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Resumo ilustrativo

'SEMI-NATURAL

Resumo

Os solos da ilha de S3o Miguel sdo enriquecidos naturalmente em metais, devido a sua
heranga vulcanica. Nesta ilha, as pastagens sdo sujeitas a diferentes tipos de manuseio
agricola, nomeadamente no que respeita a aplicacdo de agroquimicos, afetando a qualidade
dos solos e dos organismos residentes, como é o caso dos anelideos terrestres (minhocas).
As minhocas sdo organismos edaficos e por isso importantes bioindicadores da qualidade
dos solos. O principal objetivo deste trabalho foi estudar as alteracGes histolégicas em
minhocas da espécie Eisenia fetida (Saying, 1989), expostas a solos de pastagens sujeitas a
diferentes tipos de manuseio agricola, usando dois periodos de exposi¢ao, contribuindo
assim para a biomonitorizacao dos efeitos ecotoxicolégicos nos organismos do solo. Uma
cultura sincronizada de Eisenia fetida foi monitorizada no final de dois periodos de exposi¢ao
(7 e 56 dias) a solos provenientes de pastagens com diferentes tipos de manuseio agricola
(semi-natural, permanente e intensivo). Foram medidas as espessuras do epitélio e cuticula,
e analisada a atividade secretora do epitélio tegumentar através da coloragdo PAS-AB. Os
resultados mostraram que na exposicdo de curta duracdo, a espessura do epitélio e cuticula
aumentaram significativamente nas minhocas expostas ao solo semi-natural. Por sua vez,
uma exposicao de longa duracdo resultou num aumento significativo da secrecdo de

mucopolissacaridos (AB-positivo) nas minhocas expostas ao solo semi-natural. A utilizacao



destes biomarcadores permitiu avaliar respostas estruturais e funcionais destes organismos
face a exposicdo ao solo de diferentes tipos de pastagem. O solo proveniente da pastagem
com maior manuseio agricola (maior exposicdo a agroquimicos) demonstrou ser menos
prejudicial para E. fetida do que o solo da pastagem semi-natural. Provavelmente isto dever-
se-3a ao facto de, apesar de existirem PTEs no primeiro, as propriedades fisico-quimicas do
solo da pastagem intensiva contribuiram para a retencao dos elementos, alguns deles metais
pesados, diminuindo assim a sua biodisponibilidade. Este trabalho permitiu avaliar o risco da
biodisponibilidade de PTEs existentes nos solos de pastagens vulcanicas, contribuindo para
o desenvolvimento de medidas mitigadoras de efeitos ecotoxicoldgicos em niveis biolégicos

superiores, nomeadamente, eventuais efeitos na saide humana.

Palavras — chave: Agroecossistemas; biodisponibilidade; Eisenia fetida; histologia; metais;

minhocas; solos.



Graphical-abstract

_ SEMI-NATURAL
IAISNILNI

Abstract

The soils of the S3o Miguel Island are naturally enriched with metals due to their volcanic
heritage. In this island, pastures are subjected to different types of agricultural handling,
especially to agrochemical applications, which affect the quality of soils and resident
organisms, such as earthworms. Earthworms are edaphic organisms and therefore important
bioindicators of soil quality. In this study, the main objective was to study the histological
alterations in the earthworm Eisenia fetida (Saying, 1989) exposed to soil from pastures with
distinct agricultural management, using two exposure periods, contributing to the
development of biomarkers to biomonitor the ecotoxicological effects of agricultural
management on soil organisms. A synchronized set of individuals of Eisenia fetida was
monitored at the end of 7 and 56 days of exposure to soil from different pasture types (semi-
natural, permanent and intensive management types). Epidermis and cuticle thicknesses
were measured and secretory activity was analyzed by PAS-AB staining. After the short-term
exposure (7 days) to the semi-natural soil, results showed that the thickness of the epithelia
and cuticle increased significantly. Upon long-term exposure (56 days), the parameter
mucopolysaccharide secretion (AB-positive), was statistically different in semi-natural soil.
The use of these biomarkers allowed to evaluate the structural and functional responses of

earthworms, after exposure to soils from pastures subjected to diferent agricultural



management. This study reveals that, the soil with higher agricultural management (higher
exposure to agrochemicals) despite being contaminated with PTEs, is less harmuful than the
soil from the semi-natural pasture. The physico-chemical properties of the former favour the
retention of these metals, decreasing their bioavailability to soil organisms. This work
allowed to evaluate the risk of of the analysed PTEs bioavailability in volcanic pasture sails,
contributing to the development of mitigation measures of the potential ecotoxicological

effects at higher biological levels, namely those regarding human health .

Keywords: Agroecosystems; bioavailability; earthworms; Eisenia fetida; histology; metals;

soils.
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1. Enquadramento e pertinéncia do trabalho

Este trabalho foi desenvolvido no ambito do projeto BIOINVENT - Generic bio-inventory of
functional soil microbial diversity in permanent grassland ecosystems across management
and climate gradients (M1.1.C/2/001/2017), um projeto Europeu aprovado no seguimento
da BiodivERSA COFUND Call 2015-2016 (Tema#l: Understanding and managing the
biodiversity dynamics of soils and sediments to improve ecosystem functioning and delivery
of ecosystem services). Por sua vez, BiodivERSA - the network programming and funding
research on biodiversity and ecosystem services across European countries and territories,
constitui uma ERA-NET co-financiada no ambito do programa-quadro de investigacdo e
inovacdo da Unido Europeia — HORIZON 2020.

O BIOINVENT é um estudo pan-Europeu (desde os Acores até ao norte da Suécia), que
pretende gerar entendimento fundamental sobre a biodiversidade microbiana do solo em
diferentes sistemas de pastagens e seu potencial funcional, ao longo de um gradiente de
manuseio agricola e de fatores agroecoldgicos, por toda a Europa. O conhecimento gerado
permitird desenvolver uma nova e genérica “caixa de ferramentas” ('‘BIOINVENT') para a
monitoracdo da diversidade microbiana do solo e suas propriedades funcionais, tais como as
funcdes de “provisdao”, “suporte” e “regulacdo” em ecossistemas de pastagem na Europa,
em varias escalas espaciais.

O solo tem um efeito considerdvel na saide ambiental e humana. Este é considerado uma
fonte importante de nutrientes no suprimento de alimentos e medicamentos, como os
antibiodticos (Datta et al., 2016; Steffan et. al, 2018). No entanto, pode ser contaminado de
forma natural ou através da atividade antropogénica com elementos quimicos e substancias
nocivas, que em concentragdes téxicas podem causar efeitos negativos na comunidade
biolégica do solo e na saude humana. Por exemplo, as pessoas cuja profissdo esta
diretamenre relacionada com o solo, como agricultores, trabalhadores de construgao civil ou
mineiros tém maior risco de desenvolver problemas de saude por via respiratéria ou
absorgdo cutanea (Farshadirad et al., 2019; Steffan et. al, 2018).

Ao longo das ultimas décadas, o significado para os termos “qualidade” e “saude” dos
solos tem vindo a ser discutido, uma vez que primeiramente este conceito era visto como o
estado do solo em relagdo a produtividade e fertilidade agricola. Mais tarde, em 1994, Doran

e Parkin, ndo sé consideraram que a qualidade dos solos estava relacionada com a sua
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produtividade, como também era importante atentar nas interacdes dos solos com o meio
ambiente, incluindo as implicacdes para a saude humana e animal.

