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“As coisas tangíveis tornam-se insensíveis à palma da mão.  

Mas as coisas findas, muito mais que lindas, essas ficarão”.  

 
Carlos Drummond de Andrade. 

 

“Das moscas de frutas às doenças autoimunes e ao câncer, 

as proteínas chaperonas são as moléculas maravilhosas 

cativando a imaginação de pesquisadores em toda a 

comunidade científica. Muitas novas avenidas serão abertas 

através do estudo e do entendimento da resposta celular ao 

estresse. Estamos apenas começando a portentosa aventura 

que aguarda nosso descobrimento de como as células lidam 

com o estresse. ”  

Wynn et al, 1994 

 



RESUMO 

 

Grandes quantidades de resíduos diariamente gerados pelas atividades agrícolas, urbanas e 

industriais são disponibilizadas no solo e por esta razão uma atenção especial tem sido destinada 

a essa prática, devido aos problemas ambientais ocasionados por essa disposição. Este estudo 

teve por objetivo avaliar o potencial tóxico da vinhaça de cana-de-açúcar, subproduto da 

indústria sucro-alcoleira, e do biossólido, resíduo gerado pela Estação de Tratamento de Esgoto 

(ETE), ambos comumente empregados como fertilizantes. A avaliação foi feita por meio de 

bioensaios em um animal típico de solo, o diplópodo da espécie Rhinocricus padbergi, exposto 

a solos contendo tais resíduos em concentrações compatíveis com as normas brasileiras para a 

aplicação na agricultura. Foram realizadas análises semiquantitativas da imunomarcação das 

proteínas de estresse celular da família HSP70 no intestino médio dos diplópodos. A resposta 

dos organismos diante da presença dos xenobióticos de ambos resíduos foi um aumento 

considerável da expressão das proteínas HSP70, em regiões celulares com funções de 

detoxificar o órgão, como como a camada de células hepáticas, bem como regiões específicas 

de células presentes no epitélio. Foi observada maior imunomarcação na exposição à vinhaça 

em relação ao biossólido. Concluiu-se que as substâncias presentes nos resíduos testados 

apresentaram ação proteotóxica para os animais expostos e induziram resposta citoprotetora, 

levando a uma maior imunomarcação de proteínas de estresse celular e, portanto, sugere-se 

cautela na disposição de tais resíduos na agricultura. 

 

Palavras-chave: Toxicidade do solo; fertilizantes; milípedes; imuno-histoquímica; HSP70. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

 

Large amounts of residues generated by agricultural, urban and industrial activities are dumped 

daily on the soil. This practice deserves special attention because it causes serious 

environmental problems. This study evaluated the toxic potential of the sugarcane vinasse, a 

byproduct of the sugar-alcohol industry, and the biosolid, a residue produced by wastewater 

treatment plants, both widely used as fertilizers. The evaluation was performed through 

bioassays using a typical soil bioindicator, the diplopod Rhinocricus padbergi. The specimens 

were exposed to soils containing these residues in concentrations that are compatible with the 

Brazilian regulation for agricultural use. Semi-quantitative immunolabelling analyses of the 

stress protein HSP70 were performed on the midgut of the studied diplopods. There was a 

significant increase in the immunolabelling of HSP70 proteins as a response to xenobiotics 

from both residues, particularly in regions where the function of the cells is the detoxification 

of the organ (e.g. the hepatic cell layer and specific regions of the epithelium). Higher 

immunolabelling was observed in the specimens exposed to vinasse in comparison with the 

biosolid exposure. This demonstrates that the substances in the tested residues had proteotoxic 

action in the exposed animals and induced a cytoprotective response, which led to higher stress 

protein immunolabelling. Therefore, caution is needed for the use of such residues in 

agriculture. 

Keywords: Soil toxicity; fertilizers; millipedes; R. padbergi; immunohistochemistry; HSP70. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
O impacto da disposição final dos resíduos gerados diariamente em escala exponencial 

pelas atividades urbanas, industriais e agrícolas sobre os ecossistemas terrestres e aquáticos 

consiste em um grave problema ambiental. Nesse sentido, a intervenção humana pode ser 

considerada como a maior responsável pela magnitude e frequência da disposição de compostos 

potencialmente contaminantes, gerando diversos danos em nível local e global (BRAYNER, 

1998). Assim, uma vez que cada resíduo apresenta propriedades e efeitos específicos na biota, 

é imprescindível avaliar sua contribuição à contaminação do meio (SRIVASTAVA; SAHAI, 

1987). 

No entanto, a detecção e quantificação das substâncias tóxicas neles contidas é uma 

tarefa trabalhosa e problemática, devido principalmente à complexidade das substâncias 

químicas envolvidas, sendo necessários estudos complementares às análises físico-químicas 

para distinguir os compostos inertes daqueles que são contaminantes. Sendo assim, os testes de 

toxicidade, ao utilizarem organismos bioindicadores, têm se revelado importantes na avaliação 

dos riscos que estes resíduos apresentam à saúde humana e ao meio ambiente (COSTA et al., 

2008; FONTANETTI et al., 2011).  

Dentre os resíduos orgânicos produzidos em larga escala, destacam-se a vinhaça de 

cana-de-açúcar, derivada da indústria sucro-alcoleira, e o lodo proveniente das estações de 

tratamento de esgoto (ETEs), cujas destinações em cursos d’água e oceanos, respectivamente, 

causaram importantes desastres ecológicos, levando a implantação de legislações restritivas, 

que proibiram esta prática em vários países a partir das décadas de 60 e 70 (LARA et al., 2007; 

FYTILI; ZABANIOTOU, 2008; LAIME et al., 2011). Uma alternativa vantajosa 

economicamente e prática, que passou ser utilizada, foi a aplicação destes subprodutos na 

agricultura, como fertilizantes e recondicionantes do solo, principalmente devido à elevada 

concentração de matéria orgânica e por serem fontes consideráveis de nutrientes vegetais 

(LOPES, 2008; CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). Deste modo, a potencial contaminação dos 

solos por estes resíduos torna-se uma preocupação relevante, apesar de poucos estudos terem 

sido realizados a este respeito.  

A vinhaça, também denominada restilo ou vinhoto, caracteriza-se como a principal água 

residuária gerada no processo de produção do etanol, especificamente durante a etapa de 

destilação da mistura alcoólica resultante da fermentação da matéria-prima utilizada, como a 

cana-de-açúcar (FUESS, 2013). Sua composição é bastante variável e depende, principalmente, 

da natureza e composição da matéria prima (que se modifica ao longo das safras) e do tipo de 
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processamento (sistema de preparo do mosto, método de fermentação, tipo de levedura 

utilizado, modo de destilação, entre outros) (GLÓRIA; ORLANDO, 1984; SILVA et al., 2007; 

NETO, 2008). Em geral, é caracterizada pelo pH ácido, elevadas carga orgânica, demanda 

química de oxigênio (DQO) e demanda biológica de oxigênio (DBO), coloração castanho 

escuro e um odor desagradável aos seres humanos (WALISZEWSKI et al., 1997; ESPAÑA-

GAMBOA et al., 2011; MORAN-SALAZAR et al., 2016). 

