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Carlos Drummond de_Andrade.
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estresse. Estamos apenas comegando a portentosa aventura
que aguarda nosso descobrimento de como as células lidam
com o estresse.

Wynn et al, 1994



RESUMO

Grandes quantidades de residuos diariamente gerados pelas atividades agricolas, urbanas e
industriais sdo disponibilizadas no solo e por esta razdo uma atengao especial tem sido destinada
a essa pratica, devido aos problemas ambientais ocasionados por essa disposi¢do. Este estudo
teve por objetivo avaliar o potencial toxico da vinhaga de cana-de-agucar, subproduto da
industria sucro-alcoleira, e do biossolido, residuo gerado pela Estagao de Tratamento de Esgoto
(ETE), ambos comumente empregados como fertilizantes. A avaliacdo foi feita por meio de
bioensaios em um animal tipico de solo, o diplépodo da espécie Rhinocricus padbergi, exposto
a solos contendo tais residuos em concentragcdes compativeis com as normas brasileiras para a
aplica¢do na agricultura. Foram realizadas andlises semiquantitativas da imunomarcacao das
proteinas de estresse celular da familia HSP70 no intestino médio dos diplopodos. A resposta
dos organismos diante da presenga dos xenobidticos de ambos residuos foi um aumento
consideravel da expressdo das proteinas HSP70, em regides celulares com fungdes de
detoxificar o 6rgdo, como como a camada de células hepaticas, bem como regides especificas
de células presentes no epitélio. Foi observada maior imunomarcagdo na exposi¢ao a vinhaga
em relagdo ao biossolido. Concluiu-se que as substincias presentes nos residuos testados
apresentaram agao proteotdxica para os animais expostos e induziram resposta citoprotetora,
levando a uma maior imunomarcagdo de proteinas de estresse celular e, portanto, sugere-se

cautela na disposicao de tais residuos na agricultura.

Palavras-chave: Toxicidade do solo; fertilizantes; milipedes; imuno-histoquimica; 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. INTRODUCAO

O impacto da disposi¢ao final dos residuos gerados diariamente em escala exponencial
pelas atividades urbanas, industriais e agricolas sobre os ecossistemas terrestres e aquaticos
consiste em um grave problema ambiental. Nesse sentido, a interven¢do humana pode ser
considerada como a maior responsavel pela magnitude e frequéncia da disposi¢do de compostos
potencialmente contaminantes, gerando diversos danos em nivel local e global (BRAYNER,
1998). Assim, uma vez que cada residuo apresenta propriedades e efeitos especificos na biota,
¢ imprescindivel avaliar sua contribuicdo a contaminagdo do meio (SRIVASTAVA; SAHAI,
1987).

No entanto, a detec¢dao e quantificacdo das substancias toxicas neles contidas ¢ uma
tarefa trabalhosa e problematica, devido principalmente a complexidade das substancias
quimicas envolvidas, sendo necessarios estudos complementares as analises fisico-quimicas
para distinguir os compostos inertes daqueles que sdo contaminantes. Sendo assim, os testes de
toxicidade, ao utilizarem organismos bioindicadores, tém se revelado importantes na avaliagao
dos riscos que estes residuos apresentam a satide humana e ao meio ambiente (COSTA et al.,
2008; FONTANETTI et al., 2011).

Dentre os residuos organicos produzidos em larga escala, destacam-se a vinhaga de
cana-de-agucar, derivada da industria sucro-alcoleira, e o lodo proveniente das estacdes de
tratamento de esgoto (ETEs), cujas destinagdes em cursos d’agua e oceanos, respectivamente,
causaram importantes desastres ecoldgicos, levando a implantacao de legislagdes restritivas,
que proibiram esta pratica em varios paises a partir das décadas de 60 e 70 (LARA et al., 2007,
FYTILI; ZABANIOTOU, 2008; LAIME et al, 2011). Uma alternativa vantajosa
economicamente e pratica, que passou ser utilizada, foi a aplicacdo destes subprodutos na
agricultura, como fertilizantes e recondicionantes do solo, principalmente devido a elevada
concentracdo de matéria orginica e por serem fontes consideraveis de nutrientes vegetais
(LOPES, 2008; CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). Deste modo, a potencial contaminagdo dos
solos por estes residuos torna-se uma preocupacao relevante, apesar de poucos estudos terem
sido realizados a este respeito.

A vinhaca, também denominada restilo ou vinhoto, caracteriza-se como a principal agua
residuaria gerada no processo de producdo do etanol, especificamente durante a etapa de
destilacdo da mistura alcodlica resultante da fermentacdo da matéria-prima utilizada, como a
cana-de-actcar (FUESS, 2013). Sua composic¢ao ¢ bastante variavel e depende, principalmente,

da natureza e composi¢ao 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 fermentagdo, tipo de levedura
utilizado, modo de destilagdo, entre outros) (GLORIA; ORLANDO, 1984; SILVA etal., 2007;
NETO, 2008). Em geral, ¢ caracterizada pelo pH acido, elevadas carga organica, demanda
quimica de oxigénio (DQO) e demanda biologica de oxigénio (DBO), coloragdo castanho
escuro e um odor desagradavel aos seres humanos (WALISZEWSKI et al., 1997; ESPANA-
GAMBOA et al., 2011; MORAN-SALAZAR et al., 2016).

Embora o Brasil seja um grande produtor de agticar desde o periodo colonial, a maior
expansdo de cultivo da espécie ocorreu durante a década de 80, impulsionado pelo incentivo
estatal do Programa Nacional do Alcool (Proalcool), que substituiu parte do consumo de
gasolina por etanol, obtido a partir da cana-de-agucar, sendo pioneiro em seu uso, em larga
escala, em nivel mundial, como combustivel automotivo (LAIME et al., 2011). Este programa
foi criado na tentativa de superar a crise do petroleo e atender a demanda dos mercados interno
e externo, colaborando também para diminuir o consumo de combustiveis fosseis, recursos nao
renovaveis cuja queima potencializa o efeito estufa (GUPTA; VERMA, 2015).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2017), o Brasil ¢ o
segundo maior produtor mundial de etanol, atrds apenas dos Estados Unidos da América, sendo
que, na safra de 2016/2017, a produgdo foi de cerca de 27,25 bilhdes de litros (UNICA, 2017).
Apenas o estado de Sdo Paulo possui 5,7 milhdes de hectares com cana-de-agucar, o equivalente
amais de 50% de todo o Brasil. Assim, estima-se que Sao Paulo produza no minimo 15 milhdes
de litros de alcool e, ao menos, 150 milhdes de litros de vinhaca (FONTANETTI; BUENO,
2017), sendo que, em média, 10 a 18 litros de vinhaca sdo gerados para cada litro de etanol
produzido, dependendo do equipamento da destilaria (CORTEZ et al., 1992; SILVA et al.,
2007). Assim, a industria sucroalcooleira ganhou destaque ndo apenas na economia, como
também na questdo ambiental, devido ao enorme volume de residuos gerados (PAOLIELLO,
2006).

O uso da vinhaga como fertilizante, por meio da fertirrigacdo, ou seja, infiltragao deste
efluente in natura no solo, por meio da irrigagdo das proprias culturas de cana-de-agucar se
tornou frequente entre as usinas a partir também da década de 80, substituindo o emprego de
fertilizantes quimicos, principalmente daqueles que fornecem o suprimento de potéassio
(CORAZZA, 1999). Em 2014, dos cerca de 280 bilhdes de litros de vinhaga produzidos, 97%
foram utilizados na propria 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 pratica,
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devido ao alto teor da vinhagca em agua e nutrientes minerais essenciais as plantas, como
potassio, nitrogénio e fosforo, podendo promover a melhora das propriedades fisico-quimicas
e hidraulicas do solo, como aumento da agrega¢ao de particulas, capacidade de troca cationica,
reten¢do de umidade e resultados positivos na produtividade dos cultivos de cana-de-agucar,
assim como de outras culturas. Contudo, hd aspectos negativos, ainda nao totalmente
esclarecidos, os quais requerem estudos adicionais antes de possibilitar a aplicagdo segura da
vinhaga (SOTO et al., 2017).

Existem varios trabalhos apresentando os efeitos toxicos da vinhaga in natura, para os
organismos aquaticos (MARINHO et al., 2014; SILVA et al., 2015; CORREIA et al., 2017a,
b), uma vez que a aplicacdo de um grande volume de vinhaga pode saturar o solo e contaminar
recursos hidricos préoximos das culturas (SILVA et al.,, 2007). Porém pouco se tem
conhecimento a respeito dos impactos deste liquido residual sobre a fauna edafica (ALVES et
al., 2015).

No Brasil, a norma técnica P4.231 (CETESB, 2015) estabelece critérios e
procedimentos para a aplicacdo de vinhaca de cana-de-aglicar em solos agricolas. Para tanto, o
volume maximo de vinhaga para aplicagdo deve ser estimado levando-se em consideragdo a
capacidade de troca cationica (CTC) do solo, a concentragdo de potassio no solo e na vinhaca
e a quantidade de K,O extraida pela cultura da cana-de-actcar por hectare apos cada colheita
(CETESB, 2015). Embora esses critérios sejam considerados suficientes para cumprir os
objetivos estabelecidos na norma padrao, eles ndo consideram os efeitos biologicos derivados
da aplicacdo da vinhaga e o comprometimento dos servicos ecologicos associados (ALVES et
al., 2015).

Da mesma forma, o lodo de esgoto (LE), residuo gerado pelas estacdes de tratamento
de 4guas residuarias municipais, industriais e provenientes do proprio processamento industrial
da cana-de-acucar, também tém causado preocupacdes para a comunidade cientifica, quanto a
sua disposi¢do, tanto no cendrio internacional, como no Brasil, diante de sua elevada e crescente
producdo, podendo representar até metade do custo operacional das Esta¢des de Tratamento de
Esgoto (ETEs) (PIRES, 2006). Segundo Bettiol et al. (2006), em func¢do da origem, do tipo e
da eficiéncia do processo utilizado, o LE apresenta uma composi¢do muito variada. Um LE
tipico apresenta 40% de matéria organica, 4% de nitrogénio 2% de fosforo e 0,4% de potassio,
além de alguns micronutrientes como ferro, cobre, zinco € manganés.

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

de lodo de esgoto (PEDROZA et al., 2010). No estado de Sdo Paulo, onde 75,8% das cidades
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apresentam tratamento de esgoto (IBGE, 2010), a geragdo deste residuo ja ultrapassou 100
toneladas de LE seco por dia (OLIVEIRA, 2000).

