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Resumo

O comércio de agrotoxicos no Brasil em 2017 foi de 539.944,95 toneladas de ingredientes ativos. Testes que avaliam o
comportamento de fuga/evitamento em fauna de solo, como minhocas, indicam a perda de fungdo de habitat do solo e os riscos
da aplicagdo desses agrotoxicos no ambiente. Esses organismos possuem quimiorreceptores e tubérculos sensoriais no corpo,
0 que os tornam altamente sensiveis a substdncias quimicas presentes no ambiente. O objetivo do presente estudo foi fazer
uma revisdo da literatura sobre a utiliza¢do do ensaio de fuga com minhocas das espécies Eisenia fetida e Eisenia andrei na
avaliagdo de agrotoxicos no Brasil. As bases de dados PubMed, Web of Science e Google Académico foram utilizadas para
a pesquisa bibliografica usando os termos: earthworm, avoidance, Brazil ou agrotoxicos, teste de fuga/evitamento, Eisenia
fetida e Eisenia andrei. Foram encontrados 13 estudos, totalizando 25 avaliagéoes e 17 ingredientes ativos, que avaliaram o
comportamento de fuga em minhocas Eisenia fetida e Eisenia andrei no Brasil. O agrotoxico mais testado, com oito avaliagées,
foi o herbicida Glifosato de maior comercializa¢do no Brasil. O comportamento de fuga foi observado em 17 avaliacées e nas
demais ndo foram observadas. A utilizacdo desse teste com minhocas é uma ferramenta sensivel para avaliagdo dos riscos
ecotoxicologicos dos agrotoxicos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; Solos; Evitamento

Abstract

The trade of pesticides in Brazil in 2017 was 539,944.95 tons of active ingredients. Tests that evaluate the avoidance behavior
in soil fauna, such as earthworms, indicate the loss of soil habitat function and the risks of these pesticides to the environment.
These organisms have chemoreceptors and sensory tubers in the body which make them highly sensitive to chemicals in the
environment. The objective of the present study was to review the literature on the use of the Eisenia fetida e Eisenia andrei
earthworm avoidance test in the evaluation of pesticides in Brazil. The databases PubMed, Web of Science and Google Scholar
were used for bibliographic research using the terms: earthworm, avoidance, Brazil or agrotoxicos, teste de fuga/evitamento,
Eisenia fetida e Eisenia andrei. We found 13 studies, totaling 25 evaluations and 17 active ingredients, which evaluated the
avoidance behavior in Eisenia fetida e Eisenia andrei in Brazil. The most tested pesticide, with eight evaluations, was the
Glyphosate herbicide which is the most commercialized in Brazil. The avoidance behavior was observed in 17 evaluations. The
use of this earthworm avoidance test is a sensitive tool to evaluate the ecotoxicological risks of pesticides.
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1 Introduciao

1.1. Agrotéxicos no Brasil

A comercializa¢do de agrotoxicos no Brasil em 2016 foi de 539.944,95 toneladas de ingredientes ativos, com uma
pequena queda nas vendas comparado aos anos anteriores, mas ainda sendo o maior consumidor mundial de agrotdxicos
(IBAMA, 2018). Os dez ingredientes ativos mais vendidos no Brasil sdo: Glifosato e seus sais, 2,4-D, Mancozeb, Acefato,
Oleo Mineral, Atrazina, Oleo Vegetal, Dicloreto de Paraquate, Imidacloprido, Oxicloreto de cobre. Somente no ano de 2017
foram comercializadas 173.150,75 toneladas do herbicida Glifosato, correspondendo a mais de 32% do total de agrotoxicos
comercializados (IBAMA, 2018). Por ser um produto de ampla utilizagdo e aplicagdo em situagdes de pds-emergéncia das
plantas infestantes em culturas, maturador de cana-de-agucar, elimina¢do de soqueira no cultivo de arroz e cana-de-agucar, em
pos-emergéncia das plantas infestantes em florestas de eucalipto e pinus, controle da rebrota do eucalipto, dessecante nas
culturas de aveia preta, azevém e soja (ANVISA, 2018), acaba tornando-se preferivel para o consumidor.

Apesar de muitos desses compostos apresentarem classificacdo baixa de toxidez para a saude humana, estudos
apontam efeitos toxicos de herbicidas a base de Glifosato em exposigdes cronicas a baixas concentragdes por longos periodos
(MESNAGE et al., 2015). Uma pesquisa constituida por aplica¢do de questionarios ¢ uma série de exames médicos resultou
em um elevado percentual de agricultores com episddios agudos ou subagudos de intoxicagdo recente (13,7%) ou referida
(11,8%) ao longo dos ultimos anos e dentre os agrotoxicos mais utilizados por eles se encontravam o Mancozeb e Paraquat,
ambos entre os produtos mais vendidos no pais (ARAUJO et al., 2007).

Esses compostos além de gerar efeitos adversos a saide humana, também apresenta riscos potenciais de contaminagdo
ambiental. Pesquisas que realizam a analise da presenga de agrotoxicos em rios ja vem sendo desenvolvidas com o intuito de
monitorar a contaminagdo das aguas por agrotoxicos a fim de diminuir esses impactos ambientais. Estudos indicam o aumento
da intensidade do ingrediente ativo Fipronil nos rios em épocas de safra de arroz no estado do Rio Grande do Sul, cujo
composto apresenta lenta degradagdo em agua (MARCHESAN et al., 2010). A presenga do pesticida Lambda-Cialotrina
juntamente com mais 26 outros compostos em amostras de aguas superficiais revelam a importancia de se fazer a identificagdo
dos contaminantes e realizar o0 monitoramento do grau de contaminagdo dos recursos hidricos (CABRERA et al., 2008).

Assim, a utilizacdo em excesso e inadequada desses compostos também podem comprometer a biota do solo, pois a
exposicdo pode levar a ingestdo ou contato com contaminantes (SOUSA; ANDREA, 2011), ocasionando efeitos adversos a
esses organismos. Diante disso, se torna interessante a utilizagdo de testes ecotoxicologicos para diagnosticar a situagdo e

fornecer informagdes viaveis quanto ao tipo de risco de exposi¢do desses compostos (MACHADO, 2016).
1.2. Ensaios ecotoxicoldgicos na avaliacdo da contaminacdo ambiental por agrotéxicos

Ensaios com organismos terrestres, como o de mortalidade em minhocas, indicam o risco potencial desses compostos
quando aplicados no solo. Estudos apontam que os organismos expostos aos reagentes quimicos podem apresentar
bioacumulagio nos tecidos por até 30 dias apods a aplicagdo do produto (PAPINI; ANDREA, 2001), bem como, alteragdes
morfoldgicas como fragmentacdo e perda de segmentos (COSTA et al., 2015; NUNES; ESPINDOLA, 2012). Além das
espécies de minhocas padronizadas, outros organismos sdo avaliados quanto a sobrevivéncia e/ou a reprodugdo e mostram o
risco da aplicagdo desses compostos para artropodes nao-alvo na superficie do solo (CHELINHO et al., 2012).

Os ensaios ecotoxicologicos realizados em organismos aquaticos também sdo utilizados para avaliacdo da contaminagdo

ambiental por agrotoxicos. Nesses tipos de ensaios os principais riscos de contaminagdo e toxicidade dos agrotoxicos surgem
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de escoamento superficial para a dgua, resultantes de fortes chuvas apos a aplicagdo de pesticidas (CHELINHO et al., 2012),
sendo capaz de comprometer a estrutura e ecossistemas aquaticos mesmo quando aplicado na sua menor concentragao
(NOVELLI, 2010).

Alguns estudos ainda utilizam espécies vegetais afim de avaliar os efeitos genotdxicos dos agrotoxicos nas células
vegetais. Considerando que muitos destes compostos sdo recomendados para o uso de horticulturas, o uso continuo pode
comprometer geneticamente a biodiversidade e a sobrevivéncia de populagdes expostas (KRUGER 2009; VENTURA, 2004).

Insetos e animais voadores que participam diretamente no desenvolvimento de plantas, através da polinizacdo, e na cadeia
alimentar estdo tendo decréscimos populacionais causados pelas aplicagdes de agrotoxicos. Estudos realizados com a espécie
de abelha Apis mellifera apontam que a exposi¢ao a dosagens dos ingredientes ativos Fipronil e Piraclostrobina, isolados ou em
associacdo, durante seis dias, afetou glandulas mandibulares e hipofaringeanas, e esses, associados, podem causar danos a
manuten¢do de suas coldnias, representando um grande risco ambiental (ZALUSKI, 2017). Além disso, os riscos de
diminuicdo das espécies sdo grandes, uma vez que a quantidade de abelhas selvagens diminuiu significativamente com o
aumento do uso de pesticidas em um unico ano apds a aplicacdo, enquanto a riqueza de espécies de abelhas diminuiu ao longo
dos anos (PARK et al., 2015).

Os ensaios ecotoxicologicos em diferentes sistemas, organismos e compartimentos ambientais sdo fundamentais para
avaliagio da seguranga ambiental dos agrotoxicos. E importante salientar que alguns produtos sio reavaliados quanto a
dosagem recomendada, pois as quantidades determinadas pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)
podem ocasionar efeitos subletais aos organismos (COSTA et al., 2015).

Me¢étodos alternativos que ajudam a identificar os niveis de toxidade do ambiente, como os ensaios de fuga com minhocas
das espécies Fisenia andrei e Eisenia fetida, sao essenciais para medidas de controle, avaliacdo e gestdo ambiental pois ajudam
a indicar os riscos da aplicacdo desses agrotoxicos no ambiente. Esse teste tem se mostrado sensivel para esse tipo de
avaliacdo, indicando a perda de funcdo de habitat do solo, bem como as diferentes rea¢des adversas dos invertebrados quando

expostos e esses compostos quimicos (NUNES; ESPINDOLA, 2012).
1.3. Ensaio de fuga com minhocas

As minhocas da espécie Eisenia andrei e Eisenia fetida, ao serem submetidas as dosagens de reagentes quimicos
apresentaram reagdes como: variacdes na produgdo e peso de casulos; efeitos fisiologicos e deformagdes, reacdes
comportamentais de espiralamento, mudangas na capacidade de escavagdo, agitagdo e rejeicdo ao solo contaminado
(ANDREA, 2010). Os organismos ndo alvos, ao emitirem essas respostas, mostram a potencialidade dos efeitos desses
produtos ao serem aplicados corretamente ou incorretamente no ambiente. A presenga de quimiorreceptores no prostomio de
minhocas e a distribui¢do de tubérculos sensoriais no corpo as tornam altamente sensiveis a substancias quimicas no ambiente.
Essa sensibilidade, aliada a sua capacidade locomotora, permite que elas evitem ambientes quimicamente contaminados, desde
que sintam os quimicos especificos (REINECKE et al., 2002). Além disso, as minhocas das espécies Eisenia fetida e Eisenia
andrei (Figura 1) sdo preferiveis em teste de fuga por serem faceis de se criar e manter em laboratorio.

O principio do teste de fuga baseia-se em dez minhocas adultas que sdo inseridas em um recipiente-teste de 2
segoes (Figura 2), expostas a0 mesmo tempo ao solo controle e ao solo contaminado ou ao solo contendo as substancias-
teste. O solo-teste e o solo-controle sdo colocados dentro do recipiente-teste ¢ as minhocas podem escolher entre o solo-
teste e o solo-controle. Depois do periodo de incubacdo de 48 horas o solo-teste ¢ o solo-controle sdo separados pela

inser¢do de um divisor de plastico e o nimero de minhocas ¢ determinado em todas as se¢des dos recipientes-teste. A
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fungdo de habitat ¢ considerada limitada se a média das minhocas encontradas no solo-controle for superior a 80% (ABNT

NBR 17512/2011).

Figura 1 — Minhocas das espécies Eisenia fetida (a) e Eisenia andrei e casulos (b)
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Fontes: Nunes, 2012 (a); autoras (b)

Figura 2 — Esquema do ensaio de fuga, representando a sequéncia de agdes em um recipiente-teste

Migragio Livre

Fonte: Candello, 2014

Para se ter uma avaliacdo da sensibilidade das espécies testes de laboratorios, bem como a confiabilidade dos dados
de ecotoxicidade, ¢ preciso utilizar uma substancia de referéncia conhecida. Algumas substancias padronizadas, atualmente
recomendadas pelas normas da OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) ou da ISO (International
Organization for Standardization), apresentam riscos a saide humana (AMORIM et al., 2012). Estudos mostraram que o
acido borico possui potencial para ser utilizado como uma substancia de referéncia, principalmente em testes de reproducao
com as espécies E. andrei, Enchytraeus crypticus € Folsomia candida (NIEMEYER et al, 2018).

Os solos utilizados para a realizacdo de teste de fuga podem ser solos naturais ou solo artificial. A utilizagdo de
solo artificial tropical (SAT) é mais adequado para as condi¢cdes do Brasil. O SAT é composto por 70% de areia fina, que
deve ser lavada e seca, 20% de argila de caulim, 10% de pd de fibra coco ¢ o pH deve ser ajustado para 6,00 £ 0,5 (ABNT
NBR 15537/2014; GARCIA et al., 2008;). A resposta de fuga diante da aplicacdo de Abamectina foi avaliada em solo natural
simulando as condi¢des de campo do cultivo e em solo artificial tropical, ¢ a resposta de fuga apenas foi observada em solo
artificial (NUNES; ESPINDOLA, 2012).

Diante da complexidade ambiental de rotas e efeitos dos contaminantes, o presente trabalho teve por objetivo fazer
uma revisdo da literatura sobre a utilizagdo do ensaio de fuga com minhocas das espécies Eisenia fetida e Eisenia andrei para

avaliacdo da toxidade ambiental de agrotdxicos no Brasil.
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2 Metodologia

Para a realizacdo do levantamento bibliografico foram consultadas as bases de dados Google Académico, PubMed

e Web of Science em 10 de maio de 2018, sendo utilizado como ferramenta da pesquisa os termos: earthworm, avoidance,
Brazil; e os termos: agrotoxicos, teste de fuga, teste de evitamento, Eisenia fetida e Eisenia andrei. As monografias de
trabalho de conclusdo de curso, dissertagdes e teses, resumos e trabalhos publicados em anais de eventos cientificos também
foram consideradas nesse levantamento na pesquisa com os termos em portugués. Apos as buscas, os resultados foram
analisados e, ent@o, selecionados somente os estudos que foram realizados no Brasil e que utilizaram testes de fuga em
minhocas da espécie FEisenia fetida e/ou Eisenia andrei em solos naturais (SN) ou em solos artificiais tropicais (SAT)

avaliando agrotoxicos.

3 Resultados e discussao

As consultas as bases de dados resultaram em 13 estudos e 25 avaliagdes que utilizaram o teste ecotoxicologico de
comportamento de fuga em minhocas Fisenia fetida e/ou Eisenia andrei diante da exposi¢do a 17 ingredientes ativos de
agrotoxicos no Brasil (Tabela 1). A maioria das avaliagdes foram realizadas em SAT e sete avaliagdes observaram as respostas
de fuga diante a exposi¢do ao agrotoxico tanto em SAT, quanto em SN. A espécie mais utilizada foi a Eisenia andrei,
empregada em 80% das avaliagdes.

De todos os ingredientes ativos avaliados, um apresenta classificacdo toxicologica I (extremamente tdxico); quatro,
classificagdo toxicoldgica II (altamente toxico); seis, classificacdo toxicologica III (medianamente toxico); quatro,
classificagdo toxicoldgica IV (Pouco Toxico), um deles ndo possui classificagdo nas monografias da ANVISA e outro ndo
apresenta classificacao por estar banido o uso no Brasil. A maioria dos ingredientes ativos possuem fun¢do de fungicida, seis
sdo usados como inseticidas, e dois sdo herbicidas (Tabela 1).

O ingrediente ativo mais avaliado foi o agrotéxico de maior comercializagdo no Brasil, o herbicida Glifosato, dos
quais quatro dos cinco estudos que o testaram observaram resposta de fuga em ao menos uma das concentracdes ou
formulagdes testadas (Tabela 1). Alteragdes significativas no comportamento das minhocas FEisenia andrei como auséncia de
movimentos e aglomeragdo em pontos especificos foi relatado, nas duas maiores concentragdes testadas, num estudo que
avaliou Glifosato em SN (MACHADO, 2016). Respostas de fuga significativa foram observadas nas maiores concentragdes
testadas de Glifosato em SN (MACHADO, 2016; NIEMEYER et al., 2018) e em SAT nos demais estudos (BUCH et al., 2013;
TONETTI et al., 2016).

Os ingredientes ativos Carbofurano e Benomil, que atualmente ndo possuem autorizacdo de uso no Brasil,
apresentaram resposta de fuga significativa. O Benomil apresentou resposta de fuga a partir da concentracdo de 31,6 mg/kg
(GARCIA et al., 2008). Para Eisenia andrei, a rejeicdo ao composto Carbofurano ocorreu na concentragdo de 5 mg/kg em SAT
(BUCH et al., 2013). Outros estudos utilizando o ingrediente ativo Carbofurano encontraram respostas positiva de fuga desde a
menor concentracgdo utilizada, que foi de 0,5 mg/kg (FERREIRA et al.2015).

O Carbendazim e Lambda-Cialotrina apresentaram respostas significativas de fuga a partir das menores concentragdes
testadas, 1,0 mg/kg ¢ 0,32 mg/kg, respectivamente (GARCIA et al., 2008). Abamectina ¢ Carbendazim foram avaliados por
dois estudos cada um e todos relataram comportamento de fuga para esses ingredientes ativos (BUCH et al., 2010; BUCH et
al., 2013; FERREIRA, PAPINI; ANDREA, 2015; GARCIA et al., 2008; NUNES; ESPINDOLA, 2012). Os demais

ingredientes ativos foram avaliados por um tnico estudo.
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Tabela 1 — Estudos realizados no Brasil utilizando o teste ecotoxicologico de comportamento de fuga em minhocas Eisenia

andrei e Eisenia fetida para avaliagdo da exposi¢ao a agrotoxicos

Ingrediente Ativo Classificacio Funcio Tipo de Espécie Resposta de Referéncia
Toxicolégica solo fuga
Imidacloprido I Inseticida SAT E. andrei Observada Alves etal. (2011)
Tiametoxam I Inseticida SAT E. andrei Observada Alves etal. (2011)
Captana v Fungicida SAT E. andrei Observada Alves etal. (2011)
Carboxina-+tiram Im+1I Fungicida + Fungicida SAT E. andrei Observada Alves etal. (2011)
Acaricida, inseticida e Observada Buch et al. (2010)
Abamectina I SAT E. andrei
nematicida
Carbendazim I Fungicida SAT E. andrei Observada Buchetal. (2013)
Inseticida, cupinicida, Observada Buchetal. (2013)
Carbofurano I* o o SAT E. andrei
acaricida e nematicida
Glifosato v Herbicida SAT E. andrei Observada Buch et al. (2013)
. Fungicida e acaricida + Observada Chini (2014)
Mancozeb+Metalaxil-M I+ 11 SAT e SN E. fetida
fungicida
Inseticida, cupinicida, Observada Ferreira et al. (2015)
Carbofurano I* SNs E. andrei
acaricida e nematicida
. . Observada Garcia et al. (2008)
Benomil * Fungicida SAT e SN E. fetida
. o Observada Garcia et al. (2008)
Carbendazim 111 Fungicida SAT e SN E. fetida
. . o Observada Garcia et al. (2008)
Lambda- cialotrina I Inseticida SAT e SN E. fetida
Glifosato v Herbicida SN E. andrei Observada Machado (2016)
) ) o Observada Niemeyer et al. (2018)
Glifosato (Crucial®) v Herbicida SN E. andrei
. Acaricida, inseticida e Observada Nunes e Espindola
Abamectina I SAT e SN E. andrei
nematicida (2012)
o o Observada Ribeiro et al. (2013)
C. de Sulfato de Cobre NC Fungicida bactericida SAT E. andrei
Observada Tonetti et al. (2016)
Glifosato v Herbicida SAT e SN E. andrei
) . Inseticida, formicida e Nao observada Alves etal. (2011)
Fipronil I o SAT E. andrei
cupinicida
Tebuconazol v Fungicida SN E. andrei | Nao observada Cantelli et al. (2010)
) Nao observada Chini (2014)
Glifosato v Herbicida SAT e SN E. fetida
Cipermetrina I Inseticida e formicida SNs E. andrei | Nao observada | Sousa e Andréa (2011)
) o Nao observada | Niemeyer et al. (2018)
Glifosato (Roundup®) v Herbicida SN E. andrei
) Nao observada | Niemeyer et al. (2018)
Glifosato (Trop®) v Herbicida SN E. andrei
Glifosato (Zapp®Qi Nao observada | Niemeyer et al. (2018)
620) 111 Herbicida SN E. andrei

Classificagdo Toxicologica: I- Extremamente Toxico; II- Altamente Téxico; III- Medianamente Toxico; IV- Pouco Téxico. *Banido no Brasil. NC- Nao

Classificado. SAT — Solo Artificial Tropical; SN — Solo Natural
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Tiametoxam, Captana e Carboxina + Tiram, Imidacloprido, Mancozeb + Metalaxyl-M e Sulfato de Cobre
apresentaram respostas positivas significativas para o comportamento de fuga em minhocas (ALVES et al., 2011; CHINI,
2014; RIBEIRO et al., 2013). Os ingredientes ativos que ndo foram observadas respostas de fuga foram: Fipronil, Tebuconazol
e Cipermitrina (ALVES et al., 2011; CANTELLI et al., 2010; SOUSA; ANDREA, 201 1).

5 Conclusoes

A utilizagdo de ensaio de fuga/evitamento com minhocas é uma ferramenta sensivel para avaliagdo dos riscos
ecotoxicologicos dos agrotoxicos. No entanto, as pesquisas no Brasil ainda sdo limitadas diante da quantidade de formulagdes,
ingredientes ativos e volumes de comercializagdo de agrotoxicos e, por isso, precisam avangar. Os trabalhos analisados nessa
pesquisa apontam que as utilizagdes de agrotoxicos causam efeitos adversos aos organismos terrestres nido-alvos mesmo

quando a dosagem aplicada seja a recomendada, indicando o potencial risco ecotoxicologico.
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