Embora o Brasil seja um grande produtor de açúcar desde o período colonial, a maior 

expansão de cultivo da espécie ocorreu durante a década de 80, impulsionado pelo incentivo 

estatal do Programa Nacional do Álcool (Proálcool), que substituiu parte do consumo de 

gasolina por etanol, obtido a partir da cana-de-açúcar, sendo pioneiro em seu uso, em larga 

escala, em nível mundial, como combustível automotivo (LAIME et al., 2011). Este programa 

foi criado na tentativa de superar a crise do petróleo e atender a demanda dos mercados interno 

e externo, colaborando também para diminuir o consumo de combustíveis fósseis, recursos não 

renováveis cuja queima potencializa o efeito estufa (GUPTA; VERMA, 2015).  

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2017), o Brasil é o 

segundo maior produtor mundial de etanol, atrás apenas dos Estados Unidos da América, sendo 

que, na safra de 2016/2017, a produção foi de cerca de 27,25 bilhões de litros (UNICA, 2017). 

Apenas o estado de São Paulo possui 5,7 milhões de hectares com cana-de-açúcar, o equivalente 

a mais de 50% de todo o Brasil. Assim, estima-se que São Paulo produza no mínimo 15 milhões 

de litros de álcool e, ao menos, 150 milhões de litros de vinhaça (FONTANETTI; BUENO, 

2017), sendo que, em média, 10 a 18 litros de vinhaça são gerados para cada litro de etanol 

produzido, dependendo do equipamento da destilaria (CORTEZ et al., 1992; SILVA et al., 

2007). Assim, a indústria sucroalcooleira ganhou destaque não apenas na economia, como 

também na questão ambiental, devido ao enorme volume de resíduos gerados (PAOLIELLO, 

2006). 

O uso da vinhaça como fertilizante, por meio da fertirrigação, ou seja, infiltração deste 

efluente in natura no solo, por meio da irrigação das próprias culturas de cana-de-açúcar se 

tornou frequente entre as usinas a partir também da década de 80, substituindo o emprego de 

fertilizantes químicos, principalmente daqueles que fornecem o suprimento de potássio 

(CORAZZA, 1999). Em 2014, dos cerca de 280 bilhões de litros de vinhaça produzidos, 97% 

foram utilizados na própria lavoura (MORINI et al., 2017). 

De fato, diversos estudos (CANELLAS et al., 2003; BARROS et al., 2010; JIANG et 

al., 2012; YANG et al., 2013; DA SILVA et al., 2014), revelaram as vantagens desta prática, 
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devido ao alto teor da vinhaça em água e nutrientes minerais essenciais às plantas, como 

potássio, nitrogênio e fósforo, podendo promover a melhora das propriedades físico-químicas 

e hidráulicas do solo, como aumento da agregação de partículas, capacidade de troca catiônica,  

retenção de umidade e resultados positivos na produtividade dos cultivos de cana-de-açúcar, 

assim como de outras culturas. Contudo, há aspectos negativos, ainda não totalmente 

esclarecidos, os quais requerem estudos adicionais antes de possibilitar a aplicação segura da 

vinhaça (SOTO et al., 2017). 

Existem vários trabalhos apresentando os efeitos tóxicos da vinhaça in natura, para os 

organismos aquáticos (MARINHO et al., 2014; SILVA et al., 2015; CORREIA et al., 2017a, 

b), uma vez que a aplicação de um grande volume de vinhaça pode saturar o solo e contaminar 

recursos hídricos próximos das culturas (SILVA et al., 2007). Porém pouco se tem 

conhecimento a respeito dos impactos deste líquido residual sobre a fauna edáfica (ALVES et 

al., 2015). 

No Brasil, a norma técnica P4.231 (CETESB, 2015) estabelece critérios e 

procedimentos para a aplicação de vinhaça de cana-de-açúcar em solos agrícolas. Para tanto, o 

volume máximo de vinhaça para aplicação deve ser estimado levando-se em consideração a 

capacidade de troca catiônica (CTC) do solo, a concentração de potássio no solo e na vinhaça 

e a quantidade de K2O extraída pela cultura da cana-de-açúcar por hectare após cada colheita 

(CETESB, 2015). Embora esses critérios sejam considerados suficientes para cumprir os 

objetivos estabelecidos na norma padrão, eles não consideram os efeitos biológicos derivados 

da aplicação da vinhaça e o comprometimento dos serviços ecológicos associados (ALVES et 

al., 2015). 

Da mesma forma, o lodo de esgoto (LE), resíduo gerado pelas estações de tratamento 

de águas residuárias municipais, industriais e provenientes do próprio processamento industrial 

da cana-de-açúcar, também têm causado preocupações para a comunidade científica, quanto a 

sua disposição, tanto no cenário internacional, como no Brasil, diante de sua elevada e crescente 

produção, podendo representar até metade do custo operacional das Estações de Tratamento de 

Esgoto (ETEs) (PIRES, 2006). Segundo Bettiol et al. (2006), em função da origem, do tipo e 

da eficiência do processo utilizado, o LE apresenta uma composição muito variada. Um LE 

típico apresenta 40% de matéria orgânica, 4% de nitrogênio 2% de fósforo e 0,4% de potássio, 

além de alguns micronutrientes como ferro, cobre, zinco e manganês. 

O Brasil possui uma produção anual de cerca de 150 a 220 mil toneladas de matéria seca 

de lodo de esgoto (PEDROZA et al., 2010). No estado de São Paulo, onde 75,8% das cidades 
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apresentam tratamento de esgoto (IBGE, 2010), a geração deste resíduo já ultrapassou 100 

toneladas de LE seco por dia (OLIVEIRA, 2000). 

A fim de reduzir a disposição do lodo de esgoto em aterros sanitários, devido aos 

importantes impactos negativos desta ação, os governos têm incentivado sua reutilização como 

fertilizantes em áreas agrícolas (PASSUELLO et al., 2012), dado que este resíduo contém teores 

elevados de matéria orgânica e inúmeros micronutrientes (zinco, cobre e ferro), capazes de 

incrementar os níveis de fertilidade, porosidade, permeabilidade e agregabilidade dos solos 

(SURTHAR; SINGH, 2008; CINCINELLI et al., 2012). Entretanto, a presença de metais traço, 

contaminantes orgânicos, patógenos e produtos farmacêuticos no lodo constitui a principal 

restrição a este tipo de emprego (OBBARD, 2001; BRIGHT; HEALEY, 2003; CAI et al., 2007, 

VERLICCHI; ZAMBELLO, 2015). 

Para a aplicação no solo, o LE deve ser tratado por meio dos processos de secagem, 

solarização, compostagem, vermicompostagem e caleação, resultando no composto 

denominado biossólido (NASCIMENTO et al., 2011). Contudo, os processos de tratamento 

utilizados nem sempre são capazes de remover tais compostos (SHINBROT, 2012; 

BRISOLARA; OCHOA, 2016), podendo causar sérios prejuízos à saúde dos ecossistemas 

terrestres e aquáticos, sendo este último por meio dos processos de lixiviação (CESAR et al., 

2010). De fato, estudos conduzidos por Christofoletti et al. (2012), utilizando o vegetal Allium 

cepa e o milípede Rhinocricus padbergi, e por Groth et al. (2016), utilizando o vegetal aquático 

Lemna minor e o crustáceo Latonopsis australis, como bioindicadores, indicaram os potenciais 

genotóxico e tóxico deste resíduo para estas espécies, mesmo após tratamento. 

A regulamentação do uso do lodo de esgoto e derivados (como o biossólido) no Brasil 

é feita pela resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente – CONAMA 375/2006. Esta 

resolução determina o modo de aplicação de tais resíduos, além de métodos de caracterização 

de pH, compostos orgânicos, metais, sólidos voláteis, patógenos, entre outros. Contudo, apenas 

sua caracterização química não é suficiente, havendo a necessidade de também prever o efeito 

combinado dos contaminantes, sua biodisponibilidade e toxicidade para a biota, a fim de, 

possibilitar a determinação de doses que promovam maior eficiência em produtividade, sem 

causar a contaminação do ambiente (NATAL-DA-LUZ et al., 2011). 