A fim de reduzir a disposi¢do do lodo de esgoto em aterros sanitdrios, devido aos
importantes impactos negativos desta acdo, os governos t€ém incentivado sua reutilizagdo como
fertilizantes em areas agricolas (PASSUELLO et al., 2012), dado que este residuo contém teores
elevados de matéria organica e inimeros micronutrientes (zinco, cobre e ferro), capazes de
incrementar os niveis de fertilidade, porosidade, permeabilidade e agregabilidade dos solos
(SURTHAR; SINGH, 2008; CINCINELLI et al., 2012). Entretanto, a presenca de metais trago,
contaminantes organicos, patdogenos ¢ produtos farmacéuticos no lodo constitui a principal
restricdo a este tipo de emprego (OBBARD, 2001; BRIGHT; HEALEY, 2003; CAl et al., 2007,
VERLICCHI; ZAMBELLO, 2015).

Para a aplicacdo no solo, o LE deve ser tratado por meio dos processos de secagem,
solarizagdo, compostagem, vermicompostagem e caleagdo, resultando no composto
denominado biossélido (NASCIMENTO et al., 2011). Contudo, os processos de tratamento
utilizados nem sempre sdao capazes de remover tais compostos (SHINBROT, 2012;
BRISOLARA; OCHOA, 2016), podendo causar sérios prejuizos a saude dos ecossistemas
terrestres e aquaticos, sendo este ultimo por meio dos processos de lixiviacdo (CESAR et al.,
2010). De fato, estudos conduzidos por Christofoletti et al. (2012), utilizando o vegetal Allium
cepa e o milipede Rhinocricus padbergi, e por Groth et al. (2016), utilizando o vegetal aquatico
Lemna minor e o crustaceo Latonopsis australis, como bioindicadores, indicaram os potenciais
genotoxico e toxico deste residuo para estas espécies, mesmo apds tratamento.

A regulamentacdo do uso do lodo de esgoto e derivados (como o biossélido) no Brasil
¢ feita pela resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA 375/2006. Esta
resolucao determina o modo de aplicacdo de tais residuos, além de métodos de caracterizagao
de pH, compostos organicos, metais, solidos volateis, patdogenos, entre outros. Contudo, apenas
sua caracterizagdo quimica ndo ¢ suficiente, havendo a necessidade de também prever o efeito
combinado dos contaminantes, sua biodisponibilidade e toxicidade para a biota, a fim de,
possibilitar a determinag¢ao de doses que promovam maior eficiéncia em produtividade, sem
causar a contamina¢do do ambiente (NATAL-DA-LUZ et al., 2011).

Desse modo, estudos que utilizem organismos bioindicadores para avaliar os riscos
ecotoxicologicos associados ao emprego de misturas complexas de contaminantes em solos
agricolas sdo fundamentais. Dentre os bioindicadores da fauna edafica, destacam-se os

diplépodos em razao da importancia destes organismos nos processos de ciclagem de nutrientes
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e estruturagao dos solos e ao fato de estarem constantemente expostos aos contaminantes deste
meio (SOUZA et al., 2014).

A avaliacdo dos efeitos biologicos dos contaminantes ambientais pode ser realizada em
varios niveis de organizacao, sendo que as técnicas que revelam respostas em niveis mais baixos
sdao 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, ¢ o uso de marcadores celulares, como as proteinas
de choque térmico (Heat Shock Protein — HSP) também conhecidas como proteinas de estresse
celular (MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006). As HSPs exercem um importante papel
citoprotetor contra danos e na manutencdo de muitas fungdes celulares vitais
(MUKHOPADHYAY et al., 2003; DANISH et al., 2015). A familia HSP70 em especial, ¢
reconhecida como um importante biomarcador por sua expressao ser geralmente aumentada em
resposta a varios estressores ambientais, atuando como ativadoras da desintoxicacao metabolica
e prevenindo a indugdo da morte celular (NADEAU et al., 2001; KRONE et al., 2005; SOUZA
etal., 2014; RAHUL et al., 2015).

Neste contexto, considerando a importancia dos solos e a problematica da contaminagao
deste recurso por residuos utilizados como fertilizantes, tais como a vinhaga de cana-de-agucar
e o biossolido, assim como a relevancia dos marcadores celulares, esse estudo teve por objetivo
avaliar o potencial toxico destes compostos sobre um organismo representante da fauna edafica

utilizando a imunomarcacao de proteinas de estresse celular HSP70.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. A problematica da contaminacio dos solos

O solo consiste na camada superior da crosta terrestre composta por materiais minerais
ou organicos ndo consolidados, com diferentes propriedades fisicas, quimicas, morfologicas e
bioldgicas (SSA, 2008) e compde-se por fases aquosa, solida e gasosa (LUCHESE et al., 2001)
E um sistema dindmico, complexo e fundamental para a vida na Terra, que atua como um
reservatorio chave de grande parte da biodiversidade global, desde micro-organismos a flora e
a fauna (FAO, 2015a; MONTANARELLA et al., 2015), assim como fornece o substrato fisico
para a maioria das atividades humanas. Nesse contexto, a biota do solo ¢ um componente central
na regulagdo das principais fungdes deste sistema, como a decomposicdo de matéria organica,
o ciclo de nutrientes e a manutenc¢do da estrutura do solo (BARRIOS, 2007).

Nas ultimas décadas, o solo tem sido constantemente negligenciado e deteriorado
devido a contaminagdo quimica, manejos agricola e florestal inadequados, erosdo, entre outros
(SOCHOVA et al., 2006), levando ao declinio de sua fungdo e capacidade de fornecer bens
econdmicos € servigos ecossistémicos, como a producao de alimentos e o sequestro de carbono
(LIU et al., 2010; LAL, 2010). Assim, este quadro gerou recentemente um maior interesse na
conservagdo deste limitado recurso, principalmente no contexto da seguranga alimentar,
mudangas climaticas e gestao de terra (KOCH et al., 2013; LAL, 2004; KEITH et al., 2016). A
exemplo disso, as Nagdes Unidas declararam 2015 o Ano Internacional dos Solos com o lema
“solos saudaveis para uma vida saudavel” a fim de evidenciar o papel fundamental dos solos
na sustenta¢do da produtividade bioldgica, promogao da qualidade ambiental e manutencao da
vida (FAO, 2015b; POWELL; EISENHAUER, 2015).

De fato, o manejo ndo apropriado de agroquimicos, aguas de irrigacdo de baixa
qualidade ou contaminada, bem como a disposi¢do indiscriminada de residuos gerados pelas
atividades agricolas, urbanas e industriais podem provocar o actimulo de substancias
potencialmente toxicas aos organismos do solo e consequentemente, afetar os seres humanos
por meio das rotas de transferéncia ao longo da cadeia alimentar (CAMARGO; DENARDIN,
2013; FRANCISCO; FONTANETTI, 2015). Além disso, estes contaminantes podem atingir os
recursos hidricos subterraneos ou superficiais ao permearem as camadas do solo no processo
de percolagdo, ou serem transportados por lixivia¢ao, tornando esta problematica 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 transferéncia
para outros compartimentos ambientais (a atmosfera e os corpos d'dgua), ¢ determinada pela
natureza quimica do poluente (solubilidade, polaridade, hidrofobicidade, lipofilicidade e
estrutura molecular), pelas caracteristicas da carga da superficie coloidal do solo (a qual
influenciara a solubilidade, troca de ions por processos de adsor¢cdo-dessor¢ao, complexagdo e
reacoes redox dos poluentes ativos na solucao do solo) e pelas suas propriedades fisicas
(textura, distribuicdo de poros, densidade, temperatura, aeragdo, regime hidrico do solo e
topografia ou declividade da area) (SANTOS, 2002; SEMPLE et al., 2003; ARIAS-ESTEVEZ
et al., 2008). Dentre estes complexos processos, destacam-se: sor¢ao e degradagao.

A sorg¢do ¢ um processo chave na dindmica do transporte, persisténcia, transformacao e
bioacumulagao dos contaminantes (DE JONGE et al., 1996). Uma vez que na maioria dos solos
ha o predominio de cargas negativas, cdtions minerais e organicos sdo atraidos
eletrostaticamente para a superficie dos coldides do solo. Nos solos de carga variavel, a reten¢ao
de ions organicos e inorginicos da solucdo do solo depende da adsor¢do-dessorcao de
hidrogénio de grupos funcionais de minerais e da matéria organica. Enquanto metais de
transicdo e metais pesados sdo fortemente adsorvidos por ligagdes quimicas a esses coloides,
resultando em um longo periodo de contaminacao (SANTOS, 2002).

A degrada¢do dos contaminantes refere-se a mudangas na natureza quimica da molécula
e pode ocorrer por via abiotica (hidrolise, oxi-redugdo, volatilizagdo e fotodecomposigdo) e
caso o composto seja biodegradavel e se encontre na solugao do solo ou fracamente adsorvido,
por via biotica (a¢do de micro-organismos, vermicompostagem e bioprocessamento) (REID et
al., 2000, SANTOS, 2002; CHRISTOFOLETTI et al., 2013b). Este ¢ um relevante processo de
atenuagdo de contaminantes como pesticidas e herbicidas, determinando seu tempo de
permanéncia no solo (GUO et al., 2000; OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011). Porém, em alguns
casos, subprodutos mais toxicos que os compostos originais podem ser gerados como resultado
de sua degradacdo (BOXALL et al., 2004).

Atualmente, a avalicdo de risco de solos degradados baseia-se principalmente em
analises quimicas de uma lista prioritaria de substancias toxicas, geralmente metais pesados,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) e alguns outros compostos quimicos
persistentes, corrigidas pela quantidade total de matéria organica e inorganica presente nas
amostras do solo (SOUSA et al., 2008). No entanto, deve-se considerar que a grande gama de

produtos quimicos toxicos potencialmente presentes em um local pode dificultar andlises
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quimicas bem-sucedidas, tornando-a uma tarefa complexa e custosa (WHITE; CLAXTON,
2004; FONTANETTI et al., 2011).

