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Resumo

O presente estudo avaliou os efeitos do inseticida imidacloprido na histologia do intestino de Eisenia
andrei (minhocas), um biodicador da qualidade do solo. As concentracdes testadas foram 0.1, 0.2, 0.4,
06 e 0.8 mg kg!' Os tecidos epitelial e cloragégeno foram examinados qualitativa e
semiguantitativamente. As concentra¢gfes de 0.4, 0.6 e 0.8 mg kg* aumentaram o indice de dano
histopatolégico em relagdo ao controle. As alteracdes observadas foram a degradacdo e o
desprendimento de células epiteliais e das células cloragégenas. Conclui-se deste trabalho que, em
maiores concentracbes o imidacloprido é capaz de alterar e danificar o intestino o das minhocas,
prejudicando assim sua estrutura corpérea e possivelmente afetando sua fisiologia.

Palavras-chave: Agrotdxicos. Concentracdes subletais. Minhocas. Ecotoxicologia terrestre.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas — Biologia Geral
Introducéo

O imidacloprido (1-(6-cloro-3-piridilmetil)-N-nitroimidazolidin-2-ilideno amina) € um inseticida do
grupo guimico neonicotinoide, sistémico, de contato e ingestdo, amplamente utilizado em varios paises
do mundo contra insetos-praga que acometem mais de 40 culturas (Ibama, 2020). Apesar da eficiéncia
no controle de insetos-praga, o imidacloprido é classificado pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente
e dos Recursos Renovaveis (Ibama) como perigoso ao meio ambiente (Ibama, 2021), sobretudo por
ser altamente toxico para as abelhas, importantes polinizadores (Nicodemo et al., 2014; Li et al., 2017;
Jiang et al., 2018); o que levou a Unido Europeia a proibir seu uso e comercializacdo (European
Comission, 2018).

Esse estudo tem como foco os efeitos do imidacloprido em organismos edaficos, pois tem sido
demonstrado que esse inseticida pode causar efeitos adversos para organismos nao-alvo do solo de
modo a afetar suas fungdes e servigos ecossistémicos. Nesse sentido, diversos estudos tém apontado
os efeitos do imidacloprido sobre o comportamento, reproduc¢éo e sobrevivéncia de minhocas (Alves et
al., 2013; Wang et al., 2015; Silva et al., 2017; Wang et al., 2019), que constituem um dos principais
representantes da macrofauna do solo.

Minhocas podem absorver contaminantes do solo via parede do corpo e ingestédo. A identificagdo
de alteragBes celulares e tissulares em érgaos-alvo podem predizer mudancas fisiol6gicas, fornecendo
informacdes de como o animal lida com situagfes de estresse ambiental (Wang et al., 2015; Babi¢ et
al., 2016a,b; Nusair et al., 2017; Rodriguez-Seijo et al., 2017; He et al., 2022; Yang et al., 2022).

O intestino € um tubo longo de tecido fino que é revestido internamente por uma camada ciliada
dobrada, que forma vilosidades. Possui uma prega na regido dorsal denominada tiflossole que aumenta
a superficie de contato auxiliando na absor¢ao. Todo o intestino é circulado por um tecido denominado
cloragégeno, que exerce alta atividade metabdlica, controle de substancias e de fontes de energia
(Vogel, Seifert, 1992; Ribeiro, 2016; Prochazkova et al., 2018).

O objetivo geral desse trabalho foi investigar a acdo téxica de uma formulacdo comercial de
inseticida a base de imidacloprido sobre Eisenia andrei, de modo a responder se concentracfes
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subletais afetam a histologia do intestino desses organismos. O objetivo especifico foi proceder uma
analise semiquantitativa do intestino das minhocas expostas ao inseticida.

Metodologia

As minhocas utilizadas no ensaio séo oriundas de um lote matriz de E. andrei adquirido da empresa
Minhobox®, mantidas em cultura sincronizada, tendo esterco bovino como substrato. Os exemplares
selecionados eram adultos com clitelo bem desenvolvido e com peso entre 300 e 600 mg.

Foi utilizada a formulacdo comercial Warrant ® 700 WG, composta de 700 g/kg (70% m/m) de
imidacloprido e de 300 g kg (30% m/m) de ingredientes inertes. A partir do produto comercial, uma
solucao estoque e solucBes-teste foram preparadas, tendo agua destilada como meio de diluicdo. As
concentracdes testadas foram expressas como mg i.a/kg de solo.

O solo utilizado no estudo é um solo natural, coletado a uma profundidade de 0-20 cm e peneirado
em uma malha de 2 mm. A CRA do solo foi determinada conforme a norma NBR ISO 17512-1 e
ajustada para 60%. O solo-controle foi umedecido apenas com agua destilada e a contaminacgéo do
solo-teste foi realizada conforme Carniel e Segat (2018). As concentra¢fes de imidacloprido testadas
foram 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 e 0.8 mg kg1, selecionadas com base nos resultados do ensaio de toxicidade
aguda realizado previamente por nosso grupo de pesquisa, considerando 14 dias de exposicdo
(Barone, 2023).

As minhocas foram acondicionadas em recipientes de plastico transparente, com tampa perfurada,
com 500 g de solo-teste ou solo-controle. Foram preparadas 4 réplicas por tratamento com 10 minhocas
cada. Apds, os recipientes foram pesados para 0 monitoramento e reposicdo semanal da umidade.
Semanalmente foram inseridos em cada recipiente 5 g de esterco (seco) umedecido com 5 ml de agua
para a manutencéo das taxas de crescimento. As minhocas ficaram expostas por 28 dias.

Logo apdés os 28 dias, as minhocas foram anestesiadas com etanol 7%, os clitelos foram
seccionados, fixados em Bouin, desidratados em solugfes crescentes de etanol, diafanizados em xilol
| e xilol Il, embebidos e emblocados em parafina por 4-6 horas em temperatura ambiente. Apds essa
etapa, os blocos foram armazenados na geladeira (Silva, 2022). O material foi cortado transversalmente
em secgoes de 6 um de espessura em microtomo Leica RM20125RT, as sec¢des foram coradas com

hematoxilina e eosina segundo Junqueira e Junqueira (1983) e montadas em balsamo do Canada. O
intestino das minhocas foi examinado em microscopio de luz Leica DM750 equipado com camera digital
Leica ICC50.Quatro (4) laminas (4 minhocas) por tratamento foram examinadas.

A andlise histopatoldgica do intestino das minhocas foi feita de forma semiquantitativa, analisando
trés estados em que o epitélio intestinal e o tecido cloragbégeno poderiam se encontrar, baseado no
trabalho de Dittbrenner et al. (2011). Os estados que foram utilizados foram: (1) Controle; (2) Estado
de Reacéo e (3) Estado de Destruicdo. Na Tabela 1 estéo as alteracdes classificadas de acordo com o
seu estado.

Tabela 1 — Padrao de reagfes e sistema de pontuacao para andlise semiquantitativa das alterag¢des histoldgicas:

Status Estado de Estado de
Controle (1) Reacéo (2) Destruicao (3)

Epitélio Intestinal Intestino preservado Formato irregular das células Células desintegradas
células epiteliais jus- Superficie irregular Tiflossole interrompida
tapostas Intestino maior que ¥ do Epitélio interrompido/ruptura
Tiflossole preservada corpo epitélio atrofiado

Tecido Cloragdgeno Tecido preservado Tecido inchado Tecido interrompido/ruptura
junto ao intestino Células irregulares Tecido atrofiado
Tecido denso Superficie irregular Células desintegradas
ininterrupto Tecido inexistente

Fonte: Adaptado de Dittbrenner et al. (2011)
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A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de
varidncias mediante o teste de Brown-Forsythe. ANOVA foi aplicada seguida pelo teste de Dunnet. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism verséo 9.4, assumindo-se
uma significancia estatistica de 5%.

Resultados

O resultado da analise semiquantitativa do intestino é apresentado na Figura 1. Houve maior taxa
de alteragbes quando as minhocas foram expostas as concentragdes de 0.4, 0.6 e 0.8 mg kg do
imidacloprido em relagdo ao solo controle. As alteragdes registradas s@o apresentadas na Figura 2.

Figura 1 - indice de alteragdes histopatoldgicas (IAH) do intestino de E. andrei apds exposicéo a solo contaminado
com diferentes concentra¢Bes de imidacloprido. Asteriscos (*) denoram diferenca estatistica em relacéo ao solo
controle (0 mg kg) por meio do teste de Dunnet (p<0,05).
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Fonte: Autor

Figura 2 - Andlise histopatolégica do intestino de E. andrei. (A1 — A2) Secgdes transversais do intestino de minhoca
do grupo controle. (B1, C1 e D1). Secgbes de minhocas expostas a solo contaminado com, respectivamente, 0.4,
0.6 e 0.8 mg/kg de imidacloprido. As figuras B2, C2e D2 mostra detalhes das Figuras Bi, C1e D1, respectivamente.
As principais alteragGes observadas foram o desprendimento de células epiteliais e do tecido cloragégeno (B1—
B2), a degradacdo das células epiteliais e das células cloragégenas (C:z) e a ruptura do tiflossole (D1-D2). ep =
células epiteliais. tcl=tecido cloragégeno. td= [imen do trato digestério. t= tiflossole.

Fonte: Autor
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Discusséo

A analise do intestino de minhocas expostas a solo contaminado tem sido muito utilizada para
analisar as possiveis alteracdes que o0 agente téxico pode fazer ao érgdo. O epitélio intestinal
responsavel pela absorcédo e digestdo, e o tecido cloragdégeno responsavel principalmente pela
desintoxicacdo, sdo juntos da parede do corpo, érgdos que auxiliam no quesito adaptacdo das
minhocas ao meio contaminado em que habitam.

O estudo realizado por Babic” et al. (2016) mostrou que as minhocas podem sofrer mudancas
progressivas, quando conseguem se adaptar ao meio em que se encontram, e mudancas regressivas,
guando ndo conseguem se adaptar. Num estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, as mesmas
concentracdes de imidacloprido testadas aqui (0.1 — 0.8 mg kg!) causaram danos histopatolégicos na
parede do corpo de E. andrei, sendo que as concentragdes de 0.6 e 0.8 mg kgt foram as que induziram
maior frequéncia de danos regressivos. Ainda a concentracdo de 0.8 mg kg reduziu significativamente
a espessura da parede do corpo das minhocas, indicando que elas ndo foram capazes de se adaptar
ao poluente.

Como a parede do corpo é a primeira barreira contra agentes toxicos presentes no solo, a diminui¢cao
de tal barreira faz com que seja mais facil para o agente toxico chegar ao intestino, fazendo com que
figue muito exposto. Além dessa via de exposicdo, o intestino das minhocas pode ter sido afetado por
meio da ingestao direta de particulas sélidas contaminadas com imidacloprido.

O epitélio intestinal e o tecido cloragdgeno expostos ao imidacloprido ndo foram capazes de resistir
as maiores concentracdes de imidacloprido, se encontrando em grande parte em estados de destruicéo
(alteracéo regressiva), como € mostrado na Figura 2. Nossos dados corroboram o estudo feito por Sun
et al. (2021) que mostraram que em minhocas da espécie E. fetida, quanto mais se aumentava as
concentracdes do poluente (pireno), mais o epitélio intestinal e o tecido cloragbégeno iam sendo
negativamente afetados. E como os estudos de Sun et al. (2021) e Dittbrenner et al. (2011) mostram,
a alteracéo do intestino pode afetar de forma negativa a fisiologia das minhocas que estéo expostas ao
contaminante.

Conclusao

Conclui-se desta pesquisa que o imidacloprido se mostrou téxico em doses subletais para as
minhocas da espécie E. andrei, e a andlise histolégica semiquantitativa do intestino se mostrou eficiente
para determinar a toxicidade do inseticida.
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