 Desse modo, estudos que utilizem organismos bioindicadores para avaliar os riscos 

ecotoxicológicos associados ao emprego de misturas complexas de contaminantes em solos 

agrícolas são fundamentais. Dentre os bioindicadores da fauna edáfica, destacam-se os 

diplópodos em razão da importância destes organismos nos processos de ciclagem de nutrientes 
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e estruturação dos solos e ao fato de estarem constantemente expostos aos contaminantes deste 

meio (SOUZA et al., 2014). 

A avaliação dos efeitos biológicos dos contaminantes ambientais pode ser realizada em 

vários níveis de organização, sendo que as técnicas que revelam respostas em níveis mais baixos 

são consideradas mais preventivas, fornecendo, por exemplo, um aviso antecipado de risco 

ambiental (NASCIMENTO et al., 2008).  Assim, uma ferramenta que tem mostrado ser cada 

vez mais eficiente nos estudos de toxicidade, é o uso de marcadores celulares, como as proteínas 

de choque térmico (Heat Shock Protein – HSP) também conhecidas como proteínas de estresse 

celular (MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006). As HSPs exercem um importante papel 

citoprotetor contra danos e na manutenção de muitas funções celulares vitais 

(MUKHOPADHYAY et al., 2003; DANISH et al., 2015). A família HSP70 em especial, é 

reconhecida como um importante biomarcador por sua expressão ser geralmente aumentada em 

resposta a vários estressores ambientais, atuando como ativadoras da desintoxicação metabólica 

e prevenindo a indução da morte celular (NADEAU et al., 2001; KRONE et al., 2005; SOUZA 

et al., 2014; RAHUL et al., 2015). 

Neste contexto, considerando a importância dos solos e a problemática da contaminação 

deste recurso por resíduos utilizados como fertilizantes, tais como a vinhaça de cana-de-açúcar 

e o biossólido, assim como a relevância dos marcadores celulares, esse estudo teve por objetivo 

avaliar o potencial tóxico destes compostos sobre um organismo representante da fauna edáfica 

utilizando a imunomarcação de proteínas de estresse celular HSP70. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1. A problemática da contaminação dos solos 
 

O solo consiste na camada superior da crosta terrestre composta por materiais minerais 

ou orgânicos não consolidados, com diferentes propriedades físicas, químicas, morfológicas e 

biológicas (SSA, 2008) e compõe-se por fases aquosa, sólida e gasosa (LUCHESE et al., 2001) 

É um sistema dinâmico, complexo e fundamental para a vida na Terra, que atua como um 

reservatório chave de grande parte da biodiversidade global, desde micro-organismos à flora e 

à fauna (FAO, 2015a; MONTANARELLA et al., 2015), assim como fornece o substrato físico 

para a maioria das atividades humanas. Nesse contexto, a biota do solo é um componente central 

na regulação das principais funções deste sistema, como a decomposição de matéria orgânica, 

o ciclo de nutrientes e a manutenção da estrutura do solo (BARRIOS, 2007). 

Nas últimas décadas, o solo tem sido constantemente negligenciado e deteriorado 

devido à contaminação química, manejos agrícola e florestal inadequados, erosão, entre outros 

(SOCHOVÁ et al., 2006), levando ao declínio de sua função e capacidade de fornecer bens 

econômicos e serviços ecossistêmicos, como a produção de alimentos e o sequestro de carbono 

(LIU et al., 2010; LAL, 2010). Assim, este quadro gerou recentemente um maior interesse na 

conservação deste limitado recurso, principalmente no contexto da segurança alimentar, 

mudanças climáticas e gestão de terra (KOCH et al., 2013; LAL, 2004; KEITH et al., 2016). A 

exemplo disso, as Nações Unidas declararam 2015 o Ano Internacional dos Solos com o lema 

“solos saudáveis para uma vida saudável” a fim de evidenciar o papel fundamental dos solos 

na sustentação da produtividade biológica, promoção da qualidade ambiental e manutenção da 

vida (FAO, 2015b; POWELL; EISENHAUER, 2015). 

De fato, o manejo não apropriado de agroquímicos, águas de irrigação de baixa 

qualidade ou contaminada, bem como a disposição indiscriminada de resíduos gerados pelas 

atividades agrícolas, urbanas e industriais podem provocar o acúmulo de substâncias 

potencialmente tóxicas aos organismos do solo e consequentemente, afetar os seres humanos 

por meio das rotas de transferência ao longo da cadeia alimentar (CAMARGO; DENARDIN, 

2013; FRANCISCO; FONTANETTI, 2015). Além disso, estes contaminantes podem atingir os 

recursos hídricos subterrâneos ou superficiais ao permearem as camadas do solo no processo 

de percolação, ou serem transportados por lixiviação, tornando esta problemática ainda maior 

(SILVA et al., 2007; SOTO et al., 2015; PRADO et al., 2016). 
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A mobilidade dos poluentes no solo e, portanto, a sua biodisponibilidade e transferência 

para outros compartimentos ambientais (a atmosfera e os corpos d'água), é determinada pela 

natureza química do poluente (solubilidade, polaridade, hidrofobicidade, lipofilicidade e 

estrutura molecular), pelas características da carga da superfície coloidal do solo (a qual 

influenciará a solubilidade, troca de íons por processos de adsorção-dessorção, complexação e 

reações redox dos poluentes ativos na solução do solo) e pelas suas propriedades físicas 

(textura, distribuição de poros, densidade, temperatura, aeração, regime hídrico do solo e 

topografia ou declividade da área) (SANTOS, 2002; SEMPLE et al., 2003; ARIAS-ESTÉVEZ 

et al., 2008). Dentre estes complexos processos, destacam-se: sorção e degradação. 

A sorção é um processo chave na dinâmica do transporte, persistência, transformação e 

bioacumulação dos contaminantes (DE JONGE et al., 1996). Uma vez que na maioria dos solos 

há o predomínio de cargas negativas, cátions minerais e orgânicos são atraídos 

eletrostaticamente para a superfície dos colóides do solo. Nos solos de carga variável, a retenção 

de íons orgânicos e inorgânicos da solução do solo depende da adsorção-dessorção de 

hidrogênio de grupos funcionais de minerais e da matéria orgânica. Enquanto metais de 

transição e metais pesados são fortemente adsorvidos por ligações químicas a esses colóides, 

resultando em um longo período de contaminação (SANTOS, 2002).  

A degradação dos contaminantes refere-se a mudanças na natureza química da molécula 

e pode ocorrer por via abiótica (hidrólise, oxi-redução, volatilização e fotodecomposição) e 

caso o composto seja biodegradável e se encontre na solução do solo ou fracamente adsorvido, 

por via biótica (ação de micro-organismos, vermicompostagem e bioprocessamento) (REID et 

al., 2000, SANTOS, 2002; CHRISTOFOLETTI et al., 2013b). Este é um relevante processo de 

atenuação de contaminantes como pesticidas e herbicidas, determinando seu tempo de 

permanência no solo (GUO et al., 2000; OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011). Porém, em alguns 

casos, subprodutos mais tóxicos que os compostos originais podem ser gerados como resultado 

de sua degradação (BOXALL et al., 2004). 