Assim, embora os métodos analiticos tenham sido utilizados para identificar poluentes
e determinar seu nivel de concentraciao no solo, estes ndo foram capazes de caracterizar com
precisdo a qualidade geral do solo (HENTATI et al., 2013). De fato, estes resultados apresentam
uma aplicagdo ambiental limitada, uma vez que nao detectam os efeitos sobre os organismos
nem avaliam as possiveis intera¢des (aditivas, antagonicas ou sinérgicas) entre as substancias,
bem como a sua biodisponibilidade (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008; SOUSA et al.,
2008; NATAL-DA-LUZ et al.,, 2011). Além disso, deve-se considerar que alteragdes
qualitativas e quantitativas na fauna edafica afetam as func¢des do solo (CHRISTOFOLETTI et
al., 2013b) e que as concentragdes totais de contaminantes nem sempre se correlacionam com
a toxicidade (ALEXANDER, 2000; PEIJNENBURG et al., 2012).

Nesse sentido, recomenda-se uma combinacao de metodologias de analises quimicas e
bioldgicas, tanto laboratoriais quanto em campo, na avaliacdo da toxicidade de solos para se
obter uma abordagem ecossistémica real do risco associado a este tipo de contaminagdo (AL-
MUTAIRI et al., 2008; SOUZA et al., 2013).Deste modo, a ecotoxicologia do solo fornece
suporte cientifico para o esforco de proteger este meio através do estudo das relagdes entre a
contaminagao e seus efeitos sobre importantes organismos da fauna edafica (SOCHOVA et al.,

2006).

2.2. Diplopodos como bioindicadores

Uma espécie ou um grupo de espécies cuja presenca, abundancia e condigdes biologicas,
em ecossistemas reais ou através de testes de toxicidade laboratorial, permitem realizar
inferéncias sobre a qualidade e o impacto das alteragdes em um ambiente, sdo considerados
bioindicadores (McGEOCH, 1998; SOUZA et al., 2014). Dentre os organismos do solo, alguns
grupos taxondmicos de invertebrados que pertencem a meso (80 pm-2 mm) e macrofauna (500
um-50 mm) (SWIFT et al., 1979), tais como, Isopoda, Collembola, Oligochaeta e Diplopoda,
tétm sido propostos como organismos bioindicadores na ecotoxicologia terrestre
(FONTANETTI et al., 2011). Isto se deve a uma série de caracteristicas destes organismos,
como o habitat, distribui¢do cosmopolita, abundancia e diversidade, além de muitas vezes
apresentarem curtos ciclos de reproducgdo, o que torna pratico seu uso em testes laboratoriais

(HUGUIER et al., 2014)
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A classe Diplopoda (milipedes) em particular, considerada a terceira maior classe de
artrépodes terrestres, ¢ estimada em 80.000 espécies distribuidas em todo o0 mundo (com maior
diversidade nos trépicos), das quais apenas cerca de 12.000 foram descritas (RUPPERT et al.
2005; GOLOVATCH; KIME, 2009). Uma caracteristica que distingue os membros dessa classe
em relacdo as outras trés classes de Myriapoda (Chilopoda, Symphyla e Pauropoda) ¢ a
presenca de segmentos duplos, portando dois pares de pernas (CORREIA; DE AQUINO,
2005).

Seus habitos sdo predominantemente noturnos, vivendo em ambientes imidos e s3o
comumente encontrados sob troncos de arvores e folhas caidas. Ocupam o nivel tréfico de
decompositores, alimentando-se de matéria organica, detritos, frutas € uma quantidade relativa
de matéria de origem mineral (HOPKIN; READ, 1992; RUPPERT et al., 2005).

Os diplépodos possuem um importante papel na dindmica dos ecossistemas terrestres,
sendo capazes de colonizar diferentes camadas do solo. Ao participarem da ciclagem e liberagdo
de nutrientes na matéria organica em decomposi¢do, auxiliam no processo de humificacao.
Além disso, através de suas fezes, promovem a mineraliza¢do do solo, pois secretam amonia e
acido urico, 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, nitrogénio e fésforo, e promovem a
aeracao ativa do solo (HOPKIN; READ, 1992).

Ademais, as atividades de escavagdo dos diplopodos afetam as propriedades fisicas dos
solos, alterando caracteristicas como porosidade, umidade e transporte de substancias
(DANGERFIELD et al., 1991). Segundo Wolters (2000), sua capacidade em contribuir para o
acimulo da matéria organica do solo, aumentando a sua estabilidade, pode ter sido uma
importante adaptacdo a necessidade de aumentar a qualidade do solo mineral como um habitat
e garantir um "refugio de decomposi¢ao".

Nos ultimos 20 anos, estes organismos da fauna edafica receberam maior aten¢do nos
estudos em ecotoxicologia por uma série de motivos, entre os quais destacam-se: seu grande
contato com o substrato, o que os torna suscetiveis a uma miriade de contaminantes ambientais
que podem estar presentes no meio; assim como seu relativo facil emprego em bioensaios € a
possibilidade de mensurar os efeitos dessas substdncias em vdarios niveis de organizagdo
bioldgica (SOUZA et al., 2014; FRANCISCO; FONTANETTI, 2015). Além disso, por se
situarem nos niveis mais baixos das cadeias troficas terrestres, os diplopodos podem indicar a

potencial bioacumulagdo dos contaminantes ao longo das teias alimentares (BURGER, 2006).
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Em especial, o sucesso da espécie brasileira Rhinocricus padbergi na avaliagdo da
toxicidade de substancias complexas, foi atestada em diversos estudos utilizando exposi¢oes a
diferentes concentragdes de lodo de esgoto (NOGAROL; FONTANETTI, 2010; GODOY;
FONTANETTI, 2010; PEREZ; FONTANETTI, 2011; BOZZATO; FONTANETTI, 2012;
SOUZA; FONTANETTI, 2012), lodo de esgoto e vinhaca de cana-de-aglcar
(CHRISTOFOLETTI et al., 2016), a solo de landfarming proveniente de refinarias de petroleo
(SOUZA etal.,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 relagdo a contaminagao do solo por metais trago, por exemplo, Hubert (1978; 1979)
identificou as estruturas onde tais ions metalicos sd3o armazenados pelos diplopodos.
Comumente, os granulos contendo metais encontram-se associados a 6rgaos com fungdes
digestdria, de armazenamento e de excre¢do, como o intestino médio, células hepaticas, corpo
gorduroso e tibulos de Malpighi. Portanto, 6rgdos que apresentam tais fungdes essenciais tém
sido preferencialmente utilizados na avaliagdo de alteragdes tissulares e celulares decorrentes
de contaminagdo ambiental (PIGINO et al., 2005).

Assim, um dos 6rgdos alvo para estes estudos tem sido o intestino médio, situado apds
o intestino anterior e antes da regido pilorica. Histologicamente, este érgdo ¢ composto por
epitélio, membrana basal, camada muscular, células hepaticas e uma membrana externa que
limita estas estruturas (FONTANETTI et al., 2015). Em R. padbergi o epitélio é classificado
como psedoestratificado, constituido por células epiteliais absortivas intercaladas por células
regenerativas e secretoras (CAMARGO-MATHIAS et al., 2004). Sua utilizagdo em estudos
ecotoxicologicos deve-se ao seu importante papel nos processos de detoxicagdo e excrecao de
xenobioticos, funcionando como uma barreira ao impedir que compostos toxicos ou nao
essenciais atinjam o restante do organismo (HOPKIN et al., 1985; GODOY; FONTANETTI,
2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010; SOUZA et al., 2014). De fato, granulos insoluveis
de fosfato de célcio contendo contaminantes como metais sdo formados nas células hepaticas e
absortivas a fim de se manter a homeostase ¢ o balango i6nico, assim como evitar o
comprometimento de todo o organismo (PEREZ; FONTANETTI, 2011; CHRISTOFOLETTI
et al., 2016). Contudo, na ingestdo de substratos altamente contaminados, compostos podem

ultrapassar esta barreira e as células podem sofrer danos.
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2.3. A familia de proteinas de estresse celular HSP70

A resposta inicial de um organismo a qualquer estresse ambiental ocorre por meio de
eventos bioquimicos e subjaz todos os efeitos de maior nivel organizacional (CASTRO et al.,
2013). Esta resposta primaria de protegao celular € caracterizada essencialmente pela ativagao
de um grupo restrito de genes, que leva ao aumento da expressao de uma familia de proteinas
denominadas “proteinas de choque térmico” (do inglés Heat Shock Protein - HSP), ou proteinas
de estresse celular (MORALES et al., 2011; KNIGGE et al., 2014).

A primeira descri¢cdo da resposta celular ao estresse foi feita por Ritossa (1962, 1964),
ao observar que a exposicdo de células das glandulas salivares de Drosophila melanogaster ao
aumento da temperatura promovia um novo padrdo de espessamento (puffs) em determinados
cromossomos, o qual representava sitios especificos de transcri¢do para a sintese destas
proteinas. Contudo, a identificacdo destes produtos génicos foi realizada somente apos cerca de
doze anos e o termo “proteinas de choque térmico” foi criado (TISSIERES et al., 1974).

Estudos posteriores revelaram que a resposta ao choque térmico ocorre em todos os
organismos, de procariotos a eucariotos, a custa da interrup¢ao na sintese de outras proteinas
(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 eleva¢do da temperatura, uma
variedade de outros fatores adversos de natureza quimica, fisica e bioldgica (tais como metais,
poluentes organicos, xenobidticos, inibidores do metabolismo, osmolaridade, radicais livres,
radiacdo ultravioleta e patdogenos) podem levar a uma alteracdo consideravel no padrdo de
expressdo génica e uma sintese rapida e elevada de HSPs, que passaram entdo a serem
reconhecidas como “proteinas de estresse” (MEYER; SILVA, 1999; MUKHOPADHYAY et
al., 2003; FONTANETTI et al., 2011; MAHMOOQOD et al., 2014).

As proteinas de choque térmico apresentam um papel critico na recuperagao do estresse
a qual a célula foi submetida e na citoprote¢ao contra subsequentes danos. Isto ocorre em razao
da capacidade destas proteinas em reconhecerem polipetideos nascentes, regides nao
estruturadas de proteinas e trechos hidrofobicos expostos de aminoacidos. De fato, os
polipeptideos corretamente dobrados apresentam as por¢des hidrofobicas de seus aminoacidos
voltadas para o interior da molécula, voltam-se para o exterior, o que impede a agregacdo, que

seria nociva para a célula (MEYER; SILVA, 1999). Por outro lado, os componentes hidrofilicos
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voltam-se para o exterior, uma vez que sdo nestas regides em que estao localizados os sitios de
ligacdo das proteinas.