Deste modo, este trabalho enquadra-se no ambito do projeto BIOINVENT, pois pretendeu
estudar os efeitos ecotoxicoldgicos dos diferentes tipos de manuseio agricola das pastagens
num organismo do solo, E. fetida. Os resultados obtidos contribuirdo para o desenvolvimento
de medidas que promovam a saude ambiental e humana, nomeadamente através de uma
producdo sustentavel e de melhor qualidade de alimentos para os humanos.

Neste trabalho foram utilizados solos de pastagens da ilha de Sao Miguel (Agores) como
base de estudo. Devido a sua heranca vulcanica, estes solos sdo enriquecidos naturalmente
com uma enorme variedade de elementos quimicos vestigiais, que conferem propriedades
adequadas a producdo agricola, como a elevada capacidade para retencdo de dgua e o alto
teor de carbono organico (Pacheco et al., 2013). No entanto, considerando o contexto
geoldgico da ilha de S3o Miguel, e tratando-se de uma ilha vulcanica, onde as idades das
unidades geoldgicas podem ser muito diferentes dentro da prépria ilha, hd uma maior
dificuldade na comparacdo entre sistemas agricolas localizados em diferentes unidades
geoldgicas. Desta forma, os solos das pastagens em estudo devem estar localizados dentro
da mesma unidade geoldgica, para uma avaliacdo correta da “saude” do solo, garantindo
assim as mesmas condicOes geoldgicas, diferenciando-se apenas o tipo de manuseio agricola
da pastagem (Parelho C., 2016). Neste trabalho, foram utilizados solos de pastagens da

unidade geoldgica Vulcdo do Fogo, como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1: Localizacdo geografica da origem dos solos recolhidos para este trabalho (Unidade
Geolégica “Vulcdo do Fogo”). Os triangulos representam o local de recolha dos
solos: a vermelho, solo da pastagem semi-natural (Solo SEMI) (37°76'23.2"N, -
25°49'42.3"E), a azul, solo da pastagem permanente (Solo EXT) (37°76'79.1"N, -
25°43'52.0"E) e a verde, solo da pastagem intensiva (Solo INT) (37°76'70.5"N, -
25°43'25.4"E).

Sendo ailha de Sao Miguel a maior ilha do arquipélago dos Agores, e com maior densidade
populacional, contribui com maior sustento de produgao de alimentos e produtos lacteos,
correspondendo a area de pastagem a 61% da darea da ilha (Cruz et al., 2007; Parelho C.,
2016). Para além disso, estas pastagens sao maioritariamente utilizadas para exploragdes
leiteiras, e a produgado de leite resultante das explora¢des agorianas contribui com cerca de
32% para a produgao nacional (INE, 2018).

Pelo exposto, é nesta ilha onde se esperam os maiores distUrbios antropogénicos no solo,
como a aplicagao de agroquimicos resultantes dos diferentes tipos de manuseio agricola das
pastagens. A aplicacdo de agroquimicos nos solos, como fertilizantes e pesticidas, sdo uma
ferramenta Util aos agricultores na prevencgao e correcao de alguns danos nas suas produgdes
agricolas e a respetiva otimizacdo. No entanto, estes produtos apresentam na sua
composicdo, entre outros contaminantes, metais, tais como cddmio e chumbo, que direta

ou indiretamente afetam a saude ambiental e humana (Costa et al., 2008). Estes elementos,
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por vezes em concentracgdes toxicas, depositam-se nos solos, podendo afetar diretamente
os organismos la existentes e os servicos ecossistémicos providos, incluindo a qualidade dos
alimentos produzidos nestes solos. Desta forma, é essencial o estudo da qualidade dos solos
das pastagens acorianas, sabendo que existem diferentes tipos de manuseio agricola, que
definem as pastagens como semi-naturais, permanentes e intensivas.

Deste modo, é importante avaliar a pegada metdlica e ecolégica em pastagens sujeitas a
diferentes tipos de manuseio agricola, por forma implementar medidas de gestdo agricola
ajustadas, que permitam a manutencdao do bom estado ambiental do ecossistema agricola
em geral, assim como do solo e dos organismos residentes, em particular. Um solo saudavel
é o pilar para a producdo de alimentos de qualidade (ndo contaminados por PTEs),

permitindo salvaguardar a saide humana e ambiental.
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2. Introdugao

As minhocas sdo invertebrados ectotérmicos pertencentes a classe Clitellata,
caracterizados por possuirem clitelo, estrutura reprodutiva deste tipo de anelideos (Briones
etal.,2018) (Figura 2). Uma das principais caracteristicas destes organismos é a segmentacao
externa e interna, distintiva do filo Annelida. A divisdo ao longo do corpo é marcada por
septos transversais que separam o celoma em cavidades (Edwards & Bohlen, 1996;
Roubalova et al., 2015). O celoma estende-se por todo o comprimento do corpo da minhoca
e é preenchido pelo fluido celdmico, que ajuda na contracdo do tecido muscular (circular e
longitudinal), e por sua vez na sua movimentacao (Edwards & Bohlen, 1996; Kilic et al., 2011).
Em cada segmento, observam-se cerdas laterais quitinosas que aumentam a tragdo ao
substrato. O primeiro segmento corresponde a boca da minhoca, enquanto que o anus
pertence ao ultimo segmento (Figura 2). Estes organismos possuem um sistema vascular
fechado com vaso dorsal e ventral, e um corddo nervoso ventral. No que diz respeito a
reproducdo, estes organismos sdo hermafroditas, e a sua estrutura reprodutiva é apenas
definida quando atingem a maturidade, designada de clitelo (Morris et al., 1985; Sharma et
al., 2005; Sivakumar et al., 2015). Quanto ao sistema digestivo, as minhocas alimentam-se
essencialmente de matéria organica e possuem um sistema digestivo relativamente simples
constituido por: boca, faringe, eséfago, moela, papo e intestino (Edwards & Bohlen, 1996;
Sharma et al., 2005). Uma caracteristica importante do intestino é a presenca de glandulas
calciferas no esofago, que secretam carbonato de célcio para o interior do instestino, ndo
para serem reabsorvidos, mas atuando de forma alternativa a eliminar o CO; proveniente da
respiragdo cuticular. A parte superior dorsal do lumen intestinal, na qual se encontra uma
crista ou dobra, é designada por tiflossolo, cuja fungdo é aumentar a superficie de absor¢ao
intestinal (Edwards & Bohlen, 1996) (Figura 2).

O tegumento das minhocas é constitituido pela epiderme, que consiste numa Unica
camada epitelial ou pseudoestratificada, que varia entre 50 a 70 um de espessura, e por uma
cuticula fibrosa suprajacente. Subjacentes a epiderme encontram-se os tecidos conjuntivo e
muscular que formam a maior parte da parede do corpo da minhoca (Coggeshall et al., 1966;

Licata et al., 2002; Wang et al., 2011) (Figura 2).
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Figura 2: a) Morfologia externa de uma minhoca pertencente a classe Clitellata. b) Seccdo
transversal diagramatica de Eisenia fetida: C+E - cuticula e epiderme; MC - musculo
circular; ML— musculo longitudinal; VD - vaso dorsal; VV - vaso ventral; T - tiflossole;
| - cavidade intestinal; El - epitélio intestinal; N - nefrideo; CNV - corddo nervoso

central.