Atualmente, a avalição de risco de solos degradados baseia-se principalmente em 

análises químicas de uma lista prioritária de substâncias tóxicas, geralmente metais pesados, 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs) e alguns outros compostos químicos 

persistentes, corrigidas pela quantidade total de matéria orgânica e inorgânica presente nas 

amostras do solo (SOUSA et al., 2008). No entanto, deve-se considerar que a grande gama de 

produtos químicos tóxicos potencialmente presentes em um local pode dificultar análises 
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químicas bem-sucedidas, tornando-a uma tarefa complexa e custosa (WHITE; CLAXTON, 

2004; FONTANETTI et al., 2011).  

Assim, embora os métodos analíticos tenham sido utilizados para identificar poluentes 

e determinar seu nível de concentração no solo, estes não foram capazes de caracterizar com 

precisão a qualidade geral do solo (HENTATI et al., 2013). De fato, estes resultados apresentam 

uma aplicação ambiental limitada, uma vez que não detectam os efeitos sobre os organismos 

nem avaliam as possíveis interações (aditivas, antagônicas ou sinérgicas) entre as substâncias, 

bem como a sua biodisponibilidade (MAGALHÃES; FERRÃO-FILHO, 2008; SOUSA et al., 

2008; NATAL-DA-LUZ et al., 2011). Além disso, deve-se considerar que alterações 

qualitativas e quantitativas na fauna edáfica afetam as funções do solo (CHRISTOFOLETTI et 

al., 2013b) e que as concentrações totais de contaminantes nem sempre se correlacionam com 

a toxicidade (ALEXANDER, 2000; PEIJNENBURG et al., 2012).  

Nesse sentido, recomenda-se uma combinação de metodologias de análises químicas e 

biológicas, tanto laboratoriais quanto em campo, na avaliação da toxicidade de solos para se 

obter uma abordagem ecossistêmica real do risco associado a este tipo de contaminação (AL-

MUTAIRI et al., 2008; SOUZA et al., 2013).Deste modo, a ecotoxicologia do solo fornece 

suporte científico para o esforço de proteger este meio através do estudo das relações entre a 

contaminação e seus efeitos sobre importantes organismos da fauna edáfica (SOCHOVÁ et al., 

2006). 

 
2.2. Diplópodos como bioindicadores 
 

Uma espécie ou um grupo de espécies cuja presença, abundância e condições biológicas, 

em ecossistemas reais ou através de testes de toxicidade laboratorial, permitem realizar 

inferências sobre a qualidade e o impacto das alterações em um ambiente, são considerados 

bioindicadores (McGEOCH, 1998; SOUZA et al., 2014). Dentre os organismos do solo, alguns 

grupos taxonômicos de invertebrados que pertencem à meso (80 μm-2 mm) e macrofauna (500 

μm-50 mm) (SWIFT et al., 1979), tais como, Isopoda, Collembola, Oligochaeta e Diplopoda, 

têm sido propostos como organismos bioindicadores na ecotoxicologia terrestre 

(FONTANETTI et al., 2011). Isto se deve a uma série de características destes organismos, 

como o habitat, distribuição cosmopolita, abundância e diversidade, além de muitas vezes 

apresentarem curtos ciclos de reprodução, o que torna prático seu uso em testes laboratoriais 

(HUGUIER et al., 2014). 
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A classe Diplopoda (milípedes) em particular, considerada a terceira maior classe de 

artrópodes terrestres, é estimada em 80.000 espécies distribuídas em todo o mundo (com maior 

diversidade nos trópicos), das quais apenas cerca de 12.000 foram descritas (RUPPERT et al. 

2005; GOLOVATCH; KIME, 2009). Uma característica que distingue os membros dessa classe 

em relação às outras três classes de Myriapoda (Chilopoda, Symphyla e Pauropoda) é a 

presença de segmentos duplos, portando dois pares de pernas (CORREIA; DE AQUINO, 

2005).  

Seus hábitos são predominantemente noturnos, vivendo em ambientes úmidos e são 

comumente encontrados sob troncos de árvores e folhas caídas. Ocupam o nível trófico de 

decompositores, alimentando-se de matéria orgânica, detritos, frutas e uma quantidade relativa 

de matéria de origem mineral (HOPKIN; READ, 1992; RUPPERT et al., 2005). 

Os diplópodos possuem um importante papel na dinâmica dos ecossistemas terrestres, 

sendo capazes de colonizar diferentes camadas do solo. Ao participarem da ciclagem e liberação 

de nutrientes na matéria orgânica em decomposição, auxiliam no processo de humificação. 

Além disso, através de suas fezes, promovem a mineralização do solo, pois secretam amônia e 

ácido úrico, que quando degradados, enriquecem o meio com nitratos (SCHUBART, 1942, 

GODOY; FONTANETTI, 2010). Deste modo, eles estimulam o metabolismo microbiano, 

essencial para ciclagem de nutrientes, como carbono, nitrogênio e fósforo, e promovem a 

aeração ativa do solo (HOPKIN; READ, 1992). 

Ademais, as atividades de escavação dos diplópodos afetam as propriedades físicas dos 

solos, alterando características como porosidade, umidade e transporte de substâncias 

(DANGERFIELD et al., 1991). Segundo Wolters (2000), sua capacidade em contribuir para o 

acúmulo da matéria orgânica do solo, aumentando a sua estabilidade, pode ter sido uma 

importante adaptação à necessidade de aumentar a qualidade do solo mineral como um habitat 

e garantir um "refúgio de decomposição". 

Nos últimos 20 anos, estes organismos da fauna edáfica receberam maior atenção nos 

estudos em ecotoxicologia por uma série de motivos, entre os quais destacam-se: seu grande 

contato com o substrato, o que os torna suscetíveis à uma miríade de contaminantes ambientais 

que podem estar presentes no meio; assim como seu relativo fácil emprego em bioensaios e a 

possibilidade de mensurar os efeitos dessas substâncias em vários níveis de organização 

biológica (SOUZA et al., 2014; FRANCISCO; FONTANETTI, 2015). Além disso, por se 

situarem nos níveis mais baixos das cadeias tróficas terrestres, os diplópodos podem indicar a 

potencial bioacumulação dos contaminantes ao longo das teias alimentares (BURGER, 2006). 
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Em especial, o sucesso da espécie brasileira Rhinocricus padbergi na avaliação da 

toxicidade de substâncias complexas, foi atestada em diversos estudos utilizando exposições a 

diferentes concentrações de lodo de esgoto (NOGAROL; FONTANETTI, 2010; GODOY; 

FONTANETTI, 2010; PEREZ; FONTANETTI, 2011; BOZZATO; FONTANETTI, 2012; 

SOUZA; FONTANETTI, 2012), lodo de esgoto e vinhaça de cana-de-açúcar 

(CHRISTOFOLETTI et al., 2016), a solo de landfarming proveniente de refinarias de petróleo 

(SOUZA et al., 2011) e ao herbicida trifluralina (MERLINI et al., 2012). Assim, este organismo 

revelou-se um excelente bioindicador para avaliar a qualidade do solo (SOUZA; 

FONTANETTI, 2011; SOUZA et al., 2014). 

Em relação à contaminação do solo por metais traço, por exemplo, Hubert (1978; 1979) 

identificou as estruturas onde tais íons metálicos são armazenados pelos diplópodos. 

Comumente, os grânulos contendo metais encontram-se associados a órgãos com funções 

digestória, de armazenamento e de excreção, como o intestino médio, células hepáticas, corpo 

gorduroso e túbulos de Malpighi. Portanto, órgãos que apresentam tais funções essenciais têm 

sido preferencialmente utilizados na avaliação de alterações tissulares e celulares decorrentes 

de contaminação ambiental (PIGINO et al., 2005). 