Desse modo, ao atuarem como chaperonas moleculares, interagem de modo reversivel
com outras proteinas a fim de auxilid-las em sua correta conformagdo, o que possibilita que
estas exercam todas as suas atividades celulares vitais (MEYER; SILVA, 1999). Em niveis
aumentados, promovem o redobramento daquelas proteinas que sofreram desnaturagao parcial
por estresse, além de impedir a agregagdo irreversivel destas com outras proteinas na célula
(PARSELL; LINDQUIST, 1993; NOLLEN; MORIMOTO, 2002). Ja nos casos em que 0s
danos ndo sdo passiveis de restauracao, as HSPs auxiliam no processo de eliminacao destas
proteinas, destinando-as ao sistema proteolitico adequado (MAYER; BUKAU, 2005). Ainda,
as proteinas de choque térmico auxiliam a sintese e a maturagdo de novas proteinas, que irdo
substituir aquelas danificadas pelo estresse (MEYER; SILVA, 1999).

Além de serem induzidas em condigdes de estresse, as HSPs sdo constitutivamente
expressas em condigdes normais do ciclo celular, onde desempenham a fun¢do de manutengao
da homeostase, regulando o enovelamento de proteinas recém-sintetizadas e auxiliando seu
transporte através de membranas intracelulares (HARTL; HAYER-HARTL, 2002).

Nesse contexto, as proteinas de choque térmico foram recentemente reconhecidas como
determinantes fundamentais da sobrevivéncia celular, sendo capazes de modular a apoptose ao
interagir diretamente com os componentes das vias apoptdticas intrinseca e extrinseca. Uma
evidéncia disso € o fato de que cé€lulas que nao respondem ao estresse sdo induzidas a morte
celular (SREEDHAR et al., 1999). Sendo assim, seu nivel de expressdo pode determinar o
destino da célula e sua manipula¢do pode representar uma estratégia viavel para o tratamento
de doengas como o cancer ¢ doencgas cardiacas (GARRIDO et al., 2001; KENNEDY et al.,
2014).

Estas chaperonas moleculares sdo classificadas em cinco familias principais de acordo
com o peso molecular aparente, homologias de sequéncias de aminodcidos e seus aspectos
funcionais: familia HSP100 (100-104 kDa), familia HSP90 (82-90 kDa), familia HSP70 (68-
75 kDa), familia HSP60 (58-65 kDa) e a familia de pequenas HSP’s (15-30 kDa)
(MUKHOPADHYAY et al., 2003). Cada uma delas ¢ composta por membros expressos
constitutivamente ou induzidas e que sdo direcionados a diferentes compartimentos
subcelulares (JOLY et al., 2010).

Dentre as diferentes familias, a HSP70 ¢ a maior e mais conservada familia de proteinas

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 sao
constitutivamente expressas em uma variedade de compartimentos celulares: citoplasma,
reticulo endoplasmatico (RE), mitocondrias e cloroplastos (BOORSTEIN et al., 1994) ¢ se
ligam as proteinas alvo para regular o enovelamento, o transporte e o reparo de proteinas recém-
sintetizadas nos complexos ribossomais (MUKHOPADHYAY et al., 2003). Sob condi¢des
ambientais adversas, sua sintese ¢ aumentada e passa a assumir novos papéis relacionados a
protecdo das células contra a proteotoxicidade de agentes estressores (HIGHTOWER, 1991;
BHARGAYV et al., 2008; DOUGLAS; CYR, 2009). Sendo assim, estes niveis aumentados
podem ser interpretados como resultantes da agdo proteotoxica de xenobidticos incorporados,
os quais ndo foram eliminados pelos processos de desintoxicagdo e, consequentemente, afetam
o dobramento correto de proteinas nativas (SANDERS; MARTIN, 1993), e consequentemente,
a fun¢do delas.

Nesse sentido, como as HSP70 sdo proteinas bem caracterizadas, presentes em todos os
organismos, altamente conservadas em forma e fun¢do, e a modulacdo de sua expressdo esta
estritamente ligada a presenca de proteinas danificadas ou desenoveladas, causada por uma
grande variedade de estressores, esta familia de proteinas tem sido considerada um eficiente
biomarcador para a avaliagao 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 doengas humanas (POWERS; WORKMAN, 2007).

Por outro lado, apesar de seu grande potencial como biomarcador na ecotoxicologia,
pouco se sabe sobre esta familia de proteinas em invertebrados do solo (KAMMENGA et al.,
2000). Neste contexto, uma maior atencao tem sido dada a nematodos, anelideos e gastropodes
e poucos estudos foram realizados utilizando diplopodos (ECKWERT et al., 1994; ZANGER
et al., 1996; MAHMOQOD et al., 2014). Por exemplo, Zanger et al. (1996) e Zanger e Kdohler,
(1996) observaram um aumento na expressao de HSP70 no intestino médio de diplépodos da
espécie Julus scandinavius expostos a diferentes concentragdes de cadmio e zinco. De modo
geral, verificou-se que a resposta ao estresse celular em invertebrados de solo tanto em
condig¢des de laboratdrio quanto de campo, € especialmente adequada para indicar os efeitos da
exposicao a concentracdes relativamente baixas de uma série de substancias toxicas, indicando
danos subletais que os organismos tenham sofrido (RYAN; HIGHTOWER, 1996;
MAHMOQOD et al., 2014).

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

(nucleotide binding domain - NBD) e um dominio C-terminal de 27 kDa de ligagdo ao substrato
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(substrate binding domain - SBD), os quais sdo unidos por uma ligagdo hidrofobica flexivel
altamente conservada. O dominio NBD ¢ composto por quatro subdominios (IA, IB, ITA e IIB)
dispostos em dois l6bulos com uma fenda profunda entre eles. J& o dominio SBD apresenta
uma Unica dobra e ¢ subdividido em uma estrutura f-sanduiche de duas camadas de folhas 3
antiparalelas (SBDP) e um subdominio a-helicoidal (SBDa) que termina em um trecho nao
estruturado de 30 residuos e apresenta arranjos radicalmente diferentes nas conformacgdes
fechada e aberta. Seu acesso ao substrato ¢ controlado por uma “tampa” C-terminal que expde

o sitio de ligagdo aos peptideos (Figura 1) (CASTRO et al., 2013; MAYER, 2013).

Regido
hidrofébica
de ligagdo

Fenda de ligagdo
ao peptideo

Fenda de ligacdo ao
nucleotideo adenina

Tampa

Dominio ATP3sico Dominio de ligagdo
ao peptideo

Figura 1. Estrutura molecular da proteina HSP70 com dominio ATPase (NBD) e dominio de
ligacdo ao substrato (SDB) ligados por uma sequéncia hidrofobica. Fonte: Adaptado de
Kampinga; Craig, 2010.

Atuam como chaperonas moleculares auxiliando no processo de enovelamento de
proteinas por meio da associagdo transitoria do dominio SBD com o substrato proteico
(MAYER; BUKAU, 2005). Dentre as possiveis conformacdes do substrato estdo: polipeptideos
desenovelados ou parcialmente enovelados, conjuntos de proteinas nativas e agregados de
polipeptideos ndo nativos (MAYER, 2013). Esta alta versatilidade das HSP70 ¢ devida a
capacidade de reconhecimento de uma curta sequéncia polipeptidica (motif) que consiste em
um nucleo de cinco residuos de aminoécidos hidrofobicos flanqueados por regides de
aminodcidos carregados positivamente (RUDIGER et al., 1997). Tais sequéncias ocorrem em
média a cada 30-40 residuos em praticamente todas as proteinas, sendo que no estado nativo,
sao encontradas principalmente no nicleo hidrofoébico da proteina e sdo expostas apenas antes
do enovelamento de novo ou apo6s a desnaturagdo, o que explica a ligacdo das HSP70 as

proteinas enoveladas, mas ndo as suas homoélogas nativas (MAYER, 2013).
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O ciclo de ligagao e liberagdo do substrato ¢ conduzido pela transi¢ao entre o estado
ligado a molécula de ATP de baixa afinidade e o estado ligado a ADP de alta afinidade
(MAYER; BUKAU, 2005). De fato, a hidrélise de ATP ¢ 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 associagdo, induzem hidrolise de ATP
pelo dominio NBD e sdao entdo presos no HSP70-ADP, o qual apresenta baixas taxas de
dissocia¢ao do peptideo. Este mecanismo aumenta a afinidade aparente para polipeptideos em
varias ordens de magnitude e permite que as HSP70s evitem a agregacdao de forma eficiente
(MAYER, 2013).

No entanto, as HSP70 ndo atuam isoladamente, mas com um conjunto de cochaperonas,
sendo que as familias mais importantes sdo as do dominio J (JDP) e as de fatores de troca de
nucleotideos (NEFs). Inicialmente, a JDP liga-se ao substrato, formando um complexo que
interage com o dominio SBD da HSP70. Porém, esta interag@o so ¢ permitida quando o dominio
NBD da chaperona encontra-se ligado a uma molécula de ATP. Em seguida, a ligacdo do
substrato em conjunto com a JDP estimula a hidrolise do ATP, o que promove uma alteragao
conformacional na parte helicoidal ao longo da fenda do sitio de ligagdo, com consequente
enovelamento do substrato. A formacdo da ADP e a alteracdo conformacional, reduzem a
afinidade de ligagdo com a cochaperona JDP, levando a sua dissociacdo do complexo.
Posteriormente, o NEF liga-se a HSP70 auxiliando no processo de substitui¢do da molécula de
ADP por uma nova molécula de ATP. Apos a ligacado HSP70-ATP o substrato ¢ liberado, e
caso a conformagdo nativa da proteina ndo seja alcangada, a cochaperona JDP religa-se as
regides hidrofobicas expostas dando inicio 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 induc¢do da transcricdo das
HSP70, o qual envolve, entre outros elementos, os fatores de transcrigdo HSF (Heat Shock
Factor). Tal fator ¢ encontrado no ntcleo e no citoplasma de células eucarioticas normais sob
a forma de um monomero inativo ¢ associado a HSPs. Em condi¢des de estresse, ocorre
acumulo de proteinas dobradas anormalmente na célula, o que promove rapidamente a
dissociacdo deste complexo HSF-HSP e a trimerizagao (e consequente ativagcdo) dos HSF pela
acdo de quinases como PKC. Em seguida, estes trimeros acumulam-se no nucleo e ligam-se a
uma sequéncia de nucleotideos denominada HSE (Heat Shock Element), localizada dentro da
regido promotora dos genes que codificam as HSP, resultando em um elevado nivel de

transcricdo dos genes codificadores de HSP, principalmente HSP70. Quando o estresse cessa,
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os HSFs retornam ao estado inativo. Esta capacidade de regulagdo da expressao das HSP70
através de uma alga 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 toxico de uma amostra de vinhaga
de cana-de-agucar ¢ uma de biossolido por meio da imunomarcagdo de proteinas de estresse
celular da familia HSP70 nas diferentes regides do intestino médio do diplopodo R. padbergi,
expostos a solos contendo tais residuos em concentragdes compativeis com as normas
brasileiras para a aplicacdo na agricultura.

