entre o0 1° e 0
28° dias aumentou em todos os tratamentos (Figura 3), variando entre 21% e 30%.
No 35° dia todos os grupos mostraram tendéncia de desaceleracdo de biomassa,

mas ainda mantiveram um aumento médio de 13%, variando entre 7% e 19%.
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Figura 3 — Relacdo Massa média relativa x tempo de exposicéo ao glifosato. Embrapa
Clima Temperado — Estagdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, Jul/2020 a Ago/2020.

Segundo Pochron et al. (2020) quando as minhocas vivem em solo que
fornece fontes de alimento abundantes, podem ser capazes de acumular massa
corporal, mesmo durante o processamento metabolico de contaminantes. Os
autores ainda observaram que varidveis como temperatura das unidades
experimentais e peso inicial das minhocas séo fatores que interferem nas respostas
ao herbicida glifosato.

O aumento relativo da biomassa até 28 dias de experimento pode estar
relacionado com a retirada semanal de minhocas das unidades experimentais para
as andlises histoldgicas, visto que a quantidade de alimento disponivel,
independente do nimero de minhocas se manteve estavel semanalmente.

Jé a reducao de biomassa aos 35 dias pode ser uma resposta de tendéncia a
estabilizacdo de peso, no entanto esta afirmativa necessitaria de um estudo mais
aprofundado e a longo prazo.

Contudo, a curva dose-resposta para biomassa médio em todo experimento
foi significativa (p=0,0031, pseudoR?=0,9121) (Figura 4), indicando que o aumento
da concentracédo de i.a. kg™ do glifosato reduziu a biomassa média individual das

minhocas.



41

860 T
~1C (95%)

—— Valores preditos

®
N
o
o

e Valores observados

[o0)
N
o
|
¥

[0
o
o
|
T

~
o]
o
|
T

760 +

Biomassa individual média (mg)

740 1 (6.7225— 0.0059xConc, _ )
Biomassagmg) = exp ( (mge.a.kg 1))

720 +————t——————————t—————t——————t—t———
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentragédo (mg e.a. kg't)

Figura 4 — Dose-resposta para biomassa individual média. Embrapa Clima
Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, Jul/2020 a Ago/2020.

Niemeyer, Vilaca e Silva (2006), ao avaliarem os efeitos na biomassa do
crustaceo Cubaris murina quando expostos a 4,8; 9,6; 14,4; e 19,2mg g™ de solo de
Roundup®, constataram que o peso médio final em todos os tratamentos foi menor
do que no controle.

Da mesma forma, Dominguez et al. (2016), estudando um metabdlito do
glifosato - AMPA (acido Aminometilfosfénico), perceberam que concentracbes de
100, 250, 500, 750 e 1000pg kg™, elevadas, mas n&o letais, produziram maior
estresse nas minhocas e que isto levou em uma maior perda de biomassa em

comparac&o com o controle.
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4.3 Analises histoldgicas

A Figura 5 demostra cortes histolégicos transversais nos diferentes

tratamentos.

15,36mg e.a. Kg'!

3.84mg e.a. Kg' 7,68mg e.a. Kg'

Figura 5 - Cortes histologicos transversais de Eisenia andrei aos 28 dias de experimento. Imagens
obtidas através de Microscopio Optico com camera acoplada na objetiva de 4x. Universidade Federal
de Pelotas, Departamento de Morfologia, Pelotas, RS, Set/2020.

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos para a espessura média

do epitélio, do tecido cloragégeno e do tiflosol. (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6 — Medidas dos tecidos em (um) (n=24). Universidade Federal de Pelotas,
Departamento de Morfologia, Pelotas, RS, Set/2020.

Tiflosol (um)
360,96 (+8,50)
356,81 (£13,75)
333,72 (+8,52)
356,36 (+1,80)
353,97 (+4,97)
343,97 (x2,71)

Cloragégeno (um)
54,99 (+4,11)
51,80 (+2,79)
50,25 (+4,12)
49,36 (+£3,40)
51,21 (+2,99)
51,08 (+2,30)

Tratamentos Epitélio (um)
Controle 85,37 (+4,61)
0,96mg e.a. kg-! 78,85 (+6,27)
1,92mg e.a. kg-t 77,64 (£2,84)
3,84mg e.a. kg-t 82,67 (+3,68)
7,68mg e.a. kg-t 80,42 (+1,73)
15,36mg e.a. kg-t 83,29 (£3,44)

Media 81,37 51,45 350,97
GL 5 5 5
Estat. F 0,5266 0,3314 1,6844
p-valor 0,7532 0,8874 0,1893
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Tabela 7 — Resultado do teste de Anderson-Darling para os tecidos Epitélio Intestinal, Clorag6geno e
tiflosol nos diferentes tratamentos em relagédo a concentracdo em mg e.a. kg~ de Roundup Transorb
R. Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, Jul/2020 a Ago/2020.

Tecidos Preditor Estimativa Desvio Padrao Estat. T p-valor Limite Inferior Stlglg:;i)r

Epitélio Intercepto 4,392 0,022 199,184 3,81e™ 4,349 4,435

P Concentracdo 0,001 0,003 0,431 0,688 -0,004 0,007

. Intercepto 3,950 0,022 178,045 5,97e™ 3,907 3,994
Cloragdgeno ~

Concentracao  -0,002 0,003 -0,667 0,541 -0,008 0,004

Tiflosol Intercepto 5,868 0,017 340,846 4,45e™ 5,834 5,902

Concentracdao  -0,001 0,002 -0,641 0,551 -0,006 0,003

Diferindo desses resultados, Mohssen (2000) observou que o glifosato causou
danos ao tecido epitelial de Pheretima elongata. O autor ainda relata que alguns
individuos que sobreviveram a exposi¢ado do herbicida, regeneraram suas células da
mucosa intestinal e que na quarta semana de exposicdo o revestimento epitelial
recuperou caracteristicas e arquitetura, sugerindo o alto poder regenerativo das
minhocas.

De Silva e Chandrasekara (2017) concluiram que o glifosato € um herbicida
seguro para minhocas Perionyx excavatus, se for utilizado corretamente de acordo
com as instrucdes do produto, pois ndo causou mortalidade para minhocas apos a
exposicdo prolongada a sua dose de campo, embora o tenha causado inicialmente
algumas aberracdes histopatologicas na parede do corpo, mudancas estas que
foram rapidamente regeneradas, fato considerado uma adaptacao para enfrentar os

produtos quimicos nocivos na formulacao herbicida.
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4.4 AlteracOes morfolégicas

Apesar de algumas variaveis ndo terem se mostrado sensiveis ao Roundup
Transorb R®, puderam-se observar alteracdes morfoldgicas em minhocas tratadas

com o produto (Figura 6).

R

3,84mg e.a. Kg™' 0,96mg e.a. Kg™
7 dias 21 dias 28 dias

7.68mg e.a. Kg' 1,92mg e.a. Kg'' 3.84mg e.a. Kg'
28 dias 35 dias 35 dias

7,68mg e.a. Kg'
35 dias

Figura 6- Alteracdes morfologicas de minhocas (setas amarelas) submetidas aos tratamentos com
Roundup Transorb R - Embrapa Clima Temperado — Esta¢do Experimental Cascata, Pelotas, RS,
Jul/2020 a Ago/2020.

Dentre as principais alteracbes, observaram-se perda de segmentos e
necrose. Abbiramy et al. (2018) observaram lesfes, inflamacdes e separagdo de
partes posteriores do corpo de organismos da espécie Eisenia fetida tratadas com o
inseticida Monocrotofés. Correia e Moreira (2010) também observaram

anormalidades morfolégicas em minhocas, porém somente na dose de 1000mg kg™
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de solo, dentre elas: elevac¢des no corpo, enrolamento e ondulacdo. A dose utilizada
no trabalho de Correia e Moreira (2010) é extremamente elevada, no entanto a
concentracdo do glifosato utilizada no estudo apresentava pureza de 99,7%, ou seja,
0s autores testaram o glifosato puro. Isso ressalta novamente a importancia de
estudos que utilizem formulacdes diferentes para compreendermos os verdadeiros
agentes de toxicidade.

A maioria dos estudos utilizando as minhocas como bioindicadores, aplicaram
doses superiores as utilizadas a campo. Utilizando o mesmo produto desde estudo,
Zebral et al., (2017) evidenciaram que o mesmo, em doses de (0,36, 1,80, 3,62 e
5,43mg glifosato a.e L™), a reducdo de parametros craniofaciais em peixes, como o

tamanho dos olhos destes organismos, induzida pelo herbicida.
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4.5 Anélise multivariada

A concentracdo de glifosato explicou 66,9% das variagcbes observadas na
biomassa média e na espessura média dos tecidos e da regido do tiflosol das
minhocas apos 28 dias de exposi¢do, sendo que o componente principal 1 explicou

37,5% e o componente principal 2 explicou 29,4% (Figura 7).

TIFL
EPIT

CLOR
15.36 mg 7.68 mg
‘\‘\

3\7’_ 2 'Comrole
& o flasamg
N
0- i
o il 0.96
i BMhist
1/
1.92mg BM
-1.5 CP 1 (37.5%) 2.0

Figura 7 — Analise de componentes principais EPIT (Epitélio
intestinal), TIFL (Tiflosol), CLOR (Tecido Clorgégeno), BM
(Biomassa média das minhocas), BMhist (Biomassa das minhocas
utilizadas para histologia). Embrapa Clima Temperado — Estagéo
Experimental Cascata, Pelotas, RS, Jul/2020 a Ago/2020.

A biomassa média das minhocas amostradas em cada data de avaliacdo e a
biomassa meéedia das minhocas usadas na analise histologica foram bem
correlacionadas entre si, indicando um bom processo de amostragem. Por outro
lado, ndo houve correlacdo entre a biomassa das minhocas dissecadas e a
espessura do epitélio, do tecido cloragégeno e da regiao do tiflosol.

Com relacdo a biomassa, as minhocas expostas as maiores concentracoes

do glifosato foram as que apresentaram 0s menores valores médios (exceto para
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1,92mg que apresentou uma maior biomassa em relagdo aos outros
tratamentos)(Figura 7).

Os tecidos analisados e a regido do tiflosol mostraram estar forte e
positivamente correlacionados entre si. As minhocas no controle foram as que
tiveram a maior espessura média do epitélio, cloragogeno e tiflosol. As
concentragbes 0,96mg, 3,84mg, 7,68mg e 15,36mg tiveram valores proximos a
meédia para os tecidos e a regido do tiflosol, enquanto a concentracdo 1,92mg foi a
que produziu menores espessuras nos tecidos das minhocas. Portanto, nem sempre
as maiores doses produzem os maiores efeitos.

Ribeiro (2016) verificou que minhocas E. andrei tratadas com extrato
pirolenhoso destilado tiveram alteracdes significativas na espessura do tecido
epitelial intestinal em comparacdo com as do controle. No entanto para o extrato
pirolenhoso bruto com doses de 1,54mL Kg™* e 6,10mL Kg™ a autora percebeu que a
dose mais alta apresentou espessuras iguais as do controle, diferentemente da dose
de 1,54mL Kg*' que teve espessura superior do tecido. Em relagdo ao tecido
cloragégeno, diferindo do presente estudo, 0 mesmo se mostrou mais espesso nas
duas formulagdes do produto em relagdo ao controle.

Amaral et al. (2006) utilizando organismos de Lumbricus terrestres também
observaram um aumento da espessura do tecido cloragdbgeno nos solos tratados
com Zn e Cd, sugerindo que este tecido aumentou sua atividade para detoxificar
substancias exdgenas. Para o tecido epitelial os autores observaram uma reducéo
da espessura radial do epitélio intestinal.

Em relacdo ao tecido epitelial espera-se que os individuos expostos ao
tratamento controle obtenham uma maior espessura, pois o intestino € o principal
orgdo de absorcdo de nutrientes, sendo que, o aumento de sua superficie esta
relacionado com sua atividade funcional, sendo a maior altura das vilosidades e o
grande numero de mitoses celulares no intestino, indicadores de que as func¢des das
vilosidades intestinais estao ativas (MEKBUNGWAN; YAMAUCHI; SAKAIDA, 2004).

Quanto a reducdo de espessura do tecido cloragbgeno nos organismos
tratados com o glifosato, sugere-se que possa estar relacionada com a destruicdo de
algumas células deste tecido, assim como foi constatado por Lourenco et al. (2011),
onde E. andrei em solos contaminados com residuos de uma mina de uranio
abandonada, tornaram o tecido mais fino quando comparado ao tratamento controle,

além de perderem sua forma com comprometimento da sua integridade estrutural.
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Roubalova et al. (2018) apontam em seu estudo com dioxinas que o tecido
cloragégeno foi preservado apenas na regido do tiflosol, o que também foi
evidenciado nesse estudo.

Niemeyer et al. (2018) sugerem que sejam ampliados os testes crénicos para
verificar o comportamento a longo prazo das minhocas, visto que, em testes com 4
produtos a base de glifosato com doses de até 10 vezes as esperadas a entrar em
contato com o solo, ndo ocorreram respostas significativas quanto ao evitamento
(fuga) de E. andrei.

Além disso, é importante a realizacdo de mais pesquisas abrangendo outras
formulagcbes e outros biomarcadores, como por exemplo: espermatozoides, para
avaliar a reproducéo mais especificamente (LOPES et. al., 2014; RIBEIRO, 2016),
analises sanguineas, bioquimicas (enzimas), espécies reativas de oxigénio
(MODESTO; MARTINEZ, 2010) entre outras.



5 Consideracdes Finais

Nas condi¢cdes em que o experimento foi realizado, ndo foi possivel verificar
efeito estatistico do glifosato sobre a mortalidade e reproducdo das minhocas.
Contudo, esse fato ndo significa que ndo possa haver em outros contextos
experimentais, sobretudo se utilizado um maior niumero de individuos e de unidades
amostrais. Ressalta-se ainda que a estratégia metodoldgica de pesar semanalmente
os individuos pode influenciar de forma significativa o desempenho reprodutivo das
minhocas e por isso requer maiores estudos.

Quanto a biomassa, em termos relativos, também nao houve evidéncias do
efeito dos tratamentos sobre as minhocas. Porém, a retirada de semanal de
individuos para as avaliacGes histologicas pode ter provocado um confundimento
desses efeitos uma vez que a disponibilidade de alimento era aumentada para os
individuos restantes. Nao obstante, a analise dos valores absolutos da massa média
individual indica uma tendéncia significativa de reducdo desse parametro com o
aumento da concentracdo do glifosato, o que precisa ser mais bem averiguado em
estudos futuros.

N&do houve diferenca estatistica para a espessura dos tecidos epitelial
intestinal e cloragébgeno e da regido do tiflosol nos diferentes tratamentos.
Novamente, ressalta-se que a limitacdo pratica de analisar um namero maior de
individuos pode ter sido determinante nesse quesito. Contudo, percebe-se uma clara
tendéncia dessas variaveis apresentarem maiores valores na auséncia do glifosato.
Da mesma forma, alteracdes morfolégicas no corpo das minhocas, como perda de
segmentos e necroses, apenas foram observadas nos individuos expostos ao
glifosato.

Tais constatagcbes devem ser consideradas para novos e imprescindiveis
estudos sobre o potencial de impacto ambiental do uso do glifosato. Nesse sentido
recomenda-se a necessidade de nova estratégia de acompanhamento do
experimento, com o aumento do numero de individuos e unidade experimentais,
bem como a inclusdo de outras variaveis complementares, como a avaliagdo

espermatica das minhocas.
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