Assim, um dos órgãos alvo para estes estudos tem sido o intestino médio, situado após 

o intestino anterior e antes da região pilórica. Histologicamente, este órgão é composto por 

epitélio, membrana basal, camada muscular, células hepáticas e uma membrana externa que 

limita estas estruturas (FONTANETTI et al., 2015). Em R. padbergi o epitélio é classificado 

como psedoestratificado, constituído por células epiteliais absortivas intercaladas por células 

regenerativas e secretoras (CAMARGO-MATHIAS et al., 2004). Sua utilização em estudos 

ecotoxicológicos deve-se ao seu importante papel nos processos de detoxicação e excreção de 

xenobióticos, funcionando como uma barreira ao impedir que compostos tóxicos ou não 

essenciais atinjam o restante do organismo (HOPKIN et al., 1985; GODOY; FONTANETTI, 

2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010; SOUZA et al., 2014). De fato, grânulos insolúveis 

de fosfato de cálcio contendo contaminantes como metais são formados nas células hepáticas e 

absortivas a fim de se manter a homeostase e o balanço iônico, assim como evitar o 

comprometimento de todo o organismo (PEREZ; FONTANETTI, 2011; CHRISTOFOLETTI 

et al., 2016). Contudo, na ingestão de substratos altamente contaminados, compostos podem 

ultrapassar esta barreira e as células podem sofrer danos.  

 

 



19 
 

2.3. A família de proteínas de estresse celular HSP70 
 

A resposta inicial de um organismo a qualquer estresse ambiental ocorre por meio de 

eventos bioquímicos e subjaz todos os efeitos de maior nível organizacional (CASTRO et al., 

2013). Esta resposta primária de proteção celular é caracterizada essencialmente pela ativação 

de um grupo restrito de genes, que leva ao aumento da expressão de uma família de proteínas 

denominadas “proteínas de choque térmico” (do inglês Heat Shock Protein - HSP), ou proteínas 

de estresse celular (MORALES et al., 2011; KNIGGE et al., 2014).  

A primeira descrição da resposta celular ao estresse foi feita por Ritossa (1962, 1964), 

ao observar que a exposição de células das glândulas salivares de Drosophila melanogaster ao 

aumento da temperatura promovia um novo padrão de espessamento (puffs) em determinados 

cromossomos, o qual representava sítios específicos de transcrição para a síntese destas 

proteínas. Contudo, a identificação destes produtos gênicos foi realizada somente após cerca de 

doze anos e o termo “proteínas de choque térmico” foi criado (TISSIÉRES et al., 1974). 

Estudos posteriores revelaram que a resposta ao choque térmico ocorre em todos os 

organismos, de procariotos a eucariotos, à custa da interrupção na síntese de outras proteínas 

(LINDQUIST; CRAIG, 1988; NEUER et al., 2000), sendo este um dos mecanismos 

citoprotetores mais antigos e evolutivamente conservados encontrados na natureza (FEDER; 

HOFMANN, 1999). Observou-se também que, além da elevação da temperatura, uma 

variedade de outros fatores adversos de natureza química, física e biológica (tais como metais, 

poluentes orgânicos, xenobióticos, inibidores do metabolismo, osmolaridade, radicais livres, 

radiação ultravioleta e patógenos) podem levar à uma alteração considerável no padrão de 

expressão gênica e uma síntese rápida e elevada de HSPs, que passaram então a serem 

reconhecidas como “proteínas de estresse” (MEYER; SILVA, 1999; MUKHOPADHYAY et 

al., 2003; FONTANETTI et al., 2011; MAHMOOD et al., 2014).  

As proteínas de choque térmico apresentam um papel crítico na recuperação do estresse 

a qual a célula foi submetida e na citoproteção contra subsequentes danos. Isto ocorre em razão 

da capacidade destas proteínas em reconhecerem polipetídeos nascentes, regiões não 

estruturadas de proteínas e trechos hidrofóbicos expostos de aminoácidos. De fato, os 

polipeptídeos corretamente dobrados apresentam as porções hidrofóbicas de seus aminoácidos 

voltadas para o interior da molécula, voltam-se para o exterior, o que impede a agregação, que 

seria nociva para a célula (MEYER; SILVA, 1999). Por outro lado, os componentes hidrofílicos 
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voltam-se para o exterior, uma vez que são nestas regiões em que estão localizados os sítios de 

ligação das proteínas.   

Desse modo, ao atuarem como chaperonas moleculares, interagem de modo reversível 

com outras proteínas a fim de auxiliá-las em sua correta conformação, o que possibilita que 

estas exerçam todas as suas atividades celulares vitais (MEYER; SILVA, 1999). Em níveis 

aumentados, promovem o redobramento daquelas proteínas que sofreram desnaturação parcial 

por estresse, além de impedir a agregação irreversível destas com outras proteínas na célula 

(PARSELL; LINDQUIST, 1993; NOLLEN; MORIMOTO, 2002). Já nos casos em que os 

danos não são passíveis de restauração, as HSPs auxiliam no processo de eliminação destas 

proteínas, destinando-as ao sistema proteolítico adequado (MAYER; BUKAU, 2005). Ainda, 

as proteínas de choque térmico auxiliam a síntese e a maturação de novas proteínas, que irão 

substituir aquelas danificadas pelo estresse (MEYER; SILVA, 1999). 

Além de serem induzidas em condições de estresse, as HSPs são constitutivamente 

expressas em condições normais do ciclo celular, onde desempenham a função de manutenção 

da homeostase, regulando o enovelamento de proteínas recém-sintetizadas e auxiliando seu 

transporte através de membranas intracelulares (HARTL; HAYER-HARTL, 2002).  

Nesse contexto, as proteínas de choque térmico foram recentemente reconhecidas como 

determinantes fundamentais da sobrevivência celular, sendo capazes de modular a apoptose ao 

interagir diretamente com os componentes das vias apoptóticas intrínseca e extrínseca. Uma 

evidência disso é o fato de que células que não respondem ao estresse são induzidas à morte 

celular (SREEDHAR et al., 1999). Sendo assim, seu nível de expressão pode determinar o 

destino da célula e sua manipulação pode representar uma estratégia viável para o tratamento 

de doenças como o câncer e doenças cardíacas (GARRIDO et al., 2001; KENNEDY et al., 

2014). 

Estas chaperonas moleculares são classificadas em cinco famílias principais de acordo 

com o peso molecular aparente, homologias de sequências de aminoácidos e seus aspectos 

funcionais: família HSP100 (100-104 kDa), família HSP90 (82-90 kDa), família HSP70 (68-

75 kDa), família HSP60 (58-65 kDa) e a família de pequenas HSP’s (15-30 kDa) 

(MUKHOPADHYAY et al., 2003). Cada uma delas é composta por membros expressos 

constitutivamente ou induzidas e que são direcionados a diferentes compartimentos 

subcelulares (JOLY et al., 2010). 

Dentre as diferentes famílias, a HSP70 é a maior e mais conservada família de proteínas 

de estresse celular entre todos os organismos, assim como a mais extensivamente estudada 
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(KIANG; TSOKOS, 1998; KNIGGE et al., 2014; HAN et al., 2016). As HSP70 são 

constitutivamente expressas em uma variedade de compartimentos celulares: citoplasma, 

retículo endoplasmático (RE), mitocôndrias e cloroplastos (BOORSTEIN et al., 1994) e se 

ligam às proteínas alvo para regular o enovelamento, o transporte e o reparo de proteínas recém-

sintetizadas nos complexos ribossomais (MUKHOPADHYAY et al., 2003). Sob condições 

ambientais adversas, sua síntese é aumentada e passa a assumir novos papéis relacionados à 

proteção das células contra a proteotoxicidade de agentes estressores (HIGHTOWER, 1991; 

BHARGAV et al., 2008; DOUGLAS; CYR, 2009). Sendo assim, estes níveis aumentados 

podem ser interpretados como resultantes da ação proteotóxica de xenobióticos incorporados, 

os quais não foram eliminados pelos processos de desintoxicação e, consequentemente, afetam 

o dobramento correto de proteínas nativas (SANDERS; MARTIN, 1993), e consequentemente, 

a função delas. 

Nesse sentido, como as HSP70 são proteínas bem caracterizadas, presentes em todos os 

organismos, altamente conservadas em forma e função, e a modulação de sua expressão está 

estritamente ligada à presença de proteínas danificadas ou desenoveladas, causada por uma 

grande variedade de estressores, esta família de proteínas tem sido considerada um eficiente 

biomarcador para a avaliação do risco ambiental (NADEAU et al., 2001; KRONE et al., 2005; 

SOUZA et al., 2014; RAHUL et al., 2015), além de objeto de estudo para o tratamento de uma 

grande variedade de doenças humanas (POWERS; WORKMAN, 2007).  

Por outro lado, apesar de seu grande potencial como biomarcador na ecotoxicologia, 

pouco se sabe sobre esta família de proteínas em invertebrados do solo (KAMMENGA et al., 

2000). Neste contexto, uma maior atenção tem sido dada a nemátodos, anelídeos e gastrópodes 

e poucos estudos foram realizados utilizando diplópodos (ECKWERT et al., 1994; ZANGER 

et al., 1996; MAHMOOD et al., 2014). Por exemplo, Zanger et al. (1996) e Zanger e Köhler, 

(1996) observaram um aumento na expressão de HSP70 no intestino médio de diplópodos da 

espécie Julus scandinavius expostos a diferentes concentrações de cádmio e zinco. De modo 

geral, verificou-se que a resposta ao estresse celular em invertebrados de solo tanto em 

condições de laboratório quanto de campo, é especialmente adequada para indicar os efeitos da 

exposição a concentrações relativamente baixas de uma série de substâncias tóxicas, indicando 

danos subletais que os organismos tenham sofrido (RYAN; HIGHTOWER, 1996; 

MAHMOOD et al., 2014). 

As HSP70 consistem em um domínio N-terminal de 43 kDa com atividade ATPase 

(nucleotide binding domain - NBD) e um domínio C-terminal de 27 kDa de ligação ao substrato 
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(substrate binding domain - SBD), os quais são unidos por uma ligação hidrofóbica flexível 

altamente conservada. O domínio NBD é composto por quatro subdomínios (IA, IB, IIA e IIB) 

dispostos em dois lóbulos com uma fenda profunda entre eles. Já o domínio SBD apresenta 

uma única dobra e é subdividido em uma estrutura β-sanduíche de duas camadas de folhas β 

antiparalelas (SBDβ) e um subdomínio α-helicoidal (SBDα) que termina em um trecho não 

estruturado de 30 resíduos e apresenta arranjos radicalmente diferentes nas conformações 

fechada e aberta. Seu acesso ao substrato é controlado por uma “tampa” C-terminal que expõe 

o sítio de ligação aos peptídeos (Figura 1) (CASTRO et al., 2013; MAYER, 2013). 

 

 
Figura 1. Estrutura molecular da proteína HSP70 com domínio ATPase (NBD) e domínio de 
ligação ao substrato (SDB) ligados por uma sequência hidrofóbica. Fonte: Adaptado de 
Kampinga; Craig, 2010. 
 

Atuam como chaperonas moleculares auxiliando no processo de enovelamento de 

proteínas por meio da associação transitória do domínio SBD com o substrato proteico 

(MAYER; BUKAU, 2005). Dentre as possíveis conformações do substrato estão: polipeptídeos 

desenovelados ou parcialmente enovelados, conjuntos de proteínas nativas e agregados de 

polipeptídeos não nativos (MAYER, 2013). Esta alta versatilidade das HSP70 é devida à 

capacidade de reconhecimento de uma curta sequência polipeptídica (motif) que consiste em 

um núcleo de cinco resíduos de aminoácidos hidrofóbicos flanqueados por regiões de 

aminoácidos carregados positivamente (RÜDIGER et al., 1997). Tais sequências ocorrem em 

média a cada 30-40 resíduos em praticamente todas as proteínas, sendo que no estado nativo, 

são encontradas principalmente no núcleo hidrofóbico da proteína e são expostas apenas antes 

do enovelamento de novo ou após a desnaturação, o que explica a ligação das HSP70 às 

proteínas enoveladas, mas não às suas homólogas nativas (MAYER, 2013). 
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O ciclo de ligação e liberação do substrato é conduzido pela transição entre o estado 

ligado à molécula de ATP de baixa afinidade e o estado ligado à ADP de alta afinidade 

(MAYER; BUKAU, 2005). De fato, a hidrólise de ATP é essencial para a atividade de 

chaperona das HSP70 tanto in vitro como in vivo (BARTHEL et al., 2001). Os substratos 

encontram o complexo HSP70-ATP com altas taxas de associação, induzem hidrólise de ATP 

pelo domínio NBD e são então presos no HSP70-ADP, o qual apresenta baixas taxas de 

dissociação do peptídeo. Este mecanismo aumenta a afinidade aparente para polipeptídeos em 

várias ordens de magnitude e permite que as HSP70s evitem a agregação de forma eficiente 

(MAYER, 2013). 

No entanto, as HSP70 não atuam isoladamente, mas com um conjunto de cochaperonas, 

sendo que as famílias mais importantes são as do domínio J (JDP) e as de fatores de troca de 

nucleotídeos (NEFs). Inicialmente, a JDP liga-se ao substrato, formando um complexo que 

interage com o domínio SBD da HSP70. Porém, esta interação só é permitida quando o domínio 

NBD da chaperona encontra-se ligado a uma molécula de ATP. Em seguida, a ligação do 

substrato em conjunto com a JDP estimula a hidrólise do ATP, o que promove uma alteração 

conformacional na parte helicoidal ao longo da fenda do sitio de ligação, com consequente 

enovelamento do substrato. A formação da ADP e a alteração conformacional, reduzem a 

afinidade de ligação com a cochaperona JDP, levando à sua dissociação do complexo. 

Posteriormente, o NEF liga-se à HSP70 auxiliando no processo de substituição da molécula de 

ADP por uma nova molécula de ATP. Após a ligação HSP70-ATP o substrato é liberado, e 

caso a conformação nativa da proteína não seja alcançada, a cochaperona JDP religa-se às 

regiões hidrofóbicas expostas dando início a um novo ciclo de enovelamento, até que a estrutura 

proteica esteja completamente recuperada (KAMPINGA; CRAIG, 2010). 

Ademais, deve-se considerar também o mecanismo de indução da transcrição das 

HSP70, o qual envolve, entre outros elementos, os fatores de transcrição HSF (Heat Shock 

Factor). Tal fator é encontrado no núcleo e no citoplasma de células eucarióticas normais sob 

a forma de um monômero inativo e associado à HSPs. Em condições de estresse, ocorre 

acúmulo de proteínas dobradas anormalmente na célula, o que promove rapidamente a 

dissociação deste complexo HSF-HSP e a trimerização (e consequente ativação) dos HSF pela 

ação de quinases como PKC. Em seguida, estes trímeros acumulam-se no núcleo e ligam-se a 

uma sequência de nucleotídeos denominada HSE (Heat Shock Element), localizada dentro da 

região promotora dos genes que codificam as HSP, resultando em um elevado nível de 

transcrição dos genes codificadores de HSP, principalmente HSP70. Quando o estresse cessa, 
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os HSFs retornam ao estado inativo. Esta capacidade de regulação da expressão das HSP70 

através de uma alça de feedback negativo garante, mais uma vez, que sejam consideradas 

eficientes biomarcadores (MORIMOTO, 1993; LUNZ; NATALI, 2005). 
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3. OBJETIVOS 

 

Este estudo teve como finalidade verificar o potencial tóxico de uma amostra de vinhaça 

de cana-de-açúcar e uma de biossólido por meio da imunomarcação de proteínas de estresse 

celular da família HSP70 nas diferentes regiões do intestino médio do diplópodo R. padbergi, 

expostos a solos contendo tais resíduos em concentrações compatíveis com as normas 

brasileiras para a aplicação na agricultura.  

Os objetivos específicos foram: 

 Adaptar ao material de estudo deste trabalho, o protocolo existente para a imuno-

histoquímica de proteínas de choque térmico - Heat Shock Proteins – HSPs, desenvolvido 

para tecidos de abelha Apis mellifera. 

 Analisar a imunomarcação de proteínas de choque térmico, em particular das 

HSP70, indicativas de estresse celular, em cada uma das regiões do órgão em estudo e 

correlacioná-la aos processos fisiológicos associados. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Rhinocricus padbergi 

 

Foram utilizados 30 indivíduos adultos da espécie R. padbergi como organismos-teste, 

com tamanho médio de 6 cm, a fim de evitar diferenças interespecíficas relacionados ao 

tamanho ou idade. Os espécimes foram coletados no campus da Universidade Estadual Paulista 

(UNESP), Rio Claro (22º24’36’’S/47º33’36”W), São Paulo, Brasil. Após a coleta, estes foram 

aclimatados, por um período de 30 dias, em terrários contendo como substrato terra, batata e 

fragmentos de folhas e galhos de árvores oriundos do local de coleta. A temperatura foi mantida 

a 21±2°C, durante o experimento, e o fotoperíodo foi de 12 horas claro/12 horas escuro. 

 

4.2. Solo controle 

 

A amostra de solo utilizada como controle foi obtida do local de coleta dos diplópodos 

em uma profundidade de 0-20cm, no Campus da UNESP de Rio Claro. As amostras de solo 

foram homogeneizadas, secas à temperatura ambiente, peneiradas com malha de 4 mm e 

submetidas às análises químicas. 

 

4.3. Vinhaça 

 

O efluente foi coletado em uma usina de cana-de-açúcar no interior de São Paulo, Brasil 

(22°21'28''S/47°23'6''O). As amostras foram mantidas em câmara fria (4◦C), até o início dos 

experimentos. 

 

4.4. Biossólido 

 

As amostras de biossólido foram coletadas em uma estação de tratamento de esgoto no 

interior do estado de São Paulo (20°32'30''S/47°25'11''O); 2 kg do material foram envolvidos 

em sacos plásticos, armazenados em caixas de isopor e acondicionadas em câmara fria (4ºC), 

até sua utilização. 
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4.5. Caracterização química das amostras 

 

As análises químicas e físico-químicas das amostras de solo controle e vinhaça foram 

realizadas pelo laboratório ASL Análises Ambientais (Rio Claro, São Paulo, Brasil). A 

caracterização da amostra de solo foi baseada em macro e micronutrientes (P, K, Ca, Mg, Al), 

matéria orgânica, pH, capacidade de troca catiônica (CTC), porcentagem de saturação de bases 

e por saturação por alumínio. A caracterização da amostra de vinhaça foi caracterizada com 

base no teor de elementos químicos traço (Al, Sb, As, Ba, B, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg, 

Mo, Ni, Ag, Se, V, Zn), e no potencial agronômico (carbono orgânico, condutividade elétrica, 

nitrogênio nitrato/nitrito, nitrogênio Kjeldahl, nitrogênio amonical, sódio total, potássio total, 

cálcio total, magnésio total, óxido de potássio, sólidos suspenso totais) além de DQO e DBO. 

A caracterização da amostra de biossólido foi realizada pelo Laboratório TASQA 

(Paulínia, São Paulo, Brasil) baseada na concentração de metais (Ar, Ba, Cd, Pb, Cu, Cr, Mb, 

Ni, K total, Se, Na, Zn) e das 16 substâncias orgânicas prioritárias pela Environmental 

Protection Agency (EPA), além do  potencial agronômico (carbono orgânico, condutividade 

elétrica, pH, nitrogênio nitrato/nitrito, nitrogênio Kjeldahl, nitrogênio amonical, sódio total, 

potássio total, cálcio total, magnésio total, sólidos totais). 

 

4.6. Cálculos para a aplicação de vinhaça, segundo a norma P4.231, da CETESB 

 

A dosagem máxima de vinhaça utilizada é determinada pela seguinte equação de acordo 

com a legislação P4.231 da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), 

agência do governo responsável pelo controle e fiscalização de atividades geradoras de 

poluição:   

m³ de vinhaça/ha = [(0,05 x CTC – ks) x 3744 + 185] / kvi 

Sendo:  

0,05 = 5% da CTC do solo.   

CTC = Capacidade de Troca Catiônica, expressa em cmolc/dm³.   

ks = concentração de potássio no solo, expresso em cmolc/dm³, à profundidade de 0 a 0,80 

metros.    

3744 = constante para transformar os resultados da análise de fertilidade, expressos em  

cmolc/dm³ ou meq/100cm³, para kg de potássio em um volume de 1 (um) hectare por 0,80 

metros de profundidade.   
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185 = massa, em kg, de K2O extraído pela cultura por hectare, por corte.   

kvi = concentração de potássio na vinhaça, expressa em kg de K2O /m³. 

 

4.6.1. Cálculos para a aplicação do lodo de esgoto, segundo a resolução CONAMA 

375/2006 

 

De acordo com a lei 375/2006 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), 

a aplicação máxima anual de lodo de esgoto e derivados, em toneladas por hectare, não poderá 

exceder o quociente entre a quantidade de nitrogênio recomendada para a cultura (em 

quilogramas/hectare), seguindo a recomendação oficial estado de São Paulo, e o teor de 

nitrogênio disponível (Navai) no lodo de esgoto ou derivados (Navai em quilogramas/tonelada), 

calculada como: N recomendado(quilogramas/hectare) / N disponível (quilogramas/tonelada). 

Para determinar o teor de nitrogênio disponível (Navai) no biossólido, as frações minerais 

(MF) foram calculadas. De acordo com o CONAMA, esta fração representa 40% de lodo de 

esgoto não digerido e 20% do lodo de esgoto digerido. 

 

4.6.2. Preparação das amostras de solo e resíduos para montagem dos bioensaios com 

R. padbergi 

 

Após as análises químicas das amostras, o volume de solo a ser disposto em cada 

terrário, assim como a sua densidade, Capacidade de Troca Catiônica (CTC) e teores de 

nitrogênio e potássio foram ser considerados para a montagem dos bioensaios. Para a aplicação 

da vinhaça, foi seguida a norma P4.231 da CETESB e para o biossólido, a resolução CONAMA 

375/2006. O cultivo da cana-de-açúcar foi a cultura considerada no presente estudo. 

Três terrários de 45 cm de comprimento, 25 cm de largura e 20 cm de altura, com 

capacidade para 22,5 L, foram preenchidos com 5 kg de solo controle em cada. Os dados obtidos 

a partir das análises físico-químicas das amostras de solo e resíduos foram inseridos nas 

equações apresentadas em ambas as leis para calcular o montante a ser aplicado.  

Os seguintes bioensaios foram montados contendo o solo controle (CS), solo + vinhaça 

de cana-de-açúcar (SV), solo + biossólido (SB): 

1. CS: 5 kg de solo controle 

2. SV: 5 kg de solo controle + 668,25 ml de vinhaça de cana de açúcar 

3. SB: 5 kg de solo controle + 250,63 g de biossólido 
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Dez indivíduos da espécie R. padbergi foram colocados em cada terrário, onde 

permaneceram por 30 dias. A temperatura também foi mantida a 21±2°C, durante o 

experimento, e o fotoperíodo foi de 12 horas claro/12 horas escuro. 

 

4.7.  Dissecção dos animais 

 

Após o período de exposição de 30 dias, três animais de cada tratamento foram 

dissecados com auxílio de anestésico (éter sulfúrico) em solução fisiológica, para a remoção do 

intestino médio. Em seguida, porções do órgão foram fixadas em paraformaldeído 4% para a 

aplicação da técnica. Após a fixação de 24 horas, o material foi colocado em tampão fosfato de 

sódio (pH 7,4) e armazenado em câmara fria 4ºC. 

 

4.8.  Imuno-histoquímica do intestino médio 

 

O material fixado foi desidratado em série crescente de álcool gelado (15, 30, 50, 70, 

85, 90, e 95%) durante 20 minutos cada banho. Em seguida, o material foi colocado em xilol + 

álcool por 20 minutos e em seguida xilol também por 20 minutos, sendo esta última etapa 

realizada duas vezes. Após este procedimento, foi feita a embebição do material em parafina 

líquida (Paraplast), sendo três trocas de 8 horas cada seguida pela inclusão. Posteriormente, o 

material foi seccionado em secções de 6µm com auxílio do micrótomo; as secções foram então 

hidratadas e recolhidas em lâminas. 

Para a realização da imuno-histoquímica, foi seguido o protocolo adaptado proposto por 

Silva-Zacarin et al. (2012). Primeiramente, as lâminas foram desparafinizadas com soluções de 

xilol, xilol+álcool e álcool absoluto por 10 minutos cada e então gradualmente reidratadas em 

série crescente de álcool (95%, 80%, 70%, 50%) e água destilada. As secções foram em seguida 

permeabilizadas com Triton X-100 para garantir o livre acesso do anticorpo ao seu antígeno e 

lavadas com PBS. Para a imunomarcação da HSP70 foram utilizados o anticorpo primário 

(monoclonal anti heat shock protein 70 - HSP70 produzido em camundongo, Sigma) e o 

anticorpo secundário (anti mouse IgG molécula inteira, Sigma) conjugado com fosfatase 

alcalina, incubados em câmera úmida a 37ºC, após etapa de bloqueio dos sítios inespecíficos 

para ligação com os respectivos anticorpos. Nas lâminas de controle da reação, o anticorpo 

primário não foi utilizado. Para a revelação da imunomarcação foi utilizado o kit EnVision 

(Dako™) G|2 System/AP Rabbit/Mouse (Permanent Red). 
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4.10.  Análises imuno-histoquímicas 

 

Por meio do microscópio de luz todas as lâminas foram analisadas nas objetivas de 10x, 

20x e 40x (aumento final de 100x, 200x e 400x, respectivamente); três campos selecionados 

aleatoriamente de cada secção histológica, totalizando 60 secções não consecutivas por grupo, 

foram capturados com objetiva de 40x (aumento de 400x), a partir de uma câmera acoplada ao 

microscópio, fazendo-se uso de programa próprio para captura de imagens – Leica Qwin 

Standard v. 2.8. Considera-se marcação positiva quando se observa uma cor vermelho-rosada 

representada pela deposição do cromógeno nos sítios de ligação antígeno-anticorpo, podendo 

ser de intensidade maior ou menor conforme a quantidade de proteínas da família HSP70 

presente nas células e negativa quando não se observa qualquer marcação nesta coloração.  

A imunomarcação destas proteínas foi avaliada de forma semi-quantitativa a partir 

destas imagens digitalizadas em função da região do órgão, de forma individual para cada 

secção histológica e de acordo com a seguinte escala: - = ausência de imunomarcação; + = 

imunomarcação fraca; ++ = imunomarcação moderada; +++ = imunomarcação intensa. Os 

resultados obtidos foram quantificados e calculou-se o percentual médio dos indivíduos através 

da proporcionalidade entre o número observado de cada intensidade de marcações e o número 

de campos avaliados (60 em média) para cada indivíduo. O resultado porcentual de cada grupo 

de tratamento (CS, SV, SB) foi obtido através da média das porcentagens de cada indivíduo do 

grupo. 

Para complementar esta análise, uma segunda análise semi-quantitativa foi realizada. 

As imagens digitalizadas também foram transferidas ao programa Image J v. 1.31 (disponível 

em <http://rsbweb.nih.gov/ij/>), que forneceu a porcentagem de área imunomarcada 

intensamente detectada por contraste em relação à área total de cada secção histológica 

analisada.  

Os dados obtidos nas análises de cada tratamento (exposição à vinhaça e exposição ao 

biossólido) foram comparados aos resultados obtidos para os indivíduos expostos à amostra de 

solo controle, por meio dos testes estatísticos ANOVA unidirecional e post-hoc de Tukey, com 

significância de 1%. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados serão apresentados na forma de um artigo científico, o qual foi publicado 

na revista Environmental Science and Pollution Research. 
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6. CONCLUSÃO 

 

A partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que: 

 

 A caracterização química das amostras foi importante para uma melhor 

compreensão dos efeitos das amostras sobre o organismo-teste. 

 As concentrações dos diferentes metais presentes nas amostras, mesmo sendo 

encontradas abaixo do permitido pelo CONAMA 357/2006, para aplicação de lodo de 

esgoto e biossólido em solos agrícolas e, pela P2.341 da CETESB, para o uso da 

vinhaça, podem ter sido as responsáveis pela resposta citoprotetora induzida no 

organismo-teste. 

 O protocolo de processamento e aplicação da técnica imuno-histoquímica de 

marcação de proteínas de choque térmico foi estabelecido de forma eficiente para a 

aplicação no intestino médio de diplópodos da espécie R. padbergi. 

 A modulação da expressão da família de proteínas HSP70 mostrou-se eficiente 

para avaliar a ação de amostras ambientais complexas, ocorrendo de forma distinta em 

cada camada celular que compõe o intestino médio do organismo-teste. Assim, a 

expressão destas proteínas em diplópodos pode ser uma ferramenta satisfatória na 

investigação do potencial tóxico de amostras ambientais, bem como no teste de novas 

substâncias lançadas no ambiente. 

 A aplicação da vinhaça de cana-de-açúcar e do biossólido na agricultura, como 

fertilizantes, pode caracterizar um sério risco ao ambiente, pois os bioensaios com 

estas amostras brutas induziram ação proteotóxica em um órgão de vital importância 

de um bioindicador de solo. 
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