Os objetivos especificos foram:

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

histoquimica de proteinas de choque térmico - Heat Shock Proteins — HSPs, desenvolvido
para tecidos de abelha Apis mellifera.

<> Analisar a imunomarcacdo de proteinas de choque térmico, em particular das

HSP70, indicativas de estresse celular, em cada uma das regides do 6rgdo em estudo e

correlaciona-la aos processos fisioldgicos associados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Rhinocricus padbergi

Foram utilizados 30 individuos adultos da espécie R. padbergi como organismos-teste,
com tamanho médio de 6 cm, a fim de evitar diferencas interespecificas relacionados ao
tamanho ou idade. Os espécimes foram coletados no campus da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Rio Claro (22°24°36°’S/47°33°36”W), Sao Paulo, Brasil. Apos a coleta, estes foram
aclimatados, por um periodo de 30 dias, em terrarios contendo como substrato terra, batata e
fragmentos de folhas e galhos de arvores oriundos do local de coleta. A temperatura foi mantida

a 21+2°C, durante o experimento, e o fotoperiodo 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 diplopodos
em uma profundidade de 0-20cm, no Campus da UNESP de Rio Claro. As amostras de solo
foram homogeneizadas, secas a temperatura ambiente, peneiradas com malha de 4 mm e

submetidas as analises quimicas.

4.3. Vinhaca

O efluente foi coletado em uma usina de cana-de-agucar no interior de Sao Paulo, Brasil
(22°21'28"S/47°23'6"0O). As amostras foram mantidas em camara fria (4°C), até o inicio dos

experimentos.

4.4. Biossolido

As amostras de biossélido foram coletadas em uma estagdo de tratamento de esgoto no
interior do estado de Sao Paulo (20°32'30"S/47°25'11"0); 2 kg do material foram envolvidos
em sacos plasticos, armazenados em caixas de isopor e acondicionadas em camara fria (4°C),

até sua utilizagao.
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4.5. Caracterizacio quimica das amostras

As analises quimicas e fisico-quimicas das amostras de solo controle e vinhaca foram
realizadas pelo laboratorio ASL Analises Ambientais (Rio Claro, Sao Paulo, Brasil). A
caracterizacdo da amostra de solo foi baseada em macro e micronutrientes (P, K, Ca, Mg, Al),
matéria organica, pH, capacidade de troca cationica (CTC), porcentagem de saturacao de bases
e por saturacdo por aluminio. A caracterizagdo da amostra de vinhaga foi caracterizada com
base no teor de elementos quimicos trago (Al, Sb, As, Ba, B, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg,
Mo, Ni, Ag, Se, V, Zn), e no potencial agrondmico (carbono organico, condutividade elétrica,
nitrogénio nitrato/nitrito, nitrogénio Kjeldahl, nitrogénio amonical, sédio total, potassio total,
calcio total, magnésio total, 6xido de potassio, solidos suspenso totais) além de DQO e DBO.

A caracterizagdo da amostra de biossolido foi realizada pelo Laboratério TASQA
(Paulinia, Sao Paulo, Brasil) baseada na concentragdao de metais (Ar, Ba, Cd, Pb, Cu, Cr, Mb,
Ni, K total, Se, Na, Zn) e das 16 substancias organicas prioritarias pela Environmental
Protection Agency (EPA), além do potencial agrondmico (carbono orgéanico, condutividade
elétrica, pH, nitrogénio nitrato/nitrito, nitrogénio Kjeldahl, nitrogénio amonical, sédio total,

potéssio total, calcio total, magnésio total, solidos totais).

4.6. Calculos para a aplicacido de vinhaga, segundo a norma P4.231, da CETESB

A dosagem maxima de vinhaga utilizada ¢ determinada pela seguinte equagao de acordo
com a legislagdao P4.231 da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB),
agéncia do governo responsavel pelo controle e fiscalizagdo de atividades geradoras de
poluicao:

m? de vinhaca/ha = [(0,05 x CTC —ks) x 3744 + 185] / kvi
Sendo:
0,05 =5% da CTC do solo.
CTC = Capacidade de Troca Cationica, expressa em cmolc/dm?.
ks = concentragao de potéassio no solo, expresso em cmolc/dm?, a profundidade de 0 a 0,80
metros.
3744 = constante para transformar os resultados da analise de fertilidade, expressos em
cmolc/dm?® ou meq/100cm?, para kg de potdssio em um volume de 1 (um) hectare por 0,80

metros de profundidade.
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185 = massa, em kg, de K20 extraido pela cultura por hectare, por corte.

kvi = concentracao de potéssio na vinhaga, expressa em kg de K20 /m?.

4.6.1.Calculos para a aplicacdo do lodo de esgoto, segundo a resolugio CONAMA
375/2006

De acordo com a lei 375/2006 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
a aplicacdo maxima anual de lodo de esgoto e derivados, em toneladas por hectare, ndo podera
exceder o quociente entre a quantidade de nitrogénio recomendada para a cultura (em
quilogramas/hectare), seguindo a recomendagdo oficial estado de Sdo Paulo, e o teor de
nitrogénio disponivel (Navai) no lodo de esgoto ou derivados (Navai em quilogramas/tonelada),
calculada como: N recomendado(quilogramas/hectare) / N disponivel (quilogramas/tonelada).

Para determinar o teor de nitrogénio disponivel (Navai) no biossdlido, as fragdes minerais
(MF) foram calculadas. De acordo com o0 CONAMA, esta fracdo representa 40% de lodo de
esgoto ndo digerido e 20% do lodo de esgoto digerido.

4.6.2.Preparaciao das amostras de solo e residuos para montagem dos bioensaios com

R. padbergi

Apo6s as analises quimicas das amostras, o volume de solo a ser disposto em cada
terrario, assim como a sua densidade, Capacidade de Troca Catidnica (CTC) e teores de
nitrogénio e potassio foram ser considerados para a montagem dos bioensaios. Para a aplicagdo
da vinhaga, foi seguida a norma P4.231 da CETESB e para o biossdlido, a resolugio CONAMA
375/2006. O cultivo da cana-de-agtcar foi a cultura considerada no presente estudo.

Trés terrarios 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 andlises fisico-quimicas das amostras de solo e residuos foram inseridos nas
equagoes apresentadas em ambas as leis para calcular o montante a ser aplicado.

Os seguintes bioensaios foram montados contendo o solo controle (CS), solo + vinhaga
de cana-de-agucar (SV), solo + biossélido (SB):

1. CS: 5 kg de solo controle
2. SV: 5 kg de solo controle + 668,25 ml de vinhaga de cana de acucar
3. SB: 5 kg de solo controle + 250,63 g de biossolido
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Dez individuos da espécie R. padbergi foram colocados em cada terrario, onde
permaneceram por 30 dias. A temperatura também foi mantida a 21+£2°C, durante o

experimento, ¢ o fotoperiodo foi de 12 horas claro/12 horas escuro.

4.7. Disseccao dos animais

Apo6s o periodo de exposicdo de 30 dias, trés animais de cada tratamento foram
dissecados com auxilio de anestésico (éter sulfurico) em solugao fisioldgica, para a remogao do
intestino médio. Em seguida, por¢des do 6rgao foram fixadas em paraformaldeido 4% para a
aplicacdo da técnica. Apos a fixagdo de 24 horas, o material foi colocado em tampao fosfato de

sodio (pH 7,4) e armazenado em camara fria 4°C.

4.8. Imuno-histoquimica do intestino médio

O material fixado foi desidratado em série crescente de alcool gelado (15, 30, 50, 70,
85, 90, ¢ 95%) durante 20 minutos cada banho. Em seguida, o material foi colocado em xilol +
alcool por 20 minutos e em seguida xilol também por 20 minutos, sendo esta tltima etapa
realizada duas vezes. Apos este procedimento, foi feita a embebicao do material em parafina
liquida (Paraplast), sendo trés trocas de 8 horas cada seguida pela inclusdo. Posteriormente, o
material foi seccionado em sec¢des de 6um com auxilio do micrétomo; as secgdes foram entdo
hidratadas e recolhidas em laminas.

Para a realizacdo da imuno-histoquimica, foi seguido o protocolo adaptado proposto por
Silva-Zacarin et al. (2012). Primeiramente, as 1aminas foram desparafinizadas com solucdes de
xilol, xilol+alcool e alcool absoluto por 10 minutos cada e entdo gradualmente reidratadas em
série crescente de alcool (95%, 80%, 70%, 50%) e 4gua destilada. As sec¢des foram em seguida
permeabilizadas com Triton X-100 para garantir o livre acesso do anticorpo ao seu antigeno e
lavadas com PBS. Para a imunomarca¢do da HSP70 foram utilizados o anticorpo primadrio
(monoclonal anti heat shock protein 70 - HSP70 produzido em camundongo, Sigma) e o
anticorpo secundario (anti mouse IgG molécula inteira, Sigma) conjugado com fosfatase
alcalina, incubados em camera umida a 37°C, ap6s etapa de bloqueio dos sitios inespecificos
para ligagdo com os respectivos anticorpos. Nas laminas de controle da reacdo, o anticorpo
primario nao foi utilizado. Para a revelagdo da imunomarcacgao foi utilizado o kit EnVision

(Dako™) G2 System/AP Rabbit/Mouse (Permanent Red).
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4.10. Analises imuno-histoquimicas

Por meio do microscépio de luz todas as ldminas foram analisadas nas objetivas de 10x,
20x e 40x (aumento final de 100x, 200x e 400x, respectivamente); trés campos selecionados
aleatoriamente de cada sec¢ao histologica, totalizando 60 secgdes nao consecutivas por grupo,
foram capturados com objetiva de 40x (aumento de 400x), a partir de uma camera acoplada ao
microscopio, fazendo-se uso de programa proprio para captura de imagens — Leica Qwin
Standard v. 2.8. Considera-se marcagao positiva quando se observa uma cor vermelho-rosada
representada pela deposi¢do do cromdgeno nos sitios de ligacdo antigeno-anticorpo, podendo
ser de intensidade maior ou menor conforme a quantidade de proteinas da familia HSP70
presente nas células e negativa quando ndo se observa qualquer marcagdo nesta coloragao.

A imunomarcacao destas proteinas foi avaliada de forma semi-quantitativa a partir
destas imagens digitalizadas em func¢do da regido do o6rgdo, de forma individual para cada
seccao histologica e de acordo com a seguinte escala: - = auséncia de imunomarcagdo; + =
imunomarcac¢do fraca; ++ = imunomarcacdo moderada; +++ = imunomarca¢do intensa. Os
resultados obtidos foram quantificados e calculou-se o percentual médio dos individuos através
da proporcionalidade entre o nimero observado de cada intensidade de marcagdes e o nimero
de campos avaliados (60 em média) para cada individuo. O resultado porcentual de cada grupo
de tratamento (CS, SV, SB) foi obtido através da média das porcentagens de cada individuo do
grupo.

Para complementar esta andlise, uma segunda andlise semi-quantitativa foi realizada.
As imagens digitalizadas também foram transferidas ao programa Image J v. 1.31 (disponivel
em <http://rsbweb.nith.gov/ij/>), que forneceu a porcentagem de drea imunomarcada
intensamente detectada por contraste em relagdo a area total de cada seccao histologica
analisada.

Os dados obtidos nas andlises de cada tratamento (exposicao a vinhaga e exposi¢do ao
biossolido) foram comparados aos resultados obtidos para os individuos expostos a amostra de
solo controle, por meio dos testes estatisticos ANOVA unidirecional e post-hoc de Tukey, com

significancia de 1%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados na forma de um artigo cientifico, o qual foi publicado

na revista Environmental Science and Pollution Research.
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Abstract Large amounts of residues generated by agricul-
tural, urban and industrial activities are dumped daily on
the soil. This practice deserves special attention because it
causes serious environmental problems. This study evalu-
ated the toxic potential of the sugarcane vinasse, a by-
product 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 ex-
posed to soils containing these residues in concentrations
that are compatible with the Brazilian regulation for agri-
cultural 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 ex-
posed animals and induced a cytoprotective response,
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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

Introduction

One of the biggest concerns about environmental quality
is the impact of large amounts of organic residues pro-
duced on a daily basis by agricultural, urban and indus-
trial activities and deposited in aquatic and terrestrial eco-
systems. The detection and quantification of the toxic
substances contained in these residues is difficult and
problematic due to their complex nature. Thus, in addition
to the physicochemical analysis currently performed,
complementary studies are necessary to distinguish be-
tween inert and contaminant components. In this sense,
toxicity tests using bioindicators have been considered
an important tool to evaluate the risks of these residues
to both human health and the environment (Costa et al.
2008; Fontanetti et al. 2011).

The disposal of organic residues in terrestrial environ-
ments is practical and economically advantageous.
However, this action may cause soil contamination.
Despite their potentially pollutant characteristics, complex
residues such as those produced by the sugar-alcohol in-
dustry and wastewater treatment plants are widely used as
fertilizers due to their high level of organic matter.

Several studies (Canellas et al. 2003; Barros et al. 2010; Da
Silva et al. 2014) have reported the advantages of using sug-
arcane vinasse, the main residue produced by the sugar-

@ Springer
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alcohol industry, in agriculture. Vinasse has a high content of
water and nutrients that are essential to plants, such as potas-
sium, nitrogen and phosphorus, which ensures crop produc-
tivity, especially for sugarcane. On the one hand, this practice
has been widely used in sugarcane-producing regions, replac-
ing the use of chemical fertilizers to supply phosphorus to the
crop (Christofoletti et al. 2013). On the other hand, several
studies have demonstrated the toxicity of vinasse for aquatic
organisms (Kumar and Gopal 2001; Marinho et al. 2014;
Correia et al. 2017) and for plants such as Allium cepa
(Pedro-Escher et al. 2016; Garcia et al. 2017) and Tradescantia
pallida (Pedro-Escher et al. 2014). However, little is known
about the impacts of this liquid residue on the edaphic fauna
(Alves et al. 2015).

Likewise, sewage sludge, a residue produced by waste-
water treatment plants, has also been a concern for the
scientific community due to the increasingly large
amounts generated by the urban centres. Therefore, new
disposal alternatives have been investigated, and the use
of this residue in agriculture as a soil conditioner is con-
sidered a sustainable alternative, avoiding contaminations
due to improper stowage in the ocean, for example (Lara
et al. 2007; Fytili and Zabaniotou 2008). Sludge may be
rich in organic matter content, in addition to nutrients
such as nitrogen and phosphorus, which improve the
physical properties of the soil (e.g. density and particle
aggregation) (Nascimento et al. 2004; Bovi et al. 2007;
Fytili and Zabaniotou 2008; Alvarenga et al. 2015;
Mondal et al. 2015). However, it may also contain metals,
toxic and persistent organic compounds and disease vec-
tors (Chenon et al. 2003; Santamaria and Toranzos 2003).
The metals and organic compounds may induce different
classes of genetic damage in plants of agronomic impor-
tance. Bioaccumulation of toxic compounds may occur in
plant tissues and offer consumers a potential risk to their
health. Some procedures can be used to form a biosolid
that increases the solid content while decreasing the num-
ber of pathogenic microorganisms in the sewage sludge
(Haynes et al. 2009). However, studies by Christofoletti
et al. (2012, 2016) using the plant A. cepa and the milli-
pede Rhinocricus padbergi as bioindicators showed the
genotoxic and toxic potential of this residue, even after
treatment.

Due to their close contact with the soil, diplopods have
been widely used in toxicity evaluations as test organisms
for several reasons (Fontanetti et al. 2011; Souza and
Fontanetti 2011): they recycle and decompose organic matter
and help to humidify the soil, and they are exposed to the
contaminants of the environment. In addition, these animals
colonize several layers of the soil and serve as route for the
transference and biomagnification of the contaminants
throughout the food chain. Finally, studies show their poten-
tial as bioindicator organisms and they are easy to use in
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bioassays (Fontanetti et al. 2011; Christofoletti et al. 2013;
Souza et al. 2014).

The success of the Brazilian millipede species R. padbergi
in the evaluation of toxicity of complex substances was
attested by several studies using different concentrations of
vinasse (Christofoletti et al. 2016), sewage sludge (Nogarol
and Fontanetti 2010; Godoy and Fontanetti 2010; Perez and
Fontanetti 2011; Bozzatto and Fontanetti 2012), landfarming
soil originated from oil refinery (Souza and Fontanetti 2011),
and the herbicide trifluralin (Merlini et al. 2012). Thus, this
organism proved to be an excellent bioindicator to evaluate
soil quality (Souza and Fontanetti 2011; Souza et al. 2014).

The midgut is an excellent organ to evaluate the
stressing action caused by the residues dumped on the
soil. It plays an important role in the detoxification pro-
cesses and excretion of xenobiotics, acting as a barrier to
prevent toxic or non-essential compounds from reaching
other parts of the organism (Godoy and Fontanetti 2010;
Souza and Fontanetti 2011; Fontanetti et al. 2015).
Additionally, the biological effects of the environmental
contaminants can be measured in several levels of orga-
nization. The techniques that reveal responses at lower
levels of biological organization are considered more pre-
ventive than other techniques, and can then be used to
provide an early warning of environmental risk (Nascimento
et al. 2008; Souza et al. 2014).

In this context, a tool that has been shown to be in-
creasingly efficient in toxicity studies is the use of molec-
ular markers such as heat shock proteins (HSPs) or cellu-
lar stress proteins (Mukhopadhyay et al. 2003; Danish
et al. 2015; Rahul et al. 2015). These proteins are ubiqui-
tously distributed and evolutionarily conserved among or-
ganisms, from bacteria to mammals. They have a
cytoprotective role in the cell, responding to different
stress-induced homeostatic disturbances (Liu et al. 2015).

Several studies have reported that HSP70 proteins function
as metabolic detoxification activators induced by a variety of
stress stimuli (pathological and environmental), such as toxic
and carcinogenic chemical compounds, pesticides, metals and
pathogens (Kiang and Tsokos 1998;Mukhopadhyay et al.
2003; Sreedhar and Csermely 2004; Mahmood et al. 2014;
Liu et al. 2015). Thus, modulating the expression HSP70 in
organisms exposed to proteotoxic agents has been considered
a cellular stress marker and an efficient biomarker for risk
assessment (Souza et al. 2014; Rahul et al. 2015).

The aim of the present study was to verify the toxicity of
a vinasse and a biosolid sample using immunolabelling of
the cell stress proteins HSP70 in each of the different cell
layers of the midgut of the diplopod R. padbergi (epitheli-
um, muscular layer and hepatic cell layer). Diplopods were
exposed to soils containing such residues at concentrations
that are compatible with the Brazilian regulations concerning
agricultural application.
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Material and methods
Rhinocricus padbergi

In this study, 30 individuals of R. padbergi were used as test
organisms. In order to avoid interspecific differences
concerning size or age, adults with an average size of 6 cm
were used. The specimens were collected at UNESP, Rio
Claro (22° 24" 36" S/47° 33' 36" W), Sao Paulo, Brazil. The
specimens were then acclimated in terrariums for 30 days,
with a substrate composed of earth, potato and fragments of
leaves and branches from the place in which they were col-
lected. The temperature was 21 + 2 °C during the experiment,
and the photoperiod was 12-h-light/12-h-dark.

Control soil

The control soil sample was obtained from the site where the
diplopods were collected at a depth of 0-20 cm, at the campus
of UNESP Rio Claro. The soil samples were homogenized,
dried, sieved at 4 mm and submitted to chemical analysis.

Vinasse

The effluent was collected from a sugarcane mill in the coun-
tryside of Sao Paulo, Brazil (22° 21’ 28" S/47° 23" 6" O). The
samples were kept in a cold chamber (4 °C) until the start of
the experiment.

Biosolid

Biosolid samples were collected from a wastewater treatment
plant in the countryside of Sao Paulo State (20° 32’ 30" S/47°
25" 11" O); 2 kg of the material was put in plastic bags, stored
in Styrofoam boxes and kept in a cold chamber (4 °C).

Chemical characterization of the samples

The chemical and physicochemical analyses of the control soil
and vinasse samples were performed by the laboratory ASL
Environmental Analysis (Rio Claro, Sao Paulo, Brazil). The
characterization of soil samples was based on macronutrients
and micronutrients (P, K, Ca, Mg, Al), organic matter, pH,
cation exchange capacity (CEC), percent base saturation and
aluminium saturation. The characterization of vinasse samples
was based on the content of trace elements (Al, Sb, As, Ba, B,
Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg, Mo, Ni, Ag, Se, V, Zn), on the
agronomic potential (organic carbon, electrical conductivity,
nitrate nitrite nitrogen, Kjeldahl nitrogen, ammoniacal nitro-
gen, total sodium, total potassium, total calcium, total magne-
sium, potassium oxide, total suspended solids) and on the
COD (chemical oxygen demand) and BOD (biological oxy-
gen demand) as well.

The characterization of the biosolid sample was performed
by the Laboratory TASQA (Paulinia, Sao Paulo, Brazil) based
on the metal concentration (As, Ba, Cd, Pb, Cu, Cr, Mb, Ni,
total K, Se, Na, Zn) and on the 16 priority organic compounds
(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) defined by the
Environmental Protection Agency (EPA), in addition to the
agronomic potential (organic carbon, electrical conductivity,
pH, nitrate nitrite nitrogen, Kjeldahl nitrogen, ammoniacal
nitrogen, total sodium, total potassium, total calcium, total
magnesium and total solids).

Vinasse application calculation, in compliance
with CETESB Technical Standard Norm P4.231

The maximum dosage of vinasse used was determined in ac-
cordance with the Technical Standard Norm P4.231 of the
Environmental Sanitation Technology Company (CETESB,
2015), the governmental agency responsible for the control
and fiscalization of polluting activities in the state of Sao
Paulo, Brazil.

Sewage sludge application calculation, in compliance
with CONAMA Law 375/2006

According to the Law 375/2006 of the National Environment
Council (CONAMA), the maximum annual application of
sewage sludge and derivatives, in tons per hectare, shall not
exceed the quotient between the quantity of nitrogen recom-
mended for the crop (in kg/ha), following the official recom-
mendation for Sao Paulo State, and the nitrogen content avail-
able in the sewage sludge or derivatives (in kg/t), calculated as
N recommended (kg/ha)/N available (kg/t).

Mineralization fractions were calculated to determine the
nitrogen available in the sewage sludge and/or biosolid.
According to CONAMA, this fraction represents 20% of
digested sewage sludge (biosolid).

Preparation of soil and residue samples for the bioassays
with R. padbergi

After the chemical analysis of the samples, the volume and
density of the soil were established to prepare the bioassays.
Regarding the biosolid sample, the application rate is given
considering the content of nitrogen needed for the crop and the
content of nitrogen present in the sewage sludge or deriva-
tives. The crop considered in this study was sugarcane, whose
recommended nitrogen content is 120 kg N/ha, according to
Raij and Cantarella (1997). However, the value considered in
our experiment was 100 kg/ha, which is the nitrogen content
usually used by Brazilian sugarcane mills.

Three terrariums with capacity for 22.5 L (L 45 cm, W
25 cm, H 20 cm) were filled with 5 kg of control soil each.
The data obtained from the physicochemical analyses of the
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soil and residue samples was inserted in equations established
by the pertinent regulation to calculate the amount of residues
to be applied.

The following bioassays were prepared containing the con-
trol soil (CS), soil + sugarcane vinasse (SV), soil + biosolid
(SB):

1. CS: 5 kg of control soil
2. SV:5kgof control soil + 668.25 mL of sugarcane vinasse
3. SB: 5 kg of control soil + 250.63 g of biosolid

Ten diplopods of the species R. padbergi were placed in
each terrarium for 30 days. The temperature was 21 + 2 °C
during the experiment, and the photoperiod was 12-h-light/12-
h-dark.

Animal dissection

After a 30-day exposure period, three animals from each treat-
ment group were anaesthetized with sulphur ether and dissect-
ed in physiological saline for removal of the midgut. Portions
of the organ were fixed in 4% paraformaldehyde for 24 h.
Then, the material was placed in phosphate-buffered saline
(PBS; pH 7.4) and stored in cold chamber at 4 °C.

Immunohistochemistry of the midgut

The fixed material was dehydrated in increasing concentra-
tions of cold ethanol (15, 30, 50, 70, 85, 90 and 95%) for
20 min in each bath. The material was then transferred to a
xylol + ethanol mixture for 20 min and then to xylol, also for
20 min; the latter step was performed twice. Next, the material
was embedded three times in liquid paraffin (Paraplast), re-
maining in paraffin for 8 h each time. After the inclusion, the
material was sectioned at 6 pwm thickness using a microtome.
The sections were then hydrated and transferred to slides.

The immunohistochemistry was performed according to
the adapted protocol proposed by Silva-Zacarin et al. (2012).
The paraffin was removed from the slides with 10-min baths
in solutions of xylene, xylene + alcohol and absolute alcohol.
After deparaffinization, the slides were gradually hydrated ina
series of alcohols (95, 80, 70, 50%) and distilled water. The
sections were then permeabilized with Triton X-100 to ensure
free access of the antibody to the antigen, and washed with
PBS.

For HSP70 immunolabelling, anti-HSP70 (monoclonal an-
tibody produced in mouse; Sigma, St. Louis, MO, USA; 1:100
dilution) was used with anti-mouse whole molecule IgG con-
jugated with alkaline phosphatase (Sigma, St. Louis, MO,
USA; 1:100 dilution) as the secondary antibody. After the
blockage step, slides were incubated in a humid chamber at
37 °C for binding of the respective antibodies. The Kit
EnVision (Dako™) G|2 System/AP Rabbit/Mouse
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(Permanent Red) was used to reveal the immunolabelling.
To access the efficiency of the immunohistochemical detec-
tion of HSP70, slides without the primary antibody incubation
were made and showed no immunolabelling.

Immunohistochemical analysis

All the slides were analysed under light microscope using
%10, x20 and x40 objective lens (total magnification of
%100, x200 and x400, respectively). Three randomly selected
fields of each histological section, in a total of 60 non-
consecutive sections per group, were captured with a camera
(magnification of x400) attached to the microscope, using the
Leica QWin Standard v. 2.8 program. Positive labelling was
considered when a red-pink colour was observed, indicating
the deposition of the chromogen in the antigen-antibody-
binding sites. Intensity may vary according to the amount of
HSP70 protein present in the cells. Absence of such coloration
attested negative labelling.

Considering the portion of the organ, a semi-quantitative
evaluation of protein immunolabelling in digitized images
was performed according to the following the scale: — = no
immunolabelling, + = weak immunolabelling, ++ = moderate
immunolabelling and +++ = intense immunolabelling. The
mean percentage of labelling per individual results was quan-
tified, and the mean percentage of the individuals was calcu-
lated considering the proportionality between the number ob-
served in each labelling intensity and the number of fields
assessed in each individual (60 on average). The percentage
result for each group (CS, SV, SB) was obtained using the
mean percentage of each individual of the groups.

To complement this analysis, a secondary semi-
quantitative analysis was done. The digitized images were
transferred to the program ImagelJ v. 1.31 (available as free-
ware from http://rsbweb.nih.gov/ij/), which provided the
percentage of intense immunolabelled area detected by
contrast in relation to the total area analysed in each
histological section. The data obtained through this semi-
quantitative evaluation of each treatment (exposure to vinasse
and biosolid) was compared with the results obtained for the
individuals exposed to the control soil sample using paramet-
ric statistics tests one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test,
p <0.001.

Results

Chemical characterization of the samples

Table 1 shows data regarding agronomic potential and fertility
of the control soil for the correct application of the residues

according to the Brazilian legislation. The results obtained by
the physicochemical analysis of vinasse and biosolid samples
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Table 1  Data regarding the fertility of the control soil
Sample pH OM P K Ca Mg H+ Al SB CECG V(%)
(CaCly) ( g/dn13 ) (mg/’dm3 ) (mmolc/dm3 ) (mmolc/dm3) (mmoIC/dml) (mmolC/‘de) (mmolcf'dm3) (mmol‘/dmz)
Soil 6 85 22 29 199 55 14 256.9 270.9 95

OM organic matter, CEC cation exchange capacity, SB sum of the bases, V base saturation

are presented in Tables 2, 3 and 4. Except for nickel, all the
parameters for the sugarcane vinasse were in compliance with
the Guiding Values for Underground Water CETESB-195/
2005. Regarding the biosolid sample, all the parameters were
in compliance with the CONAMA Law 375/2006, which reg-
ulates the disposal of sewage sludge and derivatives.

Immunohistochemistry

Immunolabels were analysed in each of the different cellular
layers that constitute the midgut of millipedes: epithelium
(apical and basal portions), muscular layer and hepatic cell
layer (Fig. 1a). The control group showed evident but weak
immunolabelling (+) in the basal portion of the epithelium and
a mostly moderate (++) for the apical region of the epithelium
and for the hepatic cell layer (Figs. 1b, 2, 3 and 4). In the
muscular layer supporting the epithelium, there was no
immunolabelling for HSP70 (Fig. 1b). Using ImageJ, the con-
trol group showed the lowest mean percentage of the intensely
immunolabelled area (3.41%) in comparison to the exposed
groups (Fig. 5).

The group exposed to vinasse showed 8.05% of intensely
imunolabelled area, a statistically different (p < 0.001) result

in comparison with the control and the exposed to biosolid
group (Fig. 5). Only the exposed groups showed strong
immunolabelling for both apical and basal portions of the
epithelium, where the regenerative cells are located. The he-
patic cell layer also showed an increase in the area of intense
immunolabelling (+++) in comparison with the other groups
(Figs. Ic, 2, 3 and 4).

The group exposed to the biosolid showed an increase in
the labelling of the apical and basal portions of the epithelium
and in the hepatic cell layer when compared to the control
group. This labelling was less intense in comparison with
the group exposed to vinasse (Figs. 1d, 2, 3 and 4).
According to the ANOVA (p < 0.001), there was no signifi-
cant difference between the percentage of intensely labelled
areas in this group (4.17%) and the control group (3.41%)
(Fig. 5).

Discussion

The heat shock protein HSP70 is stored in distinct subcellular
compartments, including the cytoplasm, mitochondria and en-
doplasmic reticulum (Boorstein et al. 1994; Mayer and Bukau

Table 2 Physicochemical

analysis of vinasse and biosolid Parameter Samples GVP MCA Method
sample (mg'kg) (mg/kg)
V (mg/L) B (mg/kg)

Total calcium 828 (dilution 25) 3197 — EPA 6010 C
Total sulphur - 1215 - - EPA 6010 C
Total phosphorus - 11,039 - - EPA 6010 C
Total magnesium 321.250 (dilution 25) 1397 - - EPA 6010 C
Nitrite <LQ 255 - - SM22 4500B
Ammoniacal nitrogen 10.920 4813 SM22 4500 E
Kjeldahl nitrogen 234.1 11,122 - - SM22 4500 B
pH 4.14 7.6 - - EPA 9045 C
Total potassium 3276 (dilution 100) 3221 - - EPA 6010 C
Total sodium 13.57 520 - - EPA 6010 C
Solid content (mg/L) 1190 185,162 SM22 2540 B
Moisture (g/g) - 0.8148 - - SM22 2540 B

V sugarcane vinasse, B biosolid, QL quantification limit, GVP Guiding Values of Prevention and Intervention for
Soil and Groundwater according to CETESB (195/2005-E), MCA maximum concentration allowed in sewage
sludge and derivatives according to CONAMA (375/2006), SM22 Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater 22th Edition 2012, EPA Environmental Protection Agency, SSSA chapter 34 Soil Science
Society of America, Methods of Soil Analysis—Part 3—Chemical methods
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Table 3 Metal analysis of the

vinasse and biosolid sample Parameter Samples GVP MCA Method
(mg/kg) (mgrkg)
V (mg/L) B (mg/kg)
Arsenic <LQ <LQ 0.01 41 EPA 6010 C
Barium 0.218 174 0.7 1300 EPA 6010 C
Cadmium <LQ <LQ 0.005 39 EPA 6010 C
Lead <LQ 26 0.01 300 EPA 6010 C
Copper 0.155 153 2 1500 EPA 6010 C
Chromium <LQ 128 0.05 1000 EPA 6010 C
Mercury <LQ 0.25 0.001 17 EPA 7470 A
Molybdenum <LQ 6.17 0.07 50 EPA 6010 C
Nickel 0.029 40.9 0.02 420 EPA 6010 C
Selenium <LQ <LQ 0.01 100 EPA 6010 C
Zinc 0.625 312 5 2800 EPA 6010 C

V sugarcane vinasse, B biosolid, QL quantification limit, GVP Guiding Values of Prevention and Intervention for
Soil and Groundwater according to CETESB (195/2005-E), MCA maximum concentration allowed in sewage
sludge and derivatives according to CONAMA (375/2006), EPA Environmental Protection Agency, SSSA chapter
34 Soil Science Society of America, Methods of Soil Analysis—Part 3—Chemical methods

2005; Wang et al. 2013). These proteins have specific func-
tions in the signalling pathways related to cell growth and in
the prevention or reversal of proteotoxic damages caused by
stress, including oxidative stress (Polla et al. 1996). Despite
the nomenclature of these proteins, several other adverse fac-
tors can lead to an increase in HSP synthesis in addition to
increased temperatures: chemical, physical and biological

Table4  Analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons in raw samples
of biosolid sample

Parameter B (ng/kg) Method CO (mg/kg)
Acenaphthene <LQ EPA 8270 D -
Acenaphthylene <LQ EPA 8270D  —
Anthracene <LQ EPA8270D -
Benzo(a)anthracene <LQ EPA 8270 D 0.025
Benzo(a)pyrene <LQ EPA 8270 D 0.052
Benzo(b)fluoranthene <LQ EPA 8270 D 0.38
Benzo(g,h,i)perylene <LQ EPA 8270 D 0.57
Benzo(k)fluoranthene <LQ EPA 8270 D 0.38
Chrysene <LQ EPA 8270 D 8.1
Dibenzo(a,h)anthracene <LQ EPA 8270 D 0.08
Phenanthrene <LQ EPA8270D 3.3
Fluoranthene <LQ EPA 8270 D -
Fluorene <LQ EPA 8270 D -
Indeno(1,2,3-cd)pyrene <LQ EPA 8270 D 0.031
Naphthalene <LQ EPA8270D  0.12
Pyrene <LQ EPA 8270D  —

B biosolid, LQ limits of quantification, EPA 8270 D method used to
determine the concentration of semi-volatile organic compounds in ex-
tracts prepared from many types of solid waste matrices, CO maximum
concentration allowed in the soil according to CONAMA (375/2006)
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inducers (metals, metabolism inhibitors, xenobiotics, chemo-
therapeutic agents, infections), including the cell division cy-
cle and growth factors, common cell mechanisms (Erata et al.
2005).

All these characteristics combined with the occurrence of
HSP70 in all eukaryotic organisms allow this protein to be
considered as an excellent biomarker in the ecotoxicology
field. It acts as a link between toxicant exposure and the eco-
logically relevant effects in a population or community level.
A significant increase in the expression of HSP70 protein is
evidence of environmental alterations, as it acts on the rena-
turation or removal of denatured proteins, which would be
cytotoxic (Kohler et al. 1995; Nadeau et al. 2001; Malaspina
and Silva-Zacarin 2006; Souza et al. 2014; Liichmann et al.
2015).

Despite its potential as a biomarker of environmental pol-
lution, studies that evaluate the expression of HSP70 in soil
invertebrates, especially diplopods, are recent and scarce
(Eckwert et al. 1994; Zanger et al. 1996). To our knowledge,
the present work is pioneer in quantifying areas of the midgut
where the labelling of HSP70 was more intense, which indi-
cates a larger expression in these specific regions. This may be
evidence of a cytoprotective process taking place in each re-
gion of the midgut.

Considering the information above and the results of this
study, it is possible to elaborate some hypotheses about
HSP70 protein labelling in the midgut of the R. padbergi dip-
lopod, when comparing the control group and those groups
exposed to vinasse and biosolid.

Animals in the control group showed weak immunolabelling.
This demonstrates that HSP70 is commonly found in the
analysed organ due to its function as cell chaperone. The obser-
vation of these labellings in more specific regions of the organ
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Fig. 1 Midgut histological
sections of R. padbergi subjected
to HE technique (a), HSP70
immunohistochemistry (b—d). a,
b Control group. ¢ Group exposed
to vinasse. d Group exposed to
biosolid. e epithelium; m/
muscular layer; /¢ hepatic cells;
bar =20 um

suggests that they are located preferentially in regions that par-
ticipate in cytoprotective processes. One of these regions is the
epithelial cells, which contribute by forming a kind of stable
protective barrier for the organism against external agents. It also
promotes cellular renovation, which confers protection to the
organ by replacing damaged or malfunctioning cells.

The moderate immunolabelling observed in hepatic
cells is explained by the role played by these cells in
the organisms’ detoxification process. In fact, among the
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= Control group ™ Vinase ™ Biosolid

Mean percentage of HSP70
immunolabelling

Fig. 2 Expression pattern of HSP70 in the apical portion of the midgut
epithelium of R. padbergi. Bar diagram showing the relative intensity of
HSP expression (means + SD). Values expressed as percentage. — no
immunolabelling; + weak immunolabelling; ++ moderate
immunolabelling; +++ intense immunolabelling

several studies done with the midgut of R. padbergi, all
had large accumulations of spherocrystals in the hepatic
cells, showing its role in the inactivation of toxic chem-
ical compounds (Fontanetti et al. 2015). In this sense,
the labelling observed in the hepatic cells in this study,
for both control and exposed animals, confirms that
high levels of HSP70 are responsible for cytoprotection
of the cells that are subject to the action of parental
molecules and secondary metabolites during the

100
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Fig. 3 Expression pattern of HSP70 in the basal portion of the midgut
epithelium of R. padbergi. Bar diagram showing the relative intensity of
HSP expression (means + SD). Values expressed as percentage. — no
immunolabelling; + weak immunolabelling; ++ moderate
immunolabelling; +++ intense immunolabelling
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Fig. 4 Expression pattern of HSP70 in the hepatic cells of the midgut
epithelium of R. padbergi. Bar diagram showing the relative intensity of
HSP expression (means = SD). Values expressed as percentage. — no
immunolabelling; + weak immunolabelling; ++ moderate
immunolabelling; +++ intense immunolabelling

biotransformation of the compounds absorbed by the
intestine (Sreedhar and Csermely 2004).

It is possible to draw a parallel between the analyses per-
formed for the midgut using light (Fantazzini et al. 2002) and
transmission electron microscopy (Camargo-Mathias et al.
2004), and the immunohistochemical results found in this study.

The epithelium of R. padbergi is pseudostratified and com-
posed of absorptive (or principal) cells intercalated by regen-
erative and secretory cells (Fantazzini et al. 2002; Camargo-
Mathias et al. 2004). The absorptive cells present a well-
developed brush border, and are involved in the processes of
food absorption and in the transportation of elements to the
haemolymph as well. However, studies have reported that
these cells accumulate metals, such as lead, cadmium, zinc,
copper (Kohler et al. 1995) and calcium (Fantazzini et al.
2002). The presence of metals or toxic substances can induce
an increase in the HSP70 expression (Erata et al. 2005) as the
absorptive cells react to protect the organism from harmful

12%
10%
8%
6%

4%

Average of intense HSP70
immunolabelling area

2%

0%

Biosolid

Control group Vinasse

Fig. 5 Average of intense HSP70 immunolabelling area detected by
contrast in relation to the total area analysed in the midgut of
R. padbergi obtained using the ImageJ program (means + SD). Values
expressed as percentage. * Statistically significant when compared to the
other groups by one-way ANOVA/Tukey, p < 0,01
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substances (Fontanetti et al. 2015). Considering this, it is sug-
gested that the higher concentration of HSP70 protein in these
cells is a response to the experimental situation that induced
the cell stress in this study, mainly to the exposure to vinasse
and, in lower intensity, to the biosolid.

The regenerative cells, located in the basal region of the
epithelium along the midgut, are responsible for the epithelial
renovation (Hopkin and Read 1992), besides playing the role
of unipotent stem cells in diplopod midgut (Sosinka et al.
2014). Thus, the immunolabelling observed in the basal re-
gion of the midgut from the animals exposed to vinasse and to
the biosolid corresponds to the region where the regenerative
cells are located. This suggests that the HSP70 proteins pres-
ent in these cells would have been expressed due to their
activation for a possible cell renovation as a response to the
stress caused by the substances present in the residues, such as
metals, even in concentrations below those that are detectable
by the analytical method applied.

The secretory cells, commonly observed in the midgut ep-
ithelium of several diplopods, are closely related to a
cytoprotective function, as many studies have reported an in-
crease in the number of these cells in diplopods exposed to
contaminated soils (Perez and Fontanetti 2011; