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RESUMO

Atualmente, o uso de agrotdxicos na agricultura é muito disseminado pela grande
eficacia no combate a pragas, ervas daninhas e doencas, contribuindo para uma melhor
produtividade e rendimento econdmico na area agricola. O uso de agroquimicos atinge o
mundo todo e muitas vezes a sua utilizacdo é feita de modo abusivo, indiscriminado e por
longos periodos. Varias pesquisas vém sendo realizadas no intuito de verificar a presenca de
agrotoxicos na natureza, com resultados preocupantes. A presenca de niveis altissimos de
agroquimicos e seus produtos de degradacdo em solos e aguas superficiais e subterraneas vém
indicando contaminagdes cada vez maiores. Dentre 0s agroquimicos mais utilizados, estdo
presentes os herbicidas e dentre estes a trifluralina tem ocupado um lugar relevante devido ao
seu amplo uso; é um herbicida proveniente de derivados benzénicos pertencentes a familia da
dinitroanilina; é classificada como pertencente ao grupo C, sendo possivelmente
carcinogénico em humanos, possui alta persisténcia no solo como consequiéncia da sua baixa
mobilidade, podendo desta maneira afetar a fauna edéafica local. Os diplopodos compreendem
um grupo de invertebrados importantes na dindmica do solo; por possuirem um intimo
contato com 0 mesmo, estes animais podem ser utilizados como bioindicadores na toxicidade
de substratos. O presente trabalho objetivou por expor espécimes de diplépodos da espécie R.
padbergi, a diferentes concentracdes de trifluralina desta forma, foram montados cinco
bioensaios contendo terra proveniente do local de coleta dos animais (grupo controle) e a
mesma terra misturada ao herbicida trifluralina em diferentes concentracfes (concentracdo
indicada para uso agricola, sendo a dose recomendada pelo fabricante de 0,0534 g/m? o
dobro, a metade e um quarto desta dose), os animais foram expostos por 7 e 90 dias. Durante
0 periodo total de exposi¢do (90dias), verificou-se que o nimero de animais do bioensaio
controle permaneceu estavel até a 5% semana, com apenas uma morte neste periodo. No
bioensaio campo, a estabilidade se manteve até a 8% semana e no bioensaio dobro até a 72
semana; os trés bioensaios chegaram a 122 semana com a mesma taxa de sobrevivéncia. Tanto
no bioensaio um quarto quanto no bioensaio metade, a estabilidade se manteve até 42 semana;
os individuos do bioensaio um quarto sobreviveram até 88° dia e o bioensaio metade até o 89°
dia. Depois de expostos pelos referidos periodos, os animais foram anestesiados e dissecados
para remocdo do intestino médio; o material foi entdo submetido a rotina histoldgica e
técnicas histoquimicas para deteccdo de proteinas, calcio e polissacarideos neutros. Apds a
analise foi possivel observar que o grupo controle dos dois periodos apresentou o padrédo
normal para a espécie, ja 0s animais expostos apresentaram como principais alteracoes
tissulares: acimulo de granulos citoplasmaticos na camada de células hepaticas, aumento na
liberacdo de vesiculas de secrecdo, aumento da taxa de renovacdo epitelial, aumento na
ocorréncia de hemacitos, vacuolizacdo das células principais, dilatacdo do espaco intercelular
e desestruturacdo do epitélio. Desta maneira, conclui-se que o uso prolongado desse herbicida
provoca danos ao epitélio intestinal do animal estudado, sendo importante se fazer um uso
adequado e consciente do produto, por periodos curtos.

Palavras-chave: milipede, tubo digestorio, agrotoxico, toxicologia, histopatologia.



ABSTRACT

Currently the use of pesticides in agriculture is widespread due to their high
effectiveness in combating pests, weeds and diseases leading to better productivity and
economical performance in agricultural area. The use of pesticides affects the whole world
and their use is often performed in an improper and indiscriminate way and for long periods.
Several studies have been carried out in order to verify the presence of pesticides in nature,
with worrying results. The presence of higher levels of pesticides and their degradation
products in soil and surface and groundwater have indicated increasing contamination.
Among the most widely used pesticides, herbicides are present and among these trifluralin has
occupied an important place due to its widespread use; it is an herbicide originated from
benzene derivatives belonging to dinitroanilines family; it is classified as belonging to group
C, being possibly carcinogenic for humans, present a high persistence in soil as a result of its
low mobility and therefore may affect local edaphic fauna. Diplopods belong to a group of
invertebrates considered important in the soil dynamics; due to their close contact with it,
these animals can be used as bioindicators of substrates toxicity. This study aimed to expose
diplopod specimens of the species R. padbergi to different concentrations of trifluralin and
therefore it was mounted five bioassays containing soil from the site where animals were
collected (control group) and the same soil mixed to different concentrations of trifluralin
herbicide (concentration recommended for agriculture use, that is, the dose recommended by
the producer 0.0534g/m?, double, haft and quarter of this dose), animals were exposed for 7
and 90 days. During the entire period of exposure (90 days), it was observed that the number
of animals in the control bioassay remained stable until the 5™ week, presenting only one
death in this period. In the field bioassay, stability was kept until 8" week and in the double
bioassay until 7™ week; these three bioassays reached the 12" week with the same survival
rate. In both, the quarter and haft bioassays, stability was maintained up to the 4™ week;
individuals from the quarter bioassay survived until the 88" day and from the haft bioassay
until the 89™ day. After exposure, animals were anesthetized and dissected in order to remove
the midgut; then the material was submitted to histological routine and histochemical
techniques for the detection of proteins, calcium and neutral polysaccharides. After analysis it
was observed that the control group of the two periods showed normal pattern as described for
the species. On the other hand, animals exposed showed as main tissular alterations:
accumulation of cytoplasmatic granules in the hepatic cell layer, increased release of secretion
vesicles, increased epithelial renewal rate, increased occurrence of haemocytes, vacuolization
of main epithelial cells, dilatation of intercellular spaces and disruption of the epithelium.
Thus, it is concluded that prolonged use of this herbicide causes damages to this animal’s
midgut epithelium, being important to achieve a conscious and appropriate use of the product
for short periods.

Keywords: milipede, digestive tract, pesticides, toxicology, histopathology.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o uso de agrotoxicos na agricultura é muito disseminado pela grande
eficdcia no combate a pragas, ervas daninhas e doencas, contribuindo para uma melhor
produtividade e rendimento econémico na area agricola.

A utilizacdo de agrotoxicos proporciona uma maior disponibilidade de alimentos para
a populacdo e a sua falta poderia acarretar danos drasticos nesta disponibilidade, inclusive,
aumento de preco dos alimentos (FERNANDES, 2005).

Embora a utilizacdo de agentes quimicos seja importante, nem todas as consequéncias
do uso foram estudadas e a utilizacdo demasiada causa danos a satde dos seres humanos e
afeta diretamente o meio ambiente. O uso de agroquimicos € pratica no mundo todo e muitas
vezes a sua utilizacdo é feita de modo abusivo e indiscriminado e por longos periodos,
trazendo preocupacBes as autoridades publicas e a entidades envolvidas com a salde e
sustentabilidade dos recursos naturais, pois possiveis contaminacdes ambientais podem
ocorrer (UETA et al., 1998).

Vérias pesquisas vém sendo realizadas no intuito de verificar a presenca de
agrotoxicos na natureza, com resultados preocupantes; a presenca de niveis altissimos de
agroquimicos e seus produtos de degradacdo em solos e aguas superficiais e subterraneas vém
indicando contaminagdes cada vez maiores (UETA et al., 1998).

Mesmo nas regides polares onde ndo ha nenhum tipo de agricultura, sdo detectados
residuos de inseticidas organoclorados como dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) e dicloro-
defenil-etilcloro (DDE) em tecido adiposo de lebes marinhos e de outros mamiferos aquaticos
(GRISOLIA, 2005).

Diante de tal problematica, ha necessidade de mais estudos e avaliacfes de impactos
ambientais e impactos sobre a salide humana, visto que a contaminagdo ocorre de maneira
variada e por longos periodos, assim a conscientizacdo da populacéo é de grande importancia.

O Brasil possui uma lei especifica sobre agrotdxicos (Lei dos Agrotoxicos-Lei n°
7.802/89), regulamentando seu uso em todo o territorio, que apresenta 0s mesmos moldes de
leis dos paises europeus, dos Estados Unidos e do Canada, que proibem o uso de agrotdxicos
que apresentem caracteristicas de carcinogenicidade, mutagenicidade e teratogenicidade, que
provoquem disturbios hormonais e que causem danos ao meio ambiente. Apos 15 anos da
implantacdo desta lei no Brasil, nenhum agrotdxico sofreu nenhum tipo de restricdo, mesmo
sendo avaliado no processo de registro, a eficacia agronémica pelo Ministério da Agricultura,

de toxicidade a saude humana pelo Ministério da Saude e de periculosidade ao meio ambiente



pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA), sendo 0 6rgao
responsavel pelo registro, o Ministerio da Agricultura (GRISOLIA, 2005).

Dependendo do tipo de alvo ao qual se destina o produto quimico, este recebe
diferentes denominagdes; inseticidas, fungicidas, herbicidas, nematicidas, entre outros; todo
este conjunto de produtos quimicos recebe o nome de defensivos agricolas, pesticidas,
praguicidas, produtos fitossanitarios ou agrotoxicos (este Gltimo termo restrito ao Brasil, por
forca da Lei n° 7.802/89); portanto, para que estes produtos sejam utilizados, paralelamente
aos estudos sobre o uso, a eficiéncia e a eficacia, os produtos quimicos devem ser analisados
quanto aos perigos e riscos a satude humana e ambiental (KOTAKA; ZAMBRONE, 2001).

Dentro do grupo dos agrotoxicos, os herbicidas sdo os mais utilizados na agricultura
podendo chegar a 65%; tém como funcdo controlar plantas daninhas (LORENZI, 1990). Um
grande problema das plantas daninhas é a competicdo destas com os cultivares, por meio da
extracdo de elementos do solo que sdo vitais, como a &gua, luz, CO, e nutrientes, desta
maneira provocam uma interferéncia na produtividade dessas planta¢des; no Brasil as perdas
devido a essa interferéncia chegam em torno de 20-30% (LORENZI, 1990).

Os herbicidas sao divididos em duas grandes classes distintas, sendo considerados
inorganicos e organicos. As dinitroanilinas pertencem ao grupo dos herbicidas organicos e
este grupo tem por base a estrutura da anilina, contendo moléculas de NO, nas posi¢des 2 e 6
ou 3 e 5 do anel. Este grupo possui mais de 10 tipos diferentes de herbicidas, entre os quais
estdo presentes a trifluralina, dinitramine, orizalina e pendimetaline (DEUBER, 1992).

Os herbicidas do grupo das dinitroanilinas, em geral, sdo sensiveis a radiacéo
ultravioleta. A trifluralina além de ser fotossensivel possui volatilidade mediana e é pouco
lixiviavel (DEUBER, 1992); sua persisténcia média no solo para doses recomendadas em
condicBes de campo € de 1,8 ppm de residuo ap6s 180 dias da sua aplicacdo, podendo esta
quantidade variar de acordo com o tipo de solo e das condi¢bes climaticas (ALMEIDA,
1985). A degradacdo da trifluralina no solo pode ocorrer por via quimica, microbiana e por
fotolise. A degradacdo microbiana se mostra bem eficiente, podendo ocorrer de forma
aerdbica e anaerdbica, sendo a aerdbica responsavel por 25% de degradacdo e a anaer6bica
podendo chegar a 98% de degradacdo (FERNANDES, 2005). A degradacdo também pode ser
afetada pelo tipo de solo, teor de umidade, razao e método de incorporacdo (TAVARES et al.,
1996).

A trifluralina € um herbicida de derivados benzénicos pertencentes a familia da
dinitroanilina (BYRD et al., 1995); a principal caracteristica dos herbicidas pertencentes a

esta familia é sua alta persisténcia no solo como consequéncia da sua baixa mobilidade
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(CALDERON et al., 1999). Sua composi¢do quimica ¢é: a,o,a-trifluoro-2-6-dinitro-N-N-
dipropil-p-toluidina, sendo usada de forma pré-emergente com incorporacdo ao solo
(MACHADO et al., 2004). E suscetivel a decomposicdo pela radiacio ultravioleta (PROBST
et al.,, 2002), sendo fortemente adsorvido em solos com alto teor de matéria organica,
portanto, ndo sendo recomendado seu uso em solos com esta composicdo (RODRIGUES;
ALMEIDA, 1985); é um dos herbicidas mais utilizados no Brasil.

A trifluralina, conforme a Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana (EPA,
2000) pertence ao grupo C, sendo possivelmente carcinogénico em humanos, baseado em
evidéncias com animais e ndo com humanos, podendo causar possiveis danos hepaticos com
exposicéo por aspiracio (RODRIGUES; ALMEIDA, 1985).

Fernandes et al. (2007) avaliaram a potencialidade de inducdo de micronicleos e de
outras alteracfes celulares, em meristemas radiculares de Allium cepa, ap6s exposicdo ao
herbicida trifluralina, apresentando como resultado, a inibicdo do indice mitético e a presenca
de microntcleos, “mini cells”, nucleos irregulares e alteragdes cromossOmicas, tais como
células polipldides e perdas cromossomicas, evidenciando o potencial mutagénico e
genotoxico da trifluralina.

Tendo em vista a necessidade de estudos para um maior conhecimento dos efeitos
causados a0 meio ambiente pelos agrotoxicos, varios testes tém sido realizados com a
finalidade de obter respostas quanto ao manejo adequado de tais produtos.

Segundo Grisolia (2005) varias analises sdo feitas para uma avaliacdo do
comportamento ambiental, dentre elas analises do solo, agua e também testes
ecotoxicoldgicos em que se utiliza aves, mamiferos, peixes, minhocas e abelhas.

Godoy e Fontanetti (2010) utilizaram diplépodos como bioindicadores na analise de
solo misturado a lodo de esgoto, proveniente de uma Estacdo de Tratamento de Esgoto do
estado de Sdo Paulo. De modo semelhante, Nogarol e Fontanetti (2010) estudaram a
exposicdo aguda e subcrénica de diplopodos, também expostos a substrato contendo lodo de
esgoto. Nos dois estudos foram realizadas analises morfologicas dos intestinos médios do
diplopodo Rhinocricus padbergi, nas quais se demonstrou diferentes respostas tissulares
como forma de protecdo dos animais contra as substancias toxicas.

Os diplépodos ocorrem em todas as zonas zoogeograficas, especialmente nos tropicos,
habitam lugares Umidos, embaixo de folhas, pedras ou pedagos de madeira ou solos, sempre
se abrigando da luz, sendo encontrados em diversos microhabitats. Podem colonizar
diferentes estratos do solo, sendo estes utilizados para abrigo e &rea de alimentacéo,

promovendo aeracdo (HOPKIN; READ, 1992). E o terceiro maior grupo dentro dos
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artropodes terrestres e possuem adaptacdes que lhes permitem ser bastante difundido na
maioria das paisagens e dos cintos de vegetacdo natural. Somente em condicdes extremas de
frio e em ambientes de deserto estdo quase ou totalmente ausentes (KIME et al., 2000).

Os diplopodos tém-se mostrado animais promissores na avaliacdo da qualidade do
solo (TRIEBSKORN, et al, 1991, KOHLER; TRIEBSKORN, 1998; GODOY;
FONTANETTI, 2010, NOGAROL; FONTANETTI, 2010); no Brasil, sdo conhecidos
também como piolho-de-cobra, emboa ou gongold.

A espécie de dipldépodo escolhida para o desenvolvimento deste projeto foi R.
padbergi, devido a sua abundéncia e facil coleta na regido onde o trabalho sera realizado, e
pelo historico de trabalhos desenvolvidos com a mesma (CAMARGO-MATHIAS et al.,
1998; 2004; FANTAZZINI et al., 1998; 2002; CAMARGO-MATHIAS; FONTANETTI,
2000; ARAB et al., 2003; FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 2004; FONTANETTI et
al., 2006).

Diante do exposto o presente trabalho teve como proposta a avaliacdo das possiveis
alteracdes morfologicas do intestino médio do diplépodo R. padbergi, bem como alteracdes
comportamentais destes animais quando expostos ao herbicida trifluralina. O intimo contato
da espécie com o solo, como integrante importante da macrofauna edéafica justifica sua

utilizagdo como organismo teste neste estudo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A espécie R. padbergi: estudos morfoldgicos e ecotoxicoldgicos

Os representantes da classe Diplopoda caracterizam-se pela presenca de segmentos
duplos, dotados de dois pares de pernas. O tamanho desses animais pode variar de 2 mm a 30
cm de comprimento e a coloragdo varia do negro ao marrom, podendo ser encontrados
organismos com tons de vermelhos ou alaranjados (RUPPERT et al., 2005). Os diplépodos
sdo popularmente conhecidos no Brasil como piolho-de-cobra, embod ou gongolo
(FONTANETTI et al., 2006).

A classe Diplopoda possui um dos maiores grupos de organismos de solo,
compreendendo cerca de 12.000 espécies ja descritas, entretanto possui uma diversidade
estimada de cerca de 80.000 espécies (HOFFMAN et al., 2002). E o terceiro maior grupo
dentro dos artropodes terrestres e possuem adaptacdes que lhes permitem ser bastante
difundido na maioria das paisagens e dos cintos de vegetacao natural, podem ser encontrados
em diversos habitats, principalmente em ambientes escuros e Umidos, além de viverem
embaixo de pedras e em matéria organica em decomposic¢do. Somente em condi¢Bes extremas
de frio e em ambientes de deserto estdo quase ou totalmente ausentes (KIME et al., 2000).
Este grupo é muito importante, pois provoca a aeracéo e enriquecimento do solo, promovendo
desta maneira um solo de melhor qualidade.

Estudos da anatomia e histologia do tubo digestivo dos milipedes séo escassos; uma
grande contribuicdo neste sentido foi obtida pelos trabalhos de Fantazzini et al. (1998, 2002)
nos quais foram estudados a anatomia do tubo digestorio, e a histologia e histoquimica do
intestino médio da espécie R. padbergi. O trato digestivo desses animais é constituido
basicamente de um tubo reto que se estende desde a boca até o anus. Nesta espécie, o intestino
médio representa cerca de 39% do comprimento total do tubo digestério; histologicamente é
constituido por um epitélio pseudoestratificado, o qual apresenta células principais, células
regenerativas e células secretoras, além de uma membrana basal, uma camada muscular,
seguido por uma camada de células hepéticas em diferenciacdo; anteriormente denominada
camada de "corpo gorduroso™ do intestino médio, este novo termo foi proposto devido a
sua similaridade com as células do hepatopancreas de alguns invertebrados e seu atuante
papel em processos de detoxicacao.

As células principais do epitélio possuem um bordo em escova bem desenvolvido no

dominio apical, além de nucleos localizados na metade superior, com formas que variam do
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arredondado ao oval. Ja as células regenerativas séo menores, de ndcleo esférico, encontradas
na regido basal, intercaladas com as células principais. Posteriormente, foi realizada a analise
ultra-estrutural do intestino médio da mesma espécie (CAMARGO-MATHIAS et al., 2004).

O uso de diplépodos como organismo teste na avaliacdo da qualidade do solo, bem
como de sua toxicidade, vem se mostrando uma promissora possibilidade para pesquisas desta
natureza, uma vez que este possui um intimo contato com o solo (TRIEBSKORN, et al.,
1991; KOHLER; TRIEBSKORN, 1999; GODOY; FONTANETTI, 2010, NOGAROL;
FONTANETTI, 2010; PEREZ; FONTANETTI, 2011a; SOUZA; FONTANETTI, 2011).

A espécie R. padbergi, ordem Spirobolida, tem sido utilizada com a finalidade de
avaliar a toxicidade de diferentes amostras de lodo de esgoto oriundas de diferentes EstacOes
de Tratamento de Esgoto (ETE) do estado de Sdo Paulo, Brasil. As alteracdes histoldgicas
observadas no intestino foram similares para todas as amostras utilizadas, como: aumento de
granulos citoplasmaticos presentes na camada de células hepéaticas, aumento na taxa de
renovacdo epitelial, aumento na presenca de hemdcitos, agrupados ou ndo (GODOY;
FONTANETTI, 2010, NOGAROL; FONTANETTI, 2010, PEREZ; FONTANETTI, 2011a).
Estudos da ultra-estrutura de animais afetados pelo lodo de esgoto também foram realizados e
indicaram alteragbes como: vacuolizacdo citoplasmatica nas células epiteliais e perda da
integridade da membrana das células pertencentes a camada de células hepéticas; as autoras,
concluiram que o lodo de esgoto possui também potencial genotdxico para os diplépodos,
uma vez que provocou danos no ndcleo das células (NOGAROL; FONTANETTI, 2011).

Segundo Souza e Fontanetti (2011), as alteragdes acima citadas também foram
observadas quando exemplares de R. padbergi foram expostos a solo industrial contaminado

com hidrocarbonetos ciclicos aromaticos e metais.

2.2. O herbicida trifluralina e sua toxicidade

No Brasil, devido ao modelo de agricultura utilizado, o uso de agrotdxicos se tornou
cada vez mais intensivo e muitos problemas relacionados & contaminagdo do meio ambiente
passou a ser cada dia mais comum (SILVA et al., 2007).

Entretanto, a utilizacdo de produtos agroquimicos proporciona um aumento na
produtividade agricola, auxiliando no combate de plantas daninhas, além de vetores de
diversas doengas. O problema localiza-se no uso excessivo e desordenado desses produtos o
gue tem provocado inumeros impactos ambientais, dentre 0s quais podem ser citados, a

presenca de residuos no solo, na 4gua, no ar, em plantas e animais (SILVA et al., 2007).
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Mesmo nas regides mais distantes do planeta, sem nenhum tipo de agricultura, sem
atividade industrial, como as polares, pode-se destacar residuos de inseticidas organoclorados
como dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) em tecido adiposo de lebes marinhos e outros
mamiferos aquaticos (GRISOLIA, 2005).

Tendo em vista o uso demasiado de produtos quimicos na agricultura, o Brasil criou
uma lei que regulamenta e classifica os agrotoxicos, definindo qual é a funcao destes agentes
quimicos no meio ambiente; por forga da Lei 7.802, de 11 de julho de 1989, art. 2°inciso I, 0s
agrotoxicos sdo classificados como: a) “os produtos e os agentes de processos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, 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 acéo
danosa de seres vivos considerados nocivos; b) substancias e produtos, empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (MACHADO, 2001).
Héa também a portaria (Portaria de 03 de Janeiro de 1992) que se refere a “diretrizes e
orientacdes referentes a autorizacdo de registros, renovacao e extensao de uso de produtos
agrotoxicos e afins” (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 1991).

Dentre todos os tipos de ambiente em que os residuos de agrotdxicos estdo presentes
pode-se destacar o terrestre, por possuir particulas, as quais absorvem os produtos quimicos
durante o processo de degradacdo bidtica ou abiotica. Os impactos sobre os solos variam de
acordo com suas caracteristicas fisicas e com o tipo de microflora (GRISOLIA, 2005).

Os herbicidas podem ser classificados segundo diferentes critérios, relacionados as
suas propriedades, caracteristicas, uso, eficacia e permanéncia no ambiente (DEUBER, 1992).
Podem ainda ser classificados quanto ao seu carater quimico, como: carbamatos, amidas,
difeniléteres, aminofosforado, dinitroanilinas, entre muitos outros.

Dentre o0s agrotoxicos, os herbicidas constituem o grupo mais empregado na
agricultura (aproximadamente 65%) (LORENZI, 1990).

A trifluralina (a,0,0-trifluorometil-2,6-dinitro-N,N-dipropil-p-toluidina) é um dos
herbicidas mais comuns utilizados no controle de ervas daninhas de diversas culturas
agricolas (fig. 1). Pertence a classe das dinitroanilinas, sendo usada de forma pré-emergente
com incorporac¢édo ao solo (MACHADO et al., 2004). O uso anual no mundo é de cerca de 12
milhGes de toneladas. Este herbicida pode ser encontrado sob a forma de uma emulséo
concentrada ou na forma de um sélido cristalino alaranjado; sua solubilidade em &gua € baixa,

medianamente volatil, sendo considerado alcalino (DEUBER, 1992). Em solos utilizados para
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agricultura, sob condicdes anaerobicas, a trifluralina pode ser rapidamente degradada (TOR et
al., 2000).

O herbicida pertencente ao grupo das dinitroanilinas tem por base a estrutura da
anilina, contendo moléculas de NO, nas porg¢des 2 e 6 ou 3 e 5 do anel (DEUBER, 1992).

NO,
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Figura 1: Estrutura quimica do herbicida trifluralina. Fonte: Bellinaso, 2003.

Conforme a Portaria 03 de 16 de janeiro de 1992, o herbicida trifluralina é considerado
altamente toxico (classe toxicoldgica Il) e muito perigoso (classe 1) quanto ao seu potencial
de periculosidade ambiental estabelecido pela Portaria Normativa n. 139 de 21 de dezembro
de 1994 do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis), com base no decreto n. 98.816/90. A USEPA (Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos) classificou a trifluralina pertencente ao grupo C, possivelmente
carcinogénico em humanos.

Nas plantas, este herbicida provoca a inibicdo do processo de divisao celular mitética,
atuando basicamente sobre os meristemas e tecidos dos Orgdos subterraneos como, raizes,
gemas, rizomas e sementes (DEUBER, 1992).

Estudos com carpas foram realizados com a finalidade de determinar a toxicidade do
herbicida trifluralina; as alteraces mais graves foram observadas nas branquias e rins,
provavelmente devido ao importante papel desses 6rgaos na eliminacdo rapida de compostos,
podendo ainda tornar os peixes mais sensiveis as mudancas climaticas e menos resistentes as
doencas (POLEKSIC et al., 1999).

Trabalhos com o peixe Cyprinodon variegatus indicaram que mesmo em
concentragcfes baixas, a trifluralina pode causar displasia vertebral, ou seja, as vértebras
apresentam paredes hipertrofiadas (COUCH et al., 1979).

Fernandes et al. (2007) avaliaram a potencialidade de inducdo de micronucleos e de
outras alteracOes celulares, em meristemas radiculares de Allium cepa, ap6s exposicdo ao
herbicida trifluralina, apresentando como resultado, a inibi¢do do indice mitotico e a presenca

de microntcleos, “mini cells”, nucleos irregulares e alteragdes cromossdmicas, tais como
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células polipldides e perdas cromossomicas, evidenciando o potencial mutagénico e
genotoxico da substancia.

A avaliacdo da qualidade do solo, resultante de um derramamento de produtos
quimicos, pode ser obtida através da avaliacdo da toxicidade em organismos tipicos de solo
(DORN, et al., 1998). Embora estudos de toxicidade da trifluralina com animais de solo,
sejam ainda raros, este herbicida tem se mostrado bem agressivo quando testado em
organismos terrestres. Estudos com o artropode terrestre Porcellio scaber demonstraram que
o animal acumulou o herbicida trifluralina em seus metabdlitos, porém com uma taxa de
toxicidade inferior quando comparado com minhocas; 0s autores comentam que isto se deve
ao intimo contato que esta possui com o solo e a maior permeabilidade de sua cuticula
(STAAK et al., 1998). Segundo o trabalho realizado por Dorn et al. (1998), as minhocas, por
estarem em intimo contato com o solo, possuem uma sensibilidade maior a produtos quimicos

qguando comparadas a testes feitos com microrganismos e plantas.

2.3. A acéo da trifluralina no solo

Durante a utilizacdo dos agrotéxicos, algumas contaminacdes podem ocorrer,
principalmente a contaminagdo da agua e do solo. A maioria destes produtos quimicos entra
em contato com o solo por aplicacdo direta, ou por processos de deriva durante sua aplicacéo
sobre as plantas, ou ainda pela incorporacdo destas plantas no solo ap6s sua morte, sendo
assim é importante conhecer os fendbmenos que ocorrem com esses pesticidas no ambiente
(TAVARES et al., 1996).

Os agrotdxicos sdo muitas vezes adsorvidos pelas particulas do solo durante o
processo de degradacdo bidtica ou abidtica. O solo apresenta diferentes tipos de microflora, e
esta é que determina o tipo de biodegradacdo que ocorre. Os impactos que 0s agrotdxicos
podem ocasionar sobre a biota do solo podem variar de acordo com suas caracteristicas fisicas
e também se deve ao tipo de microflora existente no habitat. A estrutura molecular, a
intensidade de aplicacdo, as caracteristicas fisicas e microbioldgicas do solo, além das vias de
degradacdo podem determinar o tempo de permanéncia de compostos quimicos no solo
(GRISOLIA, 2005).

O comportamento dos herbicidas no solo pode ser influenciado por processos
relacionados a composi¢do e degradacao desse herbicida pelas particulas do solo (TAVARES
etal., 1996).
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A trifluralina € um herbicida pré-emergente, foi incorporado no uso agricola desde o
inicio dos anos 1960, sendo moderadamente persistente no solo (BELLINASO et al., 2003).

Este herbicida pode ser inativado por volatilizagdo, fotodecomposic¢ao e por processos
quimicos e biologicos, se torna liquido a temperaturas em torno de 48,5 a 49°C. E muito
solivel em solventes organicos como metanol, acetona, xileno e cloroformio. A solubilidade
em agua ¢ inferior a 1 p.p.m a 27°C, seu ponto de ebuligdo ¢ obtido por volta de 96-97°C,
sendo suscetivel a decomposi¢éo pela radiagdo ultravioleta (PROBST et al., 2002).

Bactérias isoladas de solos brasileiros contaminados com trifluralina sdo capazes de
degradar a substancia, podendo, portanto, ser utilizadas para estudar a biologia molecular e
bioquimica da degradacdo da trifluralina (BELLINASO et al., 2003).

A trifluralina é intensamente adsorvida pelos col6ides de matéria organica e muito
pouco pelos da argila; em solos, nos quais a matéria organica € o principal composto, ha um
impedimento para a absorcdo do produto pelas raizes das plantas, neste caso ndo é
recomendado seu uso; a lixiviagdo do herbicida é muito reduzida assim como 0 movimento
lateral no solo (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998). Sua persisténcia média no solo é de 1,8
p.p.m. de residuo 180 dias ap0s sua aplicacdo. Em alimentos sua tolerancia € de 0,05 p.p.m.

A degradacdo do herbicida trifluralina pode ser por via quimica, microbiana ou
fotolise; na degradacdo quimica ocorre dealquilacdo do grupo amino, reducdo do grupo nitro e
amino, oxidagdo parcial do grupo trifluorometil a carboxi e subsequente degradacdo a
fragmentos menores; ja a microbiana ocorre, principalmente em condi¢des anaerobicas, onde
foi constatado 98% de degradacdo do produto, ja em condicOes aerdbicas foi obtido 25% de
degradacio (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998). Variacdes sazonais podem influenciar de
modo positivo para ambas as formas de degradagdo agirem simultaneamente.

Segundo o estudo realizado por Tavares et al. (1996) foi verificado que a trifluralina é
mais fortemente adsorvida no &cido humico do que no solo, além de ser constatado que
quando esta é adsorvida na superficie do acido hdmico dificilmente sera lixiviada para

camadas inferiores, havendo desta maneira uma diminuicdo de sua mobilidade.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste projeto sao:

3.1. Expor exemplares de R. padbergi a substratos contendo o herbicida trifluralina em
diferentes concentracdes, por periodos de sete e 90 dias de exposi¢do. Foram analisadas
conjuntamente a sobrevivéncia e 0 comportamento dos animais;

3.2. Analisar histologicamente, apds cada periodo de exposic¢do, o intestino médio desses
animais a fim de se verificar possiveis alteracdes morfoldgicas;

3.3 Realizar testes histoquimicos para a deteccdo de proteinas, lipidios, célcio e carboidratos
com o intuito de observar possiveis alteracbes na sintese de algum elemento, que
posteriormente, poderiam indicar determinadas alteracées fisioldgicas;

3.4. Verificar a eficiéncia do uso destes animais em ensaios de biomonitoramento de

agrotoxicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Material biolégico

Espécimens de R. padbergi foram coletados manualmente em Rio Claro, SP e trazidos
ao laboratorio onde foram aclimatados a aproximadamente 21°C. Durante um periodo de 15
dias, os animais foram mantidos em terra coletada no local de coleta. O grupo de pesquisa

vem mantendo uma criag@o destes animais em laboratorio.

4.1.2 Montagem de Bioensaios

Foram montados cinco bioensaios contendo terra proveniente do local de coleta dos
animais (grupo controle) e a mesma terra misturada ao herbicida trifluralina em diferentes
concentracdes (concentracdo indicada para uso agricola, sendo a dose recomendada pelo
fabricante de 0,0534 g/m?, o dobro, a metade e um quarto desta dose). Assim, denominaremos
0s bioensaios do seguinte modo:

Bioensaio controle: animais mantidos em solo do local de coleta (2,5kg — solo
controle).

Bioensaio um quarto: solo controle + 0,00178 g de trifluralina.

Bioensaio metade: solo controle + 0,00356 g de trifluralina.

Bioensaio campo: solo controle + 0,00712 g de trifluralina.

Bioensaio dobro: solo controle + 0,01424 g de trifluralina.

A quantidade de herbicida utilizada foi calculada para 2,5k g de solo, sendo esta a
quantidade utilizada em cada bioensaio.

As devidas concentracdes foram utilizadas por permitirem uma ampla visdo do que
acontece com o herbicida em diferentes situagdes. Em cada bioensaio preparado foram
expostos 15 animais, os quais foram monitorados diariamente e alimentados com discos de
batata inglesa, uma vez que a exposicdo subcrénica demora 90 dias para ocorrer. A exposi¢cdo

de sete dias teve a finalidade de analisar a resposta aguda.
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4.2. Métodos

Apos cada periodo de exposicdo, os animais foram anestesiados com éter etilico e
dissecados a fim de se retirar o intestino médio que foi fixado em diferentes solugdes, para
que distintas técnicas pudessem ser aplicadas. Apés a fixacdo, o material foi colocado em

solucdo tampao fosfato de sodio pH=7, durante 24 horas e mantido na geladeira.

4.2.1 Histologia

O material foi desidratado em solucdes de etanol 70, 80, 90 e 95%, durante 30 minutos
cada banho. Posteriormente, foi transferido para uma solucdo de resina (JB-4- Polaron
Intruments/ BIO RAD) e deixado na geladeira por 24 horas.

O material foi entdo colocado em moldes previamente preenchidos com resina
contendo catalisador.

Depois de polimerizados, os blocos foram cortados com o auxilio de micrétomo Leica
RM 2245; os cortes foram hidratados e recolhidos em laminas. Apds secagem, as laminas
foram coradas com hematoxilina e eosina, conforme rotina histoldgica, para posterior analise,

observacdo e documentagéo.

4.2.2 Histoquimica

Os testes histoquimicos foram utilizados para detectar os seguintes elementos:
A. Proteinas totais
- Técnica do azul de bromofenol (segundo PEARSE, 1985).
Fixacdo do material em solucdo aquosa de Bouin por aproximadamente 24 horas;
coloracdo pela solucdo de azul de bromofenol a temperatura ambiente por
aproximadamente 2 horas; lavagem dos cortes em agua e banho em acido acético por 5
minutos.
B. Polissacarideos Neutros
-Técnica do PAS-Acido Reativo de Schiff (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).
Fixacdo em solucdo aquosa de Bouin; oxidacdo por 30 minutos em &cido periddico 1%;
exposicao ao reativo de Schiff por aproximadamente 1 hora no escuro; passagem em agua
sulfurosa por 9 minutos; lavagem por 30 minutos em agua corrente.
C. Calcio
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- Método de von Kossa (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

Fixacdo em solucdo aquosa de Bouin por aproximadamente 24 horas; imersdo dos cortes
em nitrato de prata por 20 minutos; lavagem em &gua e transferéncia dos cortes para
hidroguinona ou revelador; imersdo em tiossulfato de sédio ou fixador F-5 por 5 minutos;
contracoloracéo dos ndcleos com hematoxilina.

D. Lipidios

- Método de sudan black B (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

Fixacdo do material em formol célcio; coloracdo em sudan black B por 30 minutos;

lavagem em agua e montagem das laminas em glicerina gélica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Biomonitoramento

A analise comportamental revelou que os diplopodos nédo rejeitaram o solo
contaminado com o herbicida trifluralina. Durante o periodo de exposi¢do, os animais foram
observados enterrados e revolvendo o solo enquanto se alimentavam.

Durante o periodo total de exposicdo (90 dias), o0 numero de animais do bioensaio
controle permaneceu estavel até a 5% semana, com apenas uma morte neste periodo. No
bioensaio campo, a estabilidade se manteve até a 8% semana e no bioensaio dobro até a 72
semana; os trés bioensaios chegaram a 122 semana com a mesma taxa de sobrevivéncia. Tanto
no bioensaio um quarto quanto no bioensaio metade, a estabilidade se manteve até 42 semana;
os individuos do bioensaio um quarto sobreviveram até 88° dia e o0 bioensaio metade até o 89°
dia.

Os animais presentes no bioensaio um quarto e metade apresentaram sobrevivéncia até
a Ultima semana de exposi¢do, no entanto, ndo chegaram a completar os 90 dias de exposicéo,
isto se deve provavelmente, por estas concentragdes apresentarem baixa quantidade de
herbicida, podendo ser chamadas de concentracGes residuais; assim, 0s animais continuaram
se alimentando de compostos presentes no solo, ndo conseguindo perceber a toxicidade do
agente quimico.

Por outro lado, individuos presentes no bioensaio dobro e campo conseguiram
sobreviver até o fim do experimento, essas por serem as maiores concentragdes, apresentavam
maior grau de toxicidade, provavelmente os animais ao perceberem tal toxicidade deixaram
de se alimentar do solo ou diminuiram o revolvimento do mesmo e passaram a se alimentar
somente da batata, utilizada como alimento nos bioensaios. Além de estratégias
comportamentais utilizadas pelos animais quando submetidos a agentes estressores, 0S
organismos de uma mesma espécie, ndo respondem igualmente a exposi¢do a xenobioticos,

devido ao polimorfismo genético presente em uma populacdo (NASCIMENTO et al., 2008).

5.2. Analise do intestino médio

Os resultados serdo apresentados na forma de artigo cientifico que seré enviado para
publicacdo em revista especializada.
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Resumo

Atualmente o uso de agroquimicos atinge 0 mundo todo e muitas vezes a sua utilizacdo é feita
de modo abusivo, indiscriminado e por longos periodos. Varias pesquisas vém sendo
realizadas no intuito de verificar a presenca e o efeito de residuos de agrotdxicos na natureza,
cujos resultados sdo preocupantes. Dentre os agroquimicos mais utilizados, estdo 0s
herbicidas e, dentre estes, a trifluralina tem ocupado um dos lugares mais representativo. Este
herbicida possui alta persisténcia no solo como consequéncia da sua baixa mobilidade,
podendo desta maneira afetar a fauna edafica. Os diplépodos compreendem um grupo de
invertebrados importantes na dinamica do solo; por possuirem um intimo contato com o
mesmo, estes animais podem ser utilizados como bioindicadores na toxicidade de substratos.
Neste sentido, foi objetivo deste trabalho utilizar o diplépodo Rhinocricus padbergi como
organismo teste para verificar possiveis efeitos toxicos do herbicida trifluralina. Para a analise
da toxicidade foi utilizada as andlises histologica e histoquimica do intestino médio do
animal, local onde ocorre a digestdo. Foram montados cinco bioensaios contendo terra
proveniente do local de coleta dos animais (grupo controle) e a mesma terra misturada ao
herbicida trifluralina em diferentes concentraces (concentracdo indicada para uso agricola,
sendo a dose recomendada pelo fabricante de 0,0534 g/m? o dobro, a metade e um quarto
desta dose), os animais foram expostos por 7 e 90 dias (exposicdo aguda e subcronica
respectivamente). Os individuos do grupo controle ndo apresentaram alteracdes em nenhuma
das exposicOes. Na exposi¢cdo aguda (7dias), observou-se que 0s animais dos grupos %a e
metade apresentaram um acUmulo de granulos citoplasmaticos na camada de células
hepéticas, constituinte do intestino médio; ja o grupo campo apresentou como principal

alteracdo, aumento na taxa de renovacao epitelial e o grupo dobro um aumento na liberacéo
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de vesiculas de secrecdo com conteudo protéico. Os animais pertencentes aos grupos % e
metade ndo sobreviveram até o final do experimento. Desta forma a resposta subcronica (90
dias) foi obtida com os grupos campo e dobro. Observou-se que tanto o0 grupo campo quanto
0 grupo dobro apresentaram uma desestruturacdo do epitélio e uma maior ocorréncia de
hemacitos por entre a camada de células hepaticas, tanto isolados quanto agrupados, 0s quais
reagiram positivamente a técnica de deteccdo de proteinas; além disso, o grupo dobro
apresentou ocorréncia de pontos de vacuolizagdo nas células principais e dilatacdo do espaco
intercelular, pontos de renovacdo epitelial com liberacdo de células para o lumen e aumento
de vesiculas de secrecdo lancadas ao lumen. Diante do exposto, os resultados aqui observados
alertam para um cuidado na utilizacdo deste herbicida, ja que este promoveu alteragdes

significativas nas células do intestino médio do organismo-teste empregado.

Palavras-chave: milipede; agrotdxico; ecotoxicidade; histologia; histoquimica.

1. Introducéo

Atualmente o uso de agroquimicos € realizado pelo mundo todo, sendo muitas vezes
utilizado por longos periodos e de modo indiscriminado, levando a uma série de
contaminagfes ambientais. O Brasil possui uma grande diversidade bioldgica, na qual existem
ecossistemas Unicos e muito sensiveis, 0s quais muitas vezes estdo sujeitos a contaminacao
ambiental proveniente da utilizagdo abusiva de agrotoxicos (UETA et al., 1998).

A agricultura convencional, a qual faz uso de produtos quimicos como herbicidas, tem
afetado diretamente os ecossistemas, provocando problemas fisiolbégicos e hormonais que
alteram o ciclo reprodutivo de diferentes espécies, por exemplo, o de insetos e aves, além de
ocasionar a mortalidade de peixes, aves e mamiferos silvestres (GRISOLIA, 2005).

O Brasil é o0 5° maior consumidor de pesticidas, sendo que os herbicidas representam a
maior parcela tanto no Brasil quanto no mundo. Segundo Ueta et al. (1998) apenas 0,1% dos
produtos quimicos atingem o seu alvo especifico, 99,9% da aplicacdo tem outros destinos,
como solo, aguas residuais e subterraneas e organismos néo alvo.

A procura pelo conhecimento dos efeitos toxicos dos agrotoxicos tem grande
importancia, principalmente por que o homem pode ser exposto a esses produtos quimicos
durante sua manipulacdo e aplicacdo, alem de sua presenga no ambiente ou de seus residuos
em culturas, podendo provocar efeitos nocivos a salde (KOTAKA; ZAMBRONE, 2001).
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Um dos herbicidas mais empregados no Brasil é a trifluralina, pertencente a familia
das dinitroanilinas, que tem dentre suas principais caracteristicas, a alta persisténcia no solo
devido a sua baixa mobilidade, o que pode provocar maiores danos as culturas (CALDERON
et al., 1999). Além dos danos provocados as plantas, este herbicida pode provocar impactos
negativos sobre a fauna edéafica, tendo em vista que este produto é lancado diretamente ao
solo durante sua aplicacdo, sendo adsorvido pelas particulas que o compdem.

O uso da trifluralina no mundo, por ano, pode chegar a 12 milhdes de toneladas; em
termos de toxicidade é considerada de moderada a altamente toxica aos organismos aquaticos
(KLUPINSKI, 2003). Tal problemética tem gerado preocupagdes, assim, estudos de avaliacdo
toxicolégica sdo muito importantes, uma vez que podem identificar contaminacdes
ambientais, bem como servir como um alerta a populagdo, principalmente aos trabalhadores
agricolas que fazem uso regular de produtos desta natureza.

Neste sentido, os diplopodos vém se tornando uma promissora fonte de pesquisa, pois
sdo animais da fauna edafica, cujo comportamento favorece a incorporacdo de produtos
presentes no solo por eles habitado (TRIEBSKORN, et al., 1991; KOHLER; TRIEBSKORN,
1998; NOGAROL; FONTANETTI, 2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2011; GODOY;
FONTANETTI, 2010; PEREZ; FONTANETTI, 2011a; SOUZA; FONTANETTI, 2011).

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial toxico da
trifluralina utilizando o diplépodo Rhinocricus padbergi como organismo teste, em exposicao
aguda e subcronica a diferentes concentracfes do produto; estudos histologico e histoquimico
do intestino médio dos animais foram utilizados como biomarcadores, uma vez que este € 0

local onde ocorre a digestdo e absorcdo de substancias.

2. Materiais e Métodos

2.1 Substancia testada

A trifluralina € um herbicida seletivo pré emergente, pertencente a familia das
dinitroanilinas (a,0,a-trifluorometil-2,6-dinitro-N,N-dipropil-p-toluidina), faz parte do grupo
C, possivelmente carcinogénico em humanos, considerado altamente toxico (classe
toxicoldgica Il) e muito perigoso quanto ao seu potencial de periculosidade ambiental,
estabelecido pela Portaria Normativa n. 139 de 21 de dezembro de 1994 do IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), com base no decreto n.

98.816/90. Foi utilizado o produto comercial Trifluralina Nortox®; esta € apresentada sob
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forma liquida como concentrado emulsionavel, utilizada no controle de plantas daninhas de

ciclo anual, principalmente gramineas.

2.2. Material biolégico

Os espécimens adultos utilizados de R. padbergi (peso médio + DP = 1,38g + 1,05;
comprimento médio + DP= 5,15cm + 1,69), foram pesados e medidos com a finalidade de
evitar diferencas intra-especificas. Os individuos foram coletados manualmente na
Universidade Estadual Paulista (UNESP) campus de Rio Claro/SP (22° 24’36°’S;
47°33°36°’W), Brasil e trazidos ao laboratorio, onde foram aclimatados a temperatura de
aproximadamente * 21°C e ciclo claro-escuro de 12 horas. Durante um periodo de 15 dias, 0s
animais foram mantidos em terra oriunda do local de coleta e alimentados com tubérculo de

batata.

2.3. Montagem de Bioensaios

Foram montados cinco bioensaios contendo terra proveniente do local de coleta dos
animais (grupo controle) e a mesma terra misturada ao herbicida trifluralina em diferentes
concentragcdes (concentracdo indicada para uso agricola, sendo a dose recomendada pelo
fabricante de 0,0534 g/m?, o dobro, a metade e um quarto desta dose). Assim, denominaremos
0s bioensaios do seguinte modo:

Bioensaio controle: animais mantidos em solo do local de coleta (2,5 kg — solo
controle).

Bioensaio um quarto: solo controle + 0,00178 g de trifluralina.

Bioensaio metade: solo controle + 0,00356 g de trifluralina.

Bioensaio campo: solo controle + 0,00712 g de trifluralina.

Bioensaio dobro: solo controle + 0,01424 g de trifluralina.

A quantidade de herbicida utilizada foi calculada para 2,5 kg de solo, sendo esta a
quantidade utilizada em cada bioensaio.

As devidas concentracdes foram utilizadas por permitirem uma ampla visdo do que
acontece com 0 herbicida em diferentes situagdes. Em cada bioensaio preparado foram
expostos 15 animais, os quais foram monitorados diariamente e alimentados com discos de

batata inglesa (em média um disco de tubérculo a cada duas semanas). Os periodos de
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exposicdo de 7 e 90 dias tiveram como objetivo, analisar as respostas aguda e subcroénica,

respectivamente.

2.4 Andlises do solo

Amostras do solo utilizado na montagem dos bioensaios foram coletadas segundo
orientacOes especificas (instrugcdes de coleta de solo fornecidas pelo Departamento de Ciéncia
do Solo/ESALQ/USP) e encaminhadas ao Departamento de Ciéncia do solo da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, ESALQ, USP, Piracicaba, SP, Brasil. No
laboratorio, as amostras foram submetidas a analise granulometrica, medicédo de pH em meio
aquoso e quantificacdo de matéria organica. A metodologia utilizada pelo laboratério para
analise granulométrica do solo foi Bouyoucos (densimetro) (DANE; TOPP, 2002); a analise
do pH foi realizada em meio aquoso e a matéria organica atraves do método

dicromato/titulométrico.

2.5. Histologia e histoquimica

Apobs cada periodo de exposigdo, trés animais foram anestesiados com éter etilico e
dissecados a fim de se retirar o intestino meédio que foi fixado em solucéo aquosa de Bouin,
paraformoldeido e formol célcio 4%, para que distintas técnicas pudessem ser aplicadas. Apos
a fixacdo, o material foi colocado em solugédo tampé&o fosfato de sédio pH=7, durante 24 horas
e mantido na geladeira. Posteriormente o material foi desidratado em solugdes de etanol 70,
80, 90 e 95%, durante 30 minutos cada banho. Logo em seguida, foi transferido para uma
solucdo de resina de embebicao Leica e deixado na geladeira por 24 horas.

O material foi entdo colocado em moldes previamente preenchidos com resina contendo
catalisador. Sec¢des de 6 um de espessura foram obtidas com auxilio de micrétomo Leica RM
2245, os cortes foram hidratados e recolhidos em laminas. Apo6s secagem, as laminas foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE), conforme rotina histoldgica e submetidas a testes
histoquimicos; depois de secas foram montadas com béalsamo do Canada e apds secagem
foram observadas e fotografadas em fotomicroscopio Leica DFC 280 e software Q-WIN.

Os testes histoquimicos aplicados foram os seguintes: azul de bromofenol para deteccao
de proteinas (segundo PEARSE, 1985), (&cido periodico-Schiff) PAS para deteccdo de
polissacarideos neutros (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983), método de von Kossa
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para calcio (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) e sudan Black B para lipidios
(segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

3. Resultados

3.1 Andlise do solo

A andlise de solo empregada no presente trabalho se fez necessaria para a
caracterizacdo do mesmo e desta forma foi possivel calcular a quantidade de herbicida
utilizada no bioensaio, ja que a quantidade de produto utilizada para aplicagdo no campo
difere dependendo das caracteristicas do solo; portanto os calculos foram realizados para um
solo argiloso, sendo este caracterizado através de andlise granulométrica.

O solo utilizado na montagem nos bioensaios, coletado no local de ocorréncia dos
animais foi caracterizado como argiloso acido (pH =5,5) e com contetdo de matéria organica

igual a 1gMO/Kg de solo analisado (Tabela 1).

3.1. Grupo controle

Os animais do grupo controle dos periodos de 7 e 90 dias, apresentaram integridade
em todos os constituintes do intestino médio, conforme descrito por Fantazzini et al. (2002); é
constituido por um epitélio pseudoestratificado com bordo em escova, seguido de camada
muscular, uma camada de células hepaticas; anteriormente denominada de camada de "corpo
gorduroso™ do intestino médio, este novo termo foi proposto devido a sua similaridade com as
células do hepatopancreas de alguns invertebrados e seu atuante papel em processos de
detoxicacdo, além de ser revestido por uma membrana externa (Fig. 1A). O epitélio é
constituido por células absortivas, também chamadas de principais, dotadas de um bordo em
escova evidente (cabecas de seta nas Figs. 1A e D), células regenerativas (Fig. 1D) e por
células secretoras. As células da camada de células hepéticas,
apresentam diferentes formas, nucleos esféricos e citoplasma heterogéneo (Fig. 1B), onde séo
observados varios granulos de diferentes aspectos (setas na Fig. 1B). Na camada de células
hepéticas podem ser observados hemdcitos (Fig. 1A). Foram observadas poucas vesiculas de
secrecdo de liberacdo do tipo apocrina (Fig. 1C), além de eventuais pontos de renovagdo
epitelial (* na Fig. 1D).
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As analises histoquimicas também seguiram o padrdo descrito para a espécie. A
presenca de proteinas pOde ser observada nas células principais, na camada de células
hepaticas e na camada muscular (Fig. 2A). Os polissacarideos neutros foram observados na
membrana basal, na camada de células hepéticas e no bordo em escova (Fig. 2B). O célcio
pOde ser observado nas células principais e nos granulos citoplasmaticos distribuidos pela
camada de células hepéticas (setas na Fig. 2C). Lipidios ndo foram detectados nos

constituintes do intestino médio dos animais analisados.

3.2. Exposicao aguda

Os animais expostos por 7 dias dos grupos ¥4 e metade apresentaram um acumulo de
granulos citoplasmaticos na camada de células hepaticas (setas na Fig. 3A). Animais expostos
a concentragdo campo apresentaram pontos de evidéncia de renovacao epitelial, dada a altura
das células epiteliais, sendo observado que determinadas regides epiteliais apresentavam
células mais baixas em relacdo as demais, indicando que neste local, as células foram
eliminadas e outras estavam surgindo (* na Fig. 3B).

O grupo dobro apresentou um aumento na liberagdo de vesiculas de secrec¢do do tipo
apocrina (Fig. 3C). Por meio da aplicacdo das técnicas de azul de bromofenol (Figs. 5A e B) e
PAS (Fig. 5D), verificou-se o contetdo protéico das vesiculas. Alguns dos granulos
citoplasmaticos presentes na camada de células hepaticas mostraram-se positivos ao calcio
(Fig. 5F).

Os resultados aqui encontrados estdo resumidos na Tabela 2.

3.3. Exposicéo subcronica

Os animais dos grupos ¥ e metade morreram antes do periodo de 90 dias inicialmente
proposto para analise da resposta subcrénica de exposicdo. Desta maneira, as analises
morfoldgica e histoquimica do intestino médio foram realizadas apenas para 0s animais
expostos as concentragdes campo e dobro.

Tanto os animais do grupo dobro quanto os do grupo campo apresentaram
desestruturacéo do epitélio (Figs. 4A e E) e um aumento na ocorréncia de hemaocitos tanto
isolados quanto agrupados na camada de células hepéticas, sendo mais evidente no grupo
dobro (Figs. 4E e F).
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Os animais pertencentes ao grupo dobro apresentaram pontos de vacuolizacdo por
entre as células principais e dilatacdo do espaco intercelular (cabecas de setas na Fig. 4C);
além disso, ocorreu intensa renovacgdo epitelial com liberacdo de células para o limen (setas
nas Figs. 4B, C e D).

A analise histoquimica mostrou por meio da aplicacdo das técnicas de azul de
bromofenol (Fig. 5A) e PAS (Fig. 5E) que o conteddo das vesiculas de secrecdo observadas
nos individuos expostos a concentracdo dobro possuiam conteudo protéico, ndo sendo
observado nem calcio nem polissacarideos neutros nas mesmas. Os hemdcitos reagiram
positivamente a técnica de deteccdo de proteinas (Fig. 5C). Nao foram detectadas alteragdes
referentes ao contetdo lipidico nos constituintes do intestino médio dos animais analisados.

Os resultados aqui encontrados estdo resumidos na Tabela 2.

4. Discussdo

Os agrotdxicos constituem uma das principais classes de poluentes quimicos em todo
0 mundo, sendo responsaveis pela contaminacdo da atmosfera, dgua e solo, além de causar
impactos ambientais (GRISOLIA, 2005); isto pode ocorrer através da aplicacdo direta destes
produtos ou quando sdo incorporados ao solo durante a aplicacdo sobre as plantas
(TAVARES et al., 1996). Desta maneira, a fauna edafica acaba sendo consideravelmente
prejudicada pela contaminacdo do solo, pois sofre a acdo toxica desses agentes quimicos por
habitarem e se alimentarem de matéria organica presente no substrato.

Nesse sentido, alteracfes podem ocorrer tanto no comportamento quanto na prépria
sobrevivéncia desses animais. Algumas espécies de milipedes preferem morrer, a se
alimentarem com produtos contaminados com substancias toxicas (HOPKIN; READ, 1992).
No entanto, no presente estudo foi observado que todos os individuos, expostos a diferentes
concentracdes de trifluralina, conseguiram revolver o substrato, se alimentando da matéria
organica presente no solo e, conseqlientemente, ingerindo trifluralina adsorvida nas particulas
do mesmo.

Os invertebrados terrestres, geralmente possuem o epitélio do sistema digestério
formado por apenas uma camada de células; estas por sua vez atuam como uma barreira entre
o0 ambiente interno do animal e o alimento presente no Iimen intestinal. Entretanto, nem
sempre esta barreira é eficiente, uma vez que, em algumas espécies de diplopodos, o epitélio
intestinal pode permitir a passagem de substancias toxicas do lumen para outros tecidos do

corpo do animal (HOPKIN et al., 1985), o que evidencia possiveis falhas das barreiras
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bioldgicas. No presente trabalho foi observado por meio das analises histoldgica e
histoquimica, alteragdes no intestino méedio dos individuos expostos a diferentes tratamentos
com o herbicida trifluralina.

As alterac@es tissulares mais proeminentes encontradas neste estudo foram: acimulo
de granulos citoplasmaticos na camada de células hepaticas, maior ocorréncia de vesiculas de
secrec¢do, indicativos de aumento da renovacao epitelial, vacuolizacdo das células epiteliais
com dilatacdo do espaco intercelular, desestruturacdo do epitélio e aumento na presenca de
hemacitos.

No intestino médio de diplépodos, a camada de células hepaticas trabalha ativamente
no processo de detoxicacdo do organismo, quando este € agredido por substancias toxicas
(KOHLER et al., 2002). Este processo pdde ser verificado pelo aumento na presenca de
granulos citoplasmaticos nos individuos expostos ao herbicida durante a exposicdo aguda,
sendo observado um acumulo progressivo destes conforme aumentava a concentracdo do
herbicida.

O acumulo de minerais na forma de esferocristais € um importante mecanismo na
manutencdo da homeostase do organismo desses animais, promovendo um equilibrio iénico,
que envolve a reciclagem, armazenamento e excrecdo de minerais (FONTANETTI et al.,
2006; PEREZ; FONTANETTI, 2011a). Além disso, mantém os minerais em excesso em uma
forma inerte, evitando o comprometimento de todo o organismo.

Através da tecnica de von Kossa pode-se detectar que a maioria dos granulos
citoplasmaticos observados na camada de células hepaticas apresenta calcio em sua
constituicdo; a formag&o destes granulos de célcio se deve provavelmente, pela alteracdo que
a trifluralina provoca na permeabilidade das membranas celulares. A acdo do herbicida
provoca colapso no potencial elétrico das membranas, acarretando em um efluxo de Ca** do
interior das mitocondrias e a entrada de Ca** do exterior para o interior da célula por meio das
proteinas uniportadoras, aumentando desta maneira, as concentracfes desse ion no interior do
citoplasma (ARGESE et al., 2002).

Diplépodos expostos a lodo de esgoto, tanto doméstico quanto industrial, também
apresentaram acumulo de granulos no citoplasma das células constituintes do intestino médio
(PEREZ; FONTANETTI, 2011a, GODOY; FONTANETTI, 2010, NOGAROL,;
FONTANETTI, 2010). O lodo é composto por uma grande variedade de substancias
organicas, inorganicas, patbgenos e metais e embora no presente estudo a molécula

empregada seja organica, ambas provocaram a mesma resposta de detoxicagéo no animal.
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O aumento da liberacdo de vesiculas de secrecdo de contetudo protéico foi tambeém
observado como resposta da exposicao ao herbicida. Segundo Nogarol e Fontanetti (2010), as
vesiculas de secrecdo desempenham o importante papel de proteger o tecido contra a entrada
de substancias toxicas, além de possuir a funcdo de eliminar agentes toxicos previamente
absorvidos; as autoras encontraram vesiculas com teor glicoprotéico com predominancia
protéica. Desta maneira, as vesiculas além de proteger o epitélio tambem agem na eliminacéo
de substancias. Assim, é possivel que estas representem um mecanismo de eliminagdo de
substancias via epitélio.

Outros grupos de invertebrados também exibiram respostas similares quando expostos
a diferentes agente toxicos. Lesmas e planarias, por exemplo, apresentaram como estratégia
de defesa 0 aumento na producdo de muco apds exposicdo a diferentes agentes quimicos
(TRIEBSKORN et al., 1991). Essa resposta também pode ocorrer quando organismos sdo
expostos a pesticidas e metais pesados (TRIEBSKORN et al., 1998).

A regeneracdo dos constituintes epiteliais € um processo fisiolégico normal, o epitélio
pode ser eliminado e substituido por um novo, isto se deve ao crescimento e divisdo celular
das células regenerativas (HOPIKN; READ, 1992). Entretanto, as células do epitélio expostas
a poluentes estdo sujeitas a alteracbes que podem resultar na maior taxa de morte e
consequente renovacao das mesmas, 0 que representa uma tentativa do organismo do animal
compensar 0 dano sofrido apds a ingestdo de solo contaminado (SOUZA; FONTANETTI,
2011).

O aumento de regides epiteliais com indicativo de renovacéo indica que houve leséo
tecidual com provavel substituicdo de celulas danificadas por novas a fim de manter a
funcionalidade do tecido. Porém, as células regenerativas ndo conseguiram acompanhar na
mesma velocidade a reposicdo de células perdidas, sendo assim, comecam a ser afetadas
negativamente de forma progressiva até chegar na desestruturacdo ou perda total do epitélio
na tentativa de reverter o processo toxico provocado pelo herbicida ou excretar os produtos
durante a sua substituicdo (HUBERT, 1979).

A vacuolizacdo citoplasmatica e a dilatacdo do espaco intercelular observadas nas
células epiteliais dos animais expostos ao herbicida trifluralina, também foi uma das respostas
observada em espécimens expostos a hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
(SOUZA; FONTANETTI, 2011).

O processo de vacuolizagdo é uma das principais caracteristicas de células necroticas,
ou seja, células que sofreram estresse severo como a exposi¢ao a um agente toxico (MELLO;

CASTILHO, 2007). Células necréticas também encontram-se sujeitas a alteracdes na
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membrana plasmatica que levam a perda da suas funcdes e posterior ruptura. Segundo Kumar
et al. (1994) a dilatacdo do espacgo intercelular provoca uma mudanca na membrana
plasmética, isto se deve a presenca de células necrdticas, ocasionando assim, uma
desestabilizacdo nas juncoes.

O aumento da presenca de hemdcitos também tem sido relatado como uma resposta
bastante freqliente de invertebrados apds exposicao a agentes toxicos de diferentes naturezas.
Segundo Perez e Fontanetti (2011b), os hemdcitos desempenham um importante papel no
reconhecimento de materiais estranhos para o organismo de invertebrados, podendo mediar e
efetuar a defesa celular. Godoy e Fontanetti (2010), Nogarol e Fontanetti (2010) e Perez e
Fontanetti (2011a) tambem relataram essa resposta em diplopodos expostos a lodo de esgoto.
Apdbs exposicdo cronica a poluentes organicos e metais, o bivalve estuarino Mytella falcata
também apresentou aumento no ndmero de hemaocitos no vaso de hemolinfa, chegando a
deformar o filamento branquial (DAVID et al., 2008).

Neste sentido, a grande ocorréncia de hemdcitos indicou a presenca de lesGes no
intestino médio devido a acdo toxica da trifluralina, o que levou ao desenvolvimento de um
processo inflamatorio. Desta forma, essas células atuaram na defesa do organismo,
aumentando a sua populacdo na camada de “corpo gorduroso” a fim de promover a
eliminacdo das toxinas ali presentes. Segundo David et al. (2008), essa resposta também pode
estar relacionada a processos de renovacdo epitelial através da reabsorcdo do epitélio
danificado.

Os animais expostos a concentracdo um quarto e metade da exposi¢cdo aguda
apresentaram como resposta tissular, o acimulo de granulos citoplasmaticos, sem lesdao
tecidual, isto se deve possivelmente as baixas concentraces de herbicida utilizadas, sendo
assim, o processo de detoxicacéo foi eficiente, promovendo a homeostase do organismo sem a
acao de outros mecanismos. No entanto, 0s animais expostos a concentracdo campo e dobro
da mesma exposicao necessitaram de mecanismos adicionais como aumento de hemacitos, da
renovacdo epitelial e de vesiculas de secrecdo, para tentar manter a homeostase do organismo.

J& os animais expostos por 90 dias desencadearam progressivamente mecanismos de
defesa conforme ocorriam os avancos dos danos: vacuolizacdo e dilatacdo do espaco
intercelular, intensa renovacdo epitelial com liberacdo de células para o ldmen e
desestruturacdo ou perda total do epitélio, acometendo todo o funcionamento do epitélio
intestinal, isto se deve a acdo toxica do herbicida trifluralina, provavelmente se a exposicao

continuasse por mais tempo 0s animais morreriam em decorréncia dos danos causados.
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Diante do exposto, foi possivel constatar que concentracbes maiores provocaram
alteracdes tissulares mais prejudiciais aos animais, isto também pode ser observado nos
trabalhos desenvolvidos com a mesma espécie com lodo de esgoto e hidrocarbonetos
policiclicos aroméaticos (NOGAROL; FONTANETTI, 2010, SOUZA; FONTANETTI, 2011).

As respostas aqui encontradas reportam para um alerta na utilizacdo deste herbicida,
uma vez que este provocou alteracbes mesmo em doses residuais (um quarto e metade),
levando a morte desses individuos e alteragdes significativas em doses recomendadas pelos
fabricantes (campo), principalmente se o uso for prolongado.

O cuidado com o uso deste produto se faz necessario, portanto, devem-se seguir as
instrucdes fornecidas pelos fabricantes, além de ndo fazer o uso indiscriminado e por longo
periodo do produto o que ocasionaria sérios problemas ambientais, como desequilibrios

populacionais de invertebrados terrestres indispensaveis para a manutencao do solo.
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Tabelas

Tabela 1: Resultados da analise de solo

pH aquoso Matéria Organica g/Kg Carbono organico g/Kg

Analise Granulométrica

55 1

Argilas
9/Kg
352

Classe de textura

Argila
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Tabela 2: Alteracdes morfoldgicas observadas no intestino médio do diplopodo R. padbergi

exposto por 7 e 90 dias a solo contaminado com o herbicida trifluralina em diferentes doses.

Efeitos Bioensaios
Dobro  Campo metade um quarto

Aumento na taxa de renovacéo epitelial
7 dias - ++ - -
90 dias +++ - - -
Aumento de liberacdo de vesiculas de secrecdo
7 dias +++ + - -
90 dias ++ - -
Acumulo de granulos citoplasmaticos
7 dias +++ ++ ++ +
90 dias ++ + - -
Aumento na presenca de hemocitos
7 dias ++ ++ - -
90dias +++ ++ - -
Desestruturagdo do epitélio
7 dias - - - -
90dias +++ ++ - -
Vacuolizagdo do citoplasma das células epiteliais
7 dias - - - -
90dias ++ - - -

- auséncia de alteracbes morfoldgicas; + alteracbGes raras; ++ alteracBes que ocorreram
moderadamente; +++ alteracdes que ocorreram freqlientemente em grandes areas.
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Figuras

Figura 1. SeccBes histoldgicas do intestino médio do diplopodo R. padbergi coradas com
hematoxilina e eosina. Grupo controle.

ch= camada de células hepaticas; cm= camada muscular; cp= célula principal; cr= célula
regenerativa; e= epitélio; h= hemdcito; me= membrana externa; cabecas de seta= bordo em
escova; setas= granulos citoplasmaticos; vs= vesicula de secregdo; *= renovagao epitelial.
Barras: 20pum.



39

Figura 2. Secc¢des histoldgicas do intestino médio do diplépodo R. padbergi submetidas a
técnica de azul de bromofenol (A), PAS (B) e von Kossa (C). Grupo controle.

ch= camada de células hepéticas; cm= camada muscular; e= epitélio; h= hemacito; mb=
membrana basal; cabecas de seta= bordo em escova; setas= granulos citoplasmaticos. Barras:
20pum.
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Figura 3. SeccOes histoldgicas do intestino médio do diplépodo R. padbergi coradas
hematoxilina e eosina. Grupo metade (A), grupo campo (B) e grupo dobro (C). Exposigédo
aguda (7 dias).

ch= camada de células hepaticas; e= epitélio; setas em A = granulos citoplasmaticos; vs=
vesicula de secre¢do e *= renovagdo epitelial. Barras: 20 um.
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Figura 4. Seccdes histoldgicas do intestino médio do diplépodo R. padbergi coradas com
hematoxilina e eosina. Grupo dobro (A, B, C, D, E e F). Exposicédo subcrénica (90 dias).

ch= camada de células hepaticas; cm= camada muscular; e= epitélio; h= hemdcito; cabecas de
seta= vacuolizacdo e dilatagdo do espaco intercelular; 1= ldmen; me= membrana externa;
setas em A e E= deslocamento do epitélio; setas em B, C e D= deslocamento de células

epiteliais para o lumén. Barras: 20 um.
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Figura 5. Secces histoldgicas do intestino médio do diplépodo R. padbergi submetidas as
técnicas de azul de bromofenol (A, B e C), PAS (D e E) e von Kossa (F). Grupo dobro - 7
dias (B, D e F) e grupo dobro - 90 dias (A, C e E).

ch= camada de células hepaticas; cm= camada muscular; e= epitélio; h= hemdcito; m=
musculatura; vs= vesicula de secre¢do. Barras: 20um.
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6. Consideracoes finais

Através das analises dos resultados obtidos, pode-se concluir que a trifluralina
apresenta potencial téxico ao diplépodo R. padbergi, uma vez que apresentou as seguintes
alteracdes:

1. Aumento de granulos citoplasmaticos na camada de células hepaticas, nos animais expostos
a todas as concentragdes, indicando provavel processo de detoxicacdo do organismo do
animal,

2. Aumento na presenca de hemdcitos, tanto isolados quanto agrupados, indicando lesdo
tecidual com provavel processo inflamatorio;

3. Aumento na liberacdo de vesiculas de secrecdo, sendo esta uma forma de protecdo do
epitélio contra a acdo de agentes toxicos;

4. Presenca de regides com indicativo de renovacao epitelial com liberacdo de células para o
limen na tentativa de manter a funcao do 6rgéo;

6. Pontos de vacuolizacdo nas células principais e dilatacdo do espacgo intercelular,
possivelmente devido a um processo de necrose que ocasionou a desestabilizacdo nas juncdes.

Diante do exposto, os resultados aqui observados alertam para um cuidado na
utilizacdo deste herbicida, ja que este promoveu alteragdes significativas nas células do
intestino médio do organismo-teste empregado.
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