No que diz respeito ao epitélio epidérmico, este é constituido por células de suporte
(colunares), células basais (confinadas as regiGes basais) e por dois tipos de células
caliciformes secretoras de muco: células ortocromaticas e células metacromaticas
(Coggeshall et al., 1966; Licata et al., 2000; Licata et al., 2002; Cunha et al., 2011; Briones et
al., 2018). Também, segundo alguns autores, é possivel encontrar células sensoriais, células
especializadas semelhantes a células neuroenddcrinas, com fungdes nao sé secretoras mas
também recetoras de estimulos. O controlo deste tipo de secrecao é modulado por
substancias bioativas, como a serotonina, endotelina e a enolase especifica de neurdnios
(encontradas nas células epidérmicas de Lumbricus terrestris), uma vez que as células
glandulares ndo estdo associadas a terminagdes nervosas (Licata, et al.,, 2000, 2002;

Mastrodonato et al., 2005; Wang et al., 2011; Zhang et al., 2015).
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No que diz respeito a secrecdo mucosa, as células secretoras podem ser classificadas
como: células ortocromaticas — complexo de mucopolissacaridos, proteinas e lipidos neutros
(definidas como tipo 1), e células metacromdticas — secretam mucinas carboxiladas,
levemente sulfatas (definidas como tipo Il, Il e IV). As células ortocromaticas ou células do
tipo |, sdo pequenas células com secrecdes proteicas granulosas, que se estendem a toda a
altura do epitélio, homogeneamente coradas de azul com a utilizacdo de azul de toluidina.
As células metacromaticas ou do tipo Il, sdo células com secre¢Ges granulares finas, restritas
a regido dorsal do individuo, com intensa metacromasia roxa. As células do tipo Il
apresentam metracromasia rosa intenso, com granulos bem definidos. Este tipo de células
secretam mucosubstancias acidas, resultante da mistura de granulos sulfatados com nao
sulfatados. As células do tipo IV situam-se na regido ventrolateral e ventral do organismo, e
sdo coradas de rosa claro correspondente a substancias mucosas do tipo sulfatada (Morris
et al., 1985; Mastrodonato et al., 2005).

De uma forma generalizada, o muco secretado por estas células é responsdvel pela
protecdo contra a desidratacdo e o desequilibrio metabdlico, absorcdo de metabolitos e
protecdo contra parasitas (Mastrodonato et al., 2005; Wang et al., 2011; Zhang et al., 2015).

Como referido anteriormente, a camada epitelial é coberta por uma cuticula composta
por fibras de colagénio inseridas numa matriz amorfa (Coggeshall et al., 1966; Mastrodonato
etal., 2005). As fibras colagénicas da cuticula sdo originadas e alinhadas por células epiteliais,
e ndo por células de origem mesenquimatosa, como nos vertebrados (Coggeshall et al., 1966;
Briones et al., 2018). A cuticula é um fator importante na avaliacdo da qualidade do solo no
que respeita aos efeitos de eventuais contaminantes nestes organismos, visto que esta é
uma barreira significativa a difusdao de moléculas hidrofilicas que poderiam ser rapidamente
transportadas pela epiderme. Assim, a cuticula juntamente com a secre¢dao mucosa do
epitélio aumenta a resisténcia ao fluxo transintimal (Briones et al., 2018).

Quanto ao nivel ecoldgico, as minhocas podem ser classificadas em trés grupos: a)
epigéicas, minhocas que habitam em solos superficiais e com ciclos de vida curtos; b)
endogéicas, minhocas que habitam em solos com profundidades entre os 10 a 40 cm e com
longevidade intermédia; e c) anécicas, minhocas que podem ser encontradas em solos mais
profundos (Steffen et al., 2013; Zhang et al., 2015).

Estes organismos sdao considerados engenheiros ecoldgicos, uma vez que modificam a

distribuicdo dos nutrientes e a sua disponibilidade aos outros organismos, produzindo efeitos
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significativos na estrutura e propriedades fisicas do solo, devido a sua atividade de
locomocdo, alimentacdo e respiracdo (Licata et al., 2000; Cunha et al., 2011; Ahmed et al.,
2013; Datta et al., 2016). Além disso, as minhocas representam cerca de 80% da biomassa
de invertebrados terrestres, sendo capazes de: i) promover o enriquecimento e fertilidade
dos solos através da decomposicdo de matéria organica e agregacao do solo; ii) aumentar a
biodisponibilidade de nutrientes, promovendo a fertilidade quimica do solo; iii) fixar o azoto
biodisponivel para as plantas; iv) reduzir produtos téxicos no solo; e, v) aumentar o
escoamento, infiltracdo e arejamento dos solos, através da atividade de escavacao
(Sivakumar et al., 2015). No entanto, a aplicacdo de agroquimicos, numa determinada
concentracdo e tempo de exposicdo, afeta o comportamento, a reproducdo, as funcdes
neuroldgicas e a atividade celular das minhocas, tanto na forma direta (absorcdo de
particulas dissolvidas no solo por meio da cuticula), como na forma indireta (bioacumulacao
de residuos por diferentes vias), podendo até mesmo aumentar a taxa de mortalidade, e
assim conduzir a um desequilibrio ecolégico que podera afetar os servicos ecossistémicos
providos, por exemplo, pelas pastagens (Papini et al., 2004; Yasmin et al., 2007; Kili¢ et al.,
2011; Zeng et al., 2011; Ahmed et al., 2013; Sivakumar et al., 2015; Datta et al., 2016). Tal
acontece, uma vez que aquando da aplicacdo de pesticidas numa area florestal, por exemplo,
cerca de 25% alcanca a folhagem das arvores, 1% atinge o inseto alvo e aproximadamente
30% afeta o solo, sendo que o restante é disperso na atmosfera e nas aguas superficiais ou
subterraneas (Steffan et. al, 2018).

O tegumento das minhocas é a barreira mais proxima do solo, e é altamente permeavel.
Assim, este serve de superficie respiratdria e via de captagao de metais presentes no solo
(Cunha et al., 2011). As propriedades fisico-quimicas do solo, como o pH, a concentragdo de
matéria organica, a capacidade de troca de catibes, potencial de oxida¢dao-reducao, teores
de argilas, carbonato de cdlcio (CaCO:s), ferro (Fe) e 6xidos de manganés (MnQO), afetam o
comportamento de adsorg¢dao, e consequentemente a biodisponibilidade de elementos
potencialmente tdxicos no solo, como por exemplo metais pesados (Kennette et al., 2002;
Usman et al., 2008).

O pH do solo é muito importante na determinagao da especiagdao de metais, solubilidade
de superficies minerais, e até na mobilidade e eventual biodisponibilidade de metais pesados
devido ao seu efeito de solubilidade nos solos (Aydinalp et al., 2003). Existe uma correla¢cao

negativa entre o pH e a mobilidade e disponibilidade de metais pesados para os organismos
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residentes do solo (animais e plantas). Ou seja, a disponibilidade destes elementos aumenta
com a diminuicdo do pH do solo, aumentando assim a sua absorc¢do pelos organismos do
solo. Por outro lado, a existéncia de minhocas no solo contribui para um aumento de pH,
devido a excrecdo de compostos de calcio no meio envolvente, logo os elementos quimicos
existentes ficardo menos biodisponiveis aos outros organismos do solo (Wen et al., 2004;
Yasmin et al., 2007). Contudo, a bioacumulacdo e a biomagnificacdo destes elementos
através da cadeia trofica podera conduzir a um eventual risco para a saude publica (Braillier
etal., 1996, Oliver et al., 1996; Zeng et al., 2011).

Para além do pH, a concentracdo de matéria organica no solo é determinante na
disponibilidade de metais pesados, pois é um fator contribuinte para a capacidade dos solos
em reter metais de forma permutdvel, uma vez que fornece a solu¢do do solo elementos
qguimicos com funcdo quelante (McCauley et al., 2009).

O principal objetivo deste trabalho consistiu na avaliacdo dos efeitos ecotoxicoldgicos em
E. fetida decorrentes da exposicao destes anelideos a solos de pastagens sujeitas a diferentes
tipos de manuseio agricola. Para tal, foram analisadas, em contexto laboratorial, alteracées
histologicas (espessura da epiderme e atividade secretora) em E. fetida decorrentes de uma
exposicao a curto-termo, considerada aguda (7 dias), e de uma exposicdo a longo termo,
considerada cronica (56 dias), a solo de pastagens sujeitas a diferentes tipos de manuseio
agricola (semi-natural, permanente e intensivo). A espécie bioindicadora utilizada, Eisenia
fetida (Saying, 1989), é considerada como organismo padrao para testes ecotoxicoldgicos

pela OECD (2004).
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3. Metodologia

3.1 Solos (Recolha, propriedades fisico-quimicas e concentragdo de elementos

potencialmente téxicos [PTEs])

Para este estudo foram considerados trés solos experimentais. Estes solos distinguem-se
entre si pelo tipo de manuseio agricola a que estdo sujeitas as pastagens da ilha de Sao
Miguel: a) solo proveniente de pastagens intensivas (INT) - solo exposto a um elevado
manuseio agricola, com aplicacdo regular de agroquimicos e sujeito a pastoreio intensivo; b)
solo proveniente de pastagens permanentes ou extensivas (EXT) - solos em que a aplicacdo
de agroquimicos é mais reduzida, assim como a intensidade de pastoreio; e c) solo
proveniente de pastagens semi-naturais (SEMI) - solos sujeitos a um pastoreio esporadico (2
a 3 vezes no ano) e, geralmente, sem aplicacdao de agroquimicos.

As amostras de solo foram recolhidas da camada superficial do solo (entre 0 a 20 cm de
profundidade), de forma aleatéria e sistematica. Em cada pastagem, foram colhidos no total
16 sub-amostras, formando 4 amostras compostas de solo para cada tipo de manuseio
agricola e periodo de exposicdo. Para cada local, as propriedades fisico-quimicas do solo
(matéria organica do solo, fracdo de argila-silte, pH e condutividade elétrica) foram
analisadas em quadruplicado, seguindo os procedimentos recomendados e a metodologia
oficial portuguesa (LNEC, 1967a, 1967b). As mesmas analises foram efetuadas para o solo
utilizado como controlo neste estudo (solo LUFA).

Foram determinadas, por Espectrofotometria de Massa com Plasma Acoplado
Indutivamente (IPS/MS) e Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP/OES; Activation Laboratories Ltd., Canadd), as concentragGes nos solos
dos seguintes PTEs: cobre (Cu), litio (Li), crdmio (Cr), vanadio (V), manganés (Mn), cobalto
(Co), zinco (Zn), arsénio (As), molibdénio (Mo), cadmio (Cd), rubidio (Rb), uranio (U), chumbo
(Pb) e mercurio (Hg). O controlo de qualidade foi assegurado pela analise de amostras

duplicadas, brancos e materiais de referéncia (GXR-1, GXR-4, GXR-6 e USGS SAR-M).

3.2 Organismo de estudo

Para este trabalho, o organismo de estudo utilizado foi a minhoca da espécie Eisenia fetida
(Saying, 1989), visto que esta ndo sé pode ser facilmente multiplicada em laboratério, com
um ciclo de maturag¢do curto e com taxas de reproducdo elevadas (Booth et al., 2001; Yasmin
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et al., 2007; Datta et al., 2016), como também por ser um organismo edafico, e por isso ser
um otimo bioindicador de exposicdo a contaminantes do meio envolvente. Assim, foi
constituida uma cultura sincronizada com um total de 819 minhocas adultas (4 meses de
idade), com peso compreendido entre os 300 e os 600 mg por individuo. Esta populacdo
stock foi mantida em condigdes laboratoriais de temperatura (20 + 1 ° C), fotoperiodo (16 hL:
8 hD) e em substrato padronizado a 40% de humidade, de acordo com a diretiva OECD 222
(OECD, 2004). A populagao stock de minhocas foi mantida em substrato composto por uma
mistura de turfa e estrume de cavalo (50:50), e CaCOs (para ajuste de pH entre 6 e 7). Este
substrato foi semanalmente hidratado (para padronizacdo da humidade) e o pH foi

monitorizado e corrigido, quando necessario.

3.3 Exposi¢ao Laboratorial

Antes doinicio da exposicdo laboratorial de E. fetida aos solos experimentais, as minhocas
foram aclimatadas num solo natural ndo contaminado (LUFA 2.2, Speyer), com
caracteristicas arenosas e argilosas (1,93% carbono orgéanico e pH-CaCly 5,5), nas condicGes
experimentais definidas no ponto 3.2. As minhocas foram removidas do contentor de
aclimatizacdo, agrupadas aleatoriamente em grupos de 13 individuos e expostas a 1000 g de
cada solo experimental [doravante designados de semi-natural (SEMI), permanente (EXT) ou
intensivo (INT), consoante a respetiva pastagem de proveniéncia], em caixas plasticas de
acrilico transparente (19,5 cm x 15 cm x 10 cm), cobertas com uma malha de nylon de 300
pum. Os ensaios foram realizados nas mesmas condicdes para o solo LUFA 2.2 (Speyer), usado
como controlo neste estudo.

Foram efetuados 4 replicados (caixas) para cada solo experimental (SEMI, EXT e INT) e 3
replicados (caixas) para o solo LUFA (controlo).

Neste estudo, foram considerados dois periodos de exposicdo (7 e 56 dias, exposicdo
aguda e exposicdo crénica, respetivamente), para além do periodo correspondente ao inicio
do ensaio, utilizado como referéncia experimental (t = 0 dias). Ao fim de 7 e 56 dias de
exposicdao, as minhocas foram removidas de cada caixa e mantidas em papel de filtro
humedecido durante 24 h, para permitir a libertacdo do conteldo intestinal antes do
processamento histolégico. No fim de cada periodo (t=0,t =7 e t = 56 dias) foram usadas 3

minhocas para a andlise histomorfométrica, sendo que as restantes foram destinadas a
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outros ensaios ecotoxicoldgicos no ambito do projeto BIOINVENT, como ilustrado na Figura
3.

Todo o ensaio decorreu a 20 + 1 2 C, com fotoperiodo 16 hL: 8 hD, de acordo com as
condicdes descritas no ponto 3.2. Durante o ensaio, as minhocas foram semanalmente
suplementadas com 5 g de estrume de cavalo esterilizado (por caixa) e cada caixa foi

monitorizada para perda de humidade (correcdo com agua destilada).
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Figura 3: Esquema representativo do procedimento experimental. Numa primeira fase, as
minhocas foram aclimatadas no solo LUFA durante uma semana. De seguida, as
minhocas foram distribuidas aleatoriamente em caixas por tempos de exposicdo e
por diferentes tipos de solo experimental. A letra “n” corresponde ao numero de

de minhocas utilizado para analise histomorfométrica.

3.4 Processamento Histologico

De cada uma das minhocas selecionadas para o estudo histomorfométrico foi retirada
uma porgao poés-clitelo de cerca de 0.5 cm, fixada em formaldeido tamponado a 4%, seguido
de processamento histoldgico, utilizando etanol como agente desidratante, xileno como

agente diafanizante e, por fim, impregnacdao em parafina e inclusdo em blocos. Apds a
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obtencdo dos blocos, realizaram-se cortes transversais de 4 um de espessura (no minimo de
10 cortes por individuo). Por fim, para ser possivel uma andlise dos mucopolissacaridos
neutros e dos acidos, foi realizada a Colorac3do Acido Periédico-Schiff — Azul de Alcian (PAS-
AB) (metodologia descrita no Anexo 1). A Coloracdo Acido Periddico-Schiff (PAS) tem
afinidade por glicoconjugados neutros, corando-os de magenta, enquanto que a Coloracao
Azul de Alcian (AB), a pH 2.5, evidencia os mucopolissacaridos 4cidos e mucinas acéticas,
corando-os de azul (Cinar et al., 2014). Apds a coloracdo, as preparacdes foram montadas

em resina (DPX).

3.5 Analise Histomorfométrica

Para a analise histomorfométrica, foram realizadas medicdes (duas réplicas [cortes] de
cada medicdo por individuo) através do software Image Pro-Plus com ampliacdo de 400x. Foi
obtida a espessura do epitélio e da cuticula, as quais foram medidas em quatro sec¢bes do
corte (duas na regido dorsal e duas na regido ventral), por cada réplica (Figura 4); foi também
calculada a proporcao de espaco ocupado pelas diferentes células glandulares de acordo com

o tipo de secrecao PAS-positivo (de cor magenta) e AB-positivo (de cor azul).

Figura 4: 1A. Esquema de um modelo de minhoca em corte transversal. Medi¢Oes efetuadas
em A e D correspondem a regidao dorsal, e em B e C correspondem a regiao ventral.
1B. Exemplificacdo da medicdo de espessura do epitélio (1) e cuticula (II) num corte

transversal de Eisenia fetida.

A proporc¢ao de espac¢o ocupado pelas diferentes células glandulares foi obtida a partir do

espaco linear ocupado por cada tipo celular num comprimento constante de 280 um.
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Posteriormente foi-lhes atribuido o valor de 0 a 4 correspondente a propor¢do aproximada

entre 0 e 100%, como indicado na tabela 1.

Tabela 1: Categorias atribuidas (0 a 4) as proporcdes (0 — 100%) de cada tipo de secrecdo:

PAS-positivo (magenta) e AB-positivo (azul).

Valor atribuido | Propor¢ao aproximada
0 0%
1 1-19%
2 20-49%
3 50-79%
4 80 -100%

3.6 Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Kolmogorov-Smirnov.
Verificou-se a homogeneidade de variancias através do teste de Levene. Sempre que
necessario, os dados foram transformados por log x. Os dados referentes a espessura do
epitélio e da cuticula foram analisados através do Teste de Tukey e o Teste-t. A distribuicdo
de frequéncias e as proporgoes associadas ao tipo de secrecdo foram comparadas através do
teste de Mann-Whitney e do teste de Qui-Quadrado, respetivamente. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS 23.0, assumindo-se uma

significancia estatistica de 5%.
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4. Resultados

4.1 Andlise dos Solos Experimentais

Através da Tabela 2 é possivel analisar as concentracdes de PTEs presentes nos solos
experimentais. Desta forma, verifica-se que o solo semi-natural contém um maior nimero
de PTEs com concentracdes elevadas (V, Co, Ni, Cu, Zn, Mo, Pb e Cr), relativamente aos
restantes solos experimentais. No que diz respeito as propriedades fisico-quimicas dos solos,
verifica-se que o pH dos diferentes solos experimentais varia entre 5.5 e 5.9, sendo todos
eles solos acidos. Contudo, a condutividade elétrica é mais elevada no solo intensivo do que
nos restantes solos, a percentagem de argila-silte é maior no solo semi-natural e a
percentagem de matéria organica é mais elevada no solo intensivo do que nos restantes

solos (Tabela 2).

Tabela 2: Média (+ DP) da concentra¢do de PTEs (mg.kg™, d.w.) em amostras dos solos
experimentais: semi-natural (SEMI), permanente (EXT) e intensivo (INT). Valores médios (*

DP) das propriedades fisico-quimicas dos solos: LUFA (Speyer), SEMI, EXT e INT.

Concentragoes de PTEs (mg.kg™1, d.w.)

Solo \" Mn Co Ni Cu Zn As Rb Mo cd Pb U Hg Li Cr

27.50 | 494.05 | 3.18 | 7.80 | 4.50 | 66.95 | 0.68 | 10.73 | 2.69 | 0.11 6.05 | 2.63 | 0.05 | 5.03 | 16.50
SEMI + + + + +
412 | 17587 | 1.08 | 3.03 | 1.28 | 1356 | 0.46 | 093 | 0.51 | 0.05 0.95 | 0.40 | 0.02 | 0.05 | 3.32

H
H
H
H
H
H+
H+
+
+
H+

7.50 { 496.50 § 1.08 | 2.68 | 2.03 | 47,53 | 2.85 || 23.30 | 2.45 0.16 540 | 3.05 | 0.05 | 5.15 J 11.25

EXT + + + + + + +

+
+
+
+
+
+
+
+

1.92 91.70 § 0.50 | 1.63 0.62 3.83 | 0.87 | 19.81 | 0.73 0.04 0.80 | 0.59 | 0.01 § 0.26 | 2.06

9.25 120 | 230 | 203 | 47.43 | 7.90 | 23.98 032 | 595 | 370 | 010 | 443 | 12.75
438.25 1.88
INT + + + + + + + ¥ + + + + + +
+6.02 T
0.96 013 J 034 | o062 | 134 | 153 3122 | 014 002 | 013 J o014 ] 001 o019 | 150

Propriedades Fisico-quimicas

Solo pH Condutividade elétrica (uS cm™?) Argila - Silte (%) Matéria organica (%)
LUFA 56+ 04 9.2+1.4 N/A 1.71+£0.3
SEMI 5.6x0.2 8.0x£1.2 24111 43+24
EXT 5.5%0.2 9.8+2.0 1.9+0.3 54+19
INT 59+0.3 13.2+£13 19+14 6.1%t25
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4.2 Analise dos Biomarcadores

4.2.1 Espessura do Epitélio

Podemos verificar que aos 7 dias ha um aumento da espessura do epitélio em todos os
tipos de solo experimental em relacdo ao controlo (TO LUFA), embora este aumento so seja
significativo nas minhocas provenientes dos solos semi-natural e permanente (Figura 5). Aos
56 dias, a espessura do epitélio diminui em todos os tipos de solos, a excecdo do solo
permanente, em relacdo ao TO LUFA; contudo, as diferencas observadas ndo sdo significativas

(ANOVA, F [4,43 = 0,464], P = 0,761) .
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Figura 5: Espessura (média * EP) do epitélio de E. fetida no inicio do ensaio (controlo TO LUFA
— barra verde) e apds exposicdo durante 7 dias (barras a laranja) a diferentes tipos de
solo. Para cada barra, letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre

grupos estudados (Teste de Tukey, P < 0.05).

Ao analisar as diferencas da espessura do epitélio entre os tempos de exposicdo para cada
tipo de solo (Figura 6), é possivel verificar que, independentemente do solo experimental, a
espessura do epitélio diminui ao fim de 56 dias de exposicdo. No entanto, esta diminuicao
apenas foi significativa nas minhocas expostas ao solo da pastagem semi-natural (P = 0,002,

teste-t).
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Figura 6: Espessura (média = EP) do epitélio de E. fetida para cada tipo de solo ao fim da
exposicdo de t = 7 (barras a laranja) e de t = 56 dias (barras a azul). Para cada tipo
de solo, as diferentes letras entre barras representam as diferencas significativas

entre os tempos de exposicao (Teste-t, P < 0.05).

4.2.2 Espessura da Cuticula

Em relacdo a variavel cuticula, na figura 7, podemos verificar que aos 7 dias ha um aumento
da espessura da cuticula em todos os tipos de solo em relacdo ao inicio do ensaio (TO LUFA);
contudo este aumento apenas foi significativo nas minhocas provenientes do solo semi-
natural. Aos 56 dias, a espessura da cuticula aumentou em todos os tipos de solos em relacdo

ao TOLUFA; contudo, as diferengas observadas ndo sao significativas (ANOVA, F [4,43 = 2,086],
P=0,099).
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Figura 7: Espessura (média + EP) da cuticula de E. fetida no inicio do ensaio (controlo TO LUFA
— barra verde) e ap6s exposicdo durante 7 dias (barras a laranja) a diferentes tipos
de solo. Para cada barra, letras diferentes correspondem a diferencas significativas

entre grupos estudados (Teste de Tukey, P < 0.05).

Ao analisar as diferencas da espessura da cuticula entre os tempos de exposicao para cada
tipo de solo (Figura 8), é possivel verificar que para os solos LUFA e permanente, ao fim de 56
dias, a espessura da cuticula aumentou; contudo, as diferencas ndo sdo significativas (t [10 =
-1,116], P=0,291 e t [22 = -0,670], P = 0,510, respetivamente). Para os solos semi-natural e
intensivo espessura da cuticula diminuiu ao fim de 56 dias, sendo que esta diminuicdo foi
significativa nas minhocas expostas ao solo da pastagem semi-natural (P = 0,007, teste-t),
enquanto que no solo de pastagem intensivo nao foram observadas diferencas significativas

(t[23=0,665], P=0,513).
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Figura 8: Espessura (média £ EP) da cuticula de E. fetida para cada tipo de solo ao fim da
exposicdo de t = 7 (barras a laranja) e de t = 56 dias (barras a azul). Para cada tipo
de solo, as diferentes letras entre barras representam as diferencas significativas

entre os tempos de exposicao (Teste-t, P < 0.05).

4.2.3 Secregao de origem colagénica (PAS-positivo)

No que diz respeito a distribuicdo de frequéncias absolutas de cada classificacao
atribuida ao tipo de secrecdo PAS-positivo (0,1, 2, 3 e 4) para os diferentes tipos de
manuseio agricola em diferentes periodos de exposicdo (grupos de estudo), o solo
intensivo aos 7 dias (T7 INT) apresenta uma distribuicdo significativamente diferente de

TO LUFA, T7 LUFA, T56 SEMI, T56 EXT e T56 INT (Figura 9).

33



GRUPO
TOLUFA T7LUFA T7SEMI  T7EXT  T7INT TS56LUFA TS56SEMI TS56EXT T56INT

ad bd bc abcd c abcd ad ad ad

307 .

Contagem

104

1 LI |
1234 01234 01234 01234 01234

C —

=
]
[F5)
.
o=
-
]
]
.

Figura 9: Distribuicdo de frequéncias absolutas de cada classificacdo atribuida ao tipo de
secrecao PAS-positivo do epitélio de E. fetida nos diferentes tipos de grupos de
estudo. Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre grupos

estudados (Teste de Mann Whitney, P < 0.05).

De uma forma geral, o grupo de estudo onde houve maior secrecdo PAS-positivo
(classificacdo 4) foi o do solo intensivo aos 7 dias (T7 INT = 28,10%), sendo este

significativamente diferente dos grupos TO LUFA, T7 EXT, T56 LUFA, T56 SEMI e T56 EXT

(Figura 10).
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Figura 10: Proporcdes (%) do tipo de secrecdo PAS-positivo do epitélio de E. fetida nos
diferentes grupos de estudo. Na tabela, estdo apresentadas as percentagens
relativas de cada classificacdo atribuida ao tipo de secrecao PAS-positivo, para cada
grupo estudado. Letras diferentes correspondem a diferengas significativas na
proporcao de cada classificagcdo entre os grupos estudados (Teste de Qui-Quadrado,

P <0.05).

4.2.4 Secre¢ao de mucopolissacaridos acidos (AB-positivo)

No que diz respeito a distribuicdo de frequéncias absolutas de cada classificacdo
atribuida ao tipo de secrecdo AB-positivo (0,1, 2, 3 e 4) para os manuseios agricolas em
diferentes periodos de exposicao (grupos de estudo), o solo semi-natural aos 56 dias (T56
SEMI) apresenta uma distribuicdo significativamente diferente de todos os grupos em

estudo, a excecdo dos solos permanente e intensivo aos 56 dias (Figura 11).
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Figura 11: Distribuicdao de frequéncias absolutas de cada classificacdo atribuida ao tipo de
secrecao AB-positivo do epitélio de E. fetida nos diferentes tipos de grupos de estudo.
Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre grupos estudados

(Teste de Mann Whitney, P < 0.05).

O grupo de estudo onde houve maior secrecao AB-positivo (classificacdo 4), foi o do solo
semi-natural aos 56 dias de exposicdo (T56 SEMI = 47,90%), sendo este significativamente
diferente de todos os restantes grupos de estudo a excecdo de T7 EXT, T56 EXT e T56 INT
(Figura 12).
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Figura 12: Proporcdes (%) do tipo de secrecdo AB-positivo do epitélio de E. fetida nos

diferentes tipos de grupos de estudo. Na tabela, estdo apresentadas as

percentagens relativas de cada classificacdo atribuida ao tipo de secrecdo azul, para

cada tipo de grupo estudado. Letras diferentes correspondem a diferencas

significativas na proporcdo de cada classificacdo entre os grupos estudados (Teste

de Qui-Quadrado, P < 0.05).
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5. Discussao

O solo semi-natural é aquele que apresentou uma maior concentracdo de PTEs (Tabela 2),
entre eles: vanadio (V), cobalto (Co), niquel (Ni), cobre (Cu), zinco (Zn) e cromio (Cr). De acordo
com Neuhauser (1985), os elementos-traco Cu, Zn e Ni sdo também considerados metais
pesados com maior toxicidade para as minhocas (Cu > Zn > Ni, ordem decrescente de
toxicidade), podendo causar reducdo ou a erradicacdo da populacdo destes organismos no
solo. Contudo, os metais Cu e Zn sdo considerados oligoelementos essenciais ao equilibrio
metabdlico humano. Por exemplo, o Zn participa como cofator de varias enzimas que ajudam
na resposta ao sistema imunoldgico (Steffan et. al, 2018). Note-se que para qualquer

III

elemento essencial, existe uma concentracdo “ideal” que contribui para o bom
funcionamento do metabolismo humano, como também o suprimento ou excesso desses
elementos, num determinado grau de exposicdo tornam-se toxicos, podendo resultar em
morbilidade e em alguns casos em mortalidade.

De acordo com o observado por Sivakumar et al. (2015), as concentracées de PTEs
analisados nos solos experimentais deste trabalho ndo sdo consideradas letais para a espécie
E. fetida. No entanto, é importante referir que a biodisponibilidade e toxicidade destes metais
para as minhocas, ndo depende apenas da concentracdo total dos metais existentes nos solos,
mas também das propriedades e das caracteristicas fisicas e quimicas dos mesmos [como por
exemplo a textura, o pH, a quantidade de matéria organica, condutividade elétrica (Kennette
etal.,, 2002; Aydinalp et al., 2003; Amaral et al., 2006; Usman et al., 2008; Cunha et al., 2011;
Zeng et al., 2011; Sivakumar et al., 2015)].

Os metais pesados podem estar presentes no solo sob diversas formas e em varios niveis
de solubilidade, que os tornam mais ou menos biodisponiveis para os organismos: a)
dissolvidos (em solucdo no solo); b) permutdveis (em componentes orgadnicos e inorganicos);
c) em componentes estruturais de redes de minerais dos solos; d) sob forma de precipitados
insolUveis com outros componentes do solo. Nas duas primeiras formas, os metais
encontram-se mais biodisponiveis para os organismos, enquanto gue nas ultimas duas sé
estdo disponiveis a longo prazo (Aydinalp et al., 2003; Zeng et al., 2011). Assim, a capacidade
de um organismo absorver um determinado metal depende principalmente da sua
mobilidade e biodisponibilidade no solo. De uma forma geral, os metais podem ser retidos no

solo por diferentes mecanismos como a adsorcdo e precipitacdo. Por exemplo, a elevada
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capacidade de adsorcao e imobilizacdo dos metais pesados deve-se ao elevado conteudo de
matéria organica e CaCOs (Usman et al., 2008).

O tipo de solo e a distribuicdo de tamanho de agregados também s3o fatores importantes
para avaliar as concentra¢cfes de metais nos solos (Qian et al., 1996; Farshadirad et al., 2019).
A maior concentracdo de metais pesados é evidenciada quando o solo é constituido por
fracbes granulométricas mais finas, devido ao aumento das areas superficiais, maior teor de
argila e matéria organica (Qian et al., 1996). De acordo com Huang et al. (2014), as particulas
mais finas favorecem a acumulag¢do do metal, uma vez que as condi¢ées do solo promovem a
precipitacdo, a adsorcdo e a formacdo de complexos em agregados minerais organicos. Por
outro lado, nos solos em que as fragcdes granulométricas sdo maiores, os metais pesados
estardao mais biodisponiveis para os organismos (Farshadirad et al., 2019).

A quantidade de matéria organica é também um fator importante na mobilidade e
disponibilidade de metais pesados no solo. Este fator ndo sé atua na formacao de complexos,
como também tem um papel importante na retencdo dos metais pesados na sua forma
permutavel (Aydinalp et al.,, 2003). Por exemplo, a matéria organica particulada e os
argilominerais utilizam hidréxidos de Fe e Mn para formar complexos. No caso dos
argilominerais, estes possuem capacidade de troca idnica devido a presenca de cargas
elétricas, maioritariamente negativas com o aumento do pH do meio. Aquando da dissolucdo
dos radicais COOH" e OH em &gua, sdo originados compostos organicos sintetizados por
microrganismos (acidos humicos e fulvicos) com capacidade de adsorver e quelar os metais
(Aydinalp et al., 2003; Souza et al., 2015).

Como referido anteriormente, quando os metais se encontram na sua forma dissolvida ou
permutavel e os solos apresentam pouca quantidade de matéria organica, os metais pesados
tornam-se mais biodisponiveis a absor¢do (Aydinalp et al., 2003; Usman et al., 2008; Zeng et
al., 2011). Neste trabalho, o solo experimental com menor quantidade de matéria orgéanica e
com maior percentagem de argila-silte era o solo semi-natural (4.3% + 2.4 e 2.4% + 1.1,
respetivamente) (Tabela 2), o que o torna um solo com maior capacidade de os metais
pesados presentes estarem mais biodisponiveis do que nos restantes solos estudados.

A concentracdo de um metal pesado no solo depende também do equilibrio de pH entre
a solucdo do solo e a fase solida (Aydinalp et al., 2003; Zeng et al., 2011). Os solos tém maior
capacidade de reter os metais pesados quando o pH aumenta (Braillier et al., 1996, Oliver et

al., 1996), e em algumas situagdes quando o pH é ligeiramente alcalino (Aydinalp et al., 2003).
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Logo, a mobilidade e biodisponibilidade dos metais pesados geralmente aumenta com a
diminuicdo do pH do solo. De acordo com o observado por Fuller (1977), em solos acidos, em
gue o pH variava entre 4.2 e 6.6, os metais Cd, Ni e Zn sdao muitissimo moveis, o Cr tem um
comportamento moderado e o Cu e o Pb sdo praticamente imdveis. Contudo, em solos
neutros e alcalinos, em que o pH variava entre 6.7 a 7.8, o Cr é altamente médvel, Cd e Zn sdo
moderadamente méveis e Ni é imdvel. De acordo com Cunha et al. (2011), quando o pH do
solo é relativamente baixo, o aumento da biodisponibilidade destes metais é devido a reducdo
da adsorcdo destes catides divalentes sobre os éxidos de Fe e Mn. Quando existem mudancas
no potencial de oxidacdao-reducdo, ha maior capacidade de solubilizacdo dos metais pesados
e menor capacidade de adsorcdo aos sedimentos, e por isso estes encontram-se mais
biodisponiveis para organismos animais e plantas (Aydinalp et al., 2003; Zeng et al., 2011;
Souza et al., 2015).

Neste trabalho verificou-se que os solos em estudo apresentam um pH similar, sendo
caracterizados como solos acidos (pH entre 5.5 a 5.9). Assim, os metais estariam na sua grande
maioria mais biodisponiveis para os organismos que se encontram nestes solos.

Contudo, o solo semi-natural reline todas as condi¢des para uma maior biodisponibilidade
dos metais para as minhocas, visto ser o solo que tem maior concentracdo de metais mais
téxicos para estes organismos (Cu, Zn e Ni) e com caracteristicas fisico-quimicas suscetiveis a
sua mobilidade e biodisponibilidade, nomeadamente no que respeita a um menor teor de
matéria organica (Figura 13). Note-se que no solo semi-natural, embora ndo tenha aplicacdo
de agroquimicos, esta sujeito a um pastoreio esporadico. Desta forma, os PTEs existentes
neste tipo de solo ndo sdo apenas derivados de natureza vulcdnica, como também advém dos
excrementos dos animais que por |4 sdo apascentados, sendo o estrume animal uma fonte

importante de metais pesados para os solos (Zhang et al., 2012).
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" 1 Biodisponibilidade

Figura 13: Diagrama explicativo das condicdes necessarias (caracteristicas fisico-quimicas do

solo) a biodisponibilidade dos metais pesados para os organismos do solo e plantas.

No que diz respeito ao parametro espessura do epitélio de E. fetida, verificou-se um
aumento significativo ao fim de 7 dias de exposicdo ao solo semi-natural; também, se verificou
um aumento da espessura da cuticula neste grupo de estudo (T7 SEMI). Com o aumento da
espessura do epitélio houve maior producdo da secrecdo de origem colagénica, e por isso
levou ao aumento da espessura da cuticula, uma vez que, a cuticula é constituida por fibras
colagénicas de origem epitelial (Coggeshall et al., 1966). Assim, a espessura da epiderme
aumentou no seu conjunto (epitélio e cuticula) conferindo protecdao mecanica com o meio
envolvente por ser considerada a barreira de contacto (Wang et al., 2011; Cinar et al., 2014).

Sendo E. fetida um organismo pertencente ao nicho ecoldgico epigéico, em que a sua
atividade é limitada a superficie do solo, e por isso mais exposta ao stress ambiental (Briones
etal., 2018), o aumento da espessura do epitélio que se observou nos individuos expostos ao
solo semi-natural provavelmente resultou de uma resposta estrutural da epiderme devido a
proliferacao celular das células epidérmicas, associada a uma protecdo mecanica conferida
pelo aumento da espessura da cuticula, tal como se propde no esquema apresentado na
figura 14. Esta proliferacdo das células epidérmicas poderd ser uma resposta resultante do
“impacto” dos metais presentes no solo, tal como foi observado num estudo com a minhoca

Lumbricus terrestris realizado por Ginther& Greven (1990), em que o numero de células
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epidérmicas aumentou em poucos dias com o “stress” ambiental resultante da exposicdo aos

metais Cd e Pb.
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Figura 14: Fluxograma indicativo das respostas estruturais resultantes do aumento da

espessura da epiderme.

Por outro lado, numa situacdo de exposicao crénica (ao fim de 56 dias), esta resposta
estrutural ndo se mantém, verificando-se que a espessura da epiderme das minhocas
expostas aos solos experimentais é similar a do grupo LUFA (controlo), pelo que parece haver
uma adaptacdo dos organismos a estes solos. No entanto, a semelhanca do solo T7 SEMI, no
solo T56 SEMI, observa-se uma resposta funcional através do aumento da secrecdo de
mucopolissacaridos 4acidos (AB-positivo). Este tipo de secrecdao é composto por
glicosaminoglicanos sulfatados, possiveis candidatos na retencdo de ides de metais pesados
(Cinar et al., 2014). Assim, a secrecdo de mucopolissacaridos acidos funciona como barreira
idnica e defesa quimica face aos metais pesados, devido a sua capacidade seletiva e
tamponante (Cinar et al., 2014; Wang et al., 2015). E efetivamente uma explica¢do vidvel, uma
vez que é neste tipo de solo (semi-natural) onde se encontra uma maior concentracdo de
metais pesados, e por isso haver um resposta funcional através da secrecdo de

mucopolissacaridos acidos face a um ambiente com elementos potencialmente tdxicos.
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6. Conclusoes

A utilizacdo destes biomarcadores (espessuras de epitélio e da cuticula, e atividade
secretora do epitélio tegumentar) permitiu avaliar respostas estruturais e funcionais de E.
fetida face a exposicdo a solos provenientes de diferentes tipos de pastagens. A resposta
estrutural (avaliada pelas alteracGes da espessura do epitélio e da cuticula), constitui uma
resposta rapida, enquanto que a resposta funcional, determinada pelas alteracdes na
atividade secretora, constitui uma resposta lenta.

No que diz respeito a avaliacdo ecotoxicoldgica, os solos com maior manuseio agricola
(maior exposicdo a agroquimicos), permanente (EXT) e intensivo (INT), demonstraram ser
menos prejudiciais para E. fetida comparativamente ao solo semi-natural (SEMI). Embora
parodoxal, este resultado pode ser explicado pelas diferencas observadas nas propriedades
fisico-quimicas dos solos experimentais: apesar de existirem metais pesados nos diferentes
tipos de solo, o menor teor de matéria orgéanica do solo SEMI tera contribuido para a maior
biodisponibilidade de PTEs para os organismo do solo. Nos solos em que ha acdo humana
(manuseio agricola), para além da aplicacdo de agroquimicos (que apontam um impacto
negativo nos solos), hd simultaneamente a aplicacdo de corretivos nos solos e de matéria
organica a fim de melhorar as suas propriedades fisico-quimicas e fertilidade, o que
eventualmente protege os organismos que neles se encontram da excessiva carga metalica
originada pela aplicacdo de agroquimicos.

Em suma, este trabalho ndo sé destaca a importancia da monitorizacdo das propriedades
fisico-quimicas dos solos, como também alerta para a pertinéncia em implementar planos de
biomonitorizacdo numa abordagem ecotoxicoldgica, que possam contribuir com medidas
mitigadoras de efeitos ecotoxicolégicos expressos em niveis bioldgicos superiores (como
animais residentes nestes locais e plantas) e assim tornar uma producdo de alimentos

sustentavel e de qualidade, salvaguardando a saude ambiental e humana.
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8. Anexos
Anexo 1 - Preparacdo dos reagentes Acido Peridédico-Schiff (Bancroft, 2006)
1. Paracada coloracdo, dissolveu-se 2 g de acido periddico para 400 mL de dgua destilada
e guardou-se no frigorifico.
2. Para a preparacdo do reagente de Schiff, aos 400 mL de agua destilada, adicionou-se
2 g de pararosanilina base, quando comecou a ferver.
3. Passados 30 minutos, adicionou-se 4 g de metabissulfato de sdédio, quando a
temperatura desceu aos 602C, e esperou-se 30 minutos.
De seguida, adicionou-se 4 mL acido cloridrico concentrado, a temperatura ambiente.
Guardou-se num local escuro durante a noite.

No dia seguinte, adicionou-se o carvao ativado e agitou-se durante 1 hora.

N o v &

Procedeu-se a filtracdo com filtro de pregas.

Preparacgdo do reagente Azul de Alcian
1. Aos 400 mL de agua destilada, adicionou-se 12 mL de acido
acético (glacial).

2. Em seguida, ajustou-se o reagente azul de alcian a pH 2.5.

3. Adicionou-se 4 g de azul de alcian e procedeu-se a filtragdo

com filtro de pregas (Figura 16). Figura 15 — Filtracgo do Azul
de Alcian com filtro de

pregas.

Procedimento da Coloracao PAS — Azul de Alcian (PAS-AB 2.5)

Passo Reagente Duragao (min.)

1 Xilol | 10

2 Xilol Il 10

3 Alcool absoluto | 2

4 Alcool absoluto Il 2

5 Alcool 96% 2

6 Alcool 70% 2

7 Agua destilada 2

8 Azul de Alcian 15

9 Agua corrente

10 Acido Periddico 5

11 Agua destilada -

12 Reagente Schiff 10

13 Agua Corrente 5 Figura 16 — Procedimento de coloragdo.
14 Alcool 96% 2

15 Alcool 100% 2

16 Alcool 100% 2

17 Xilol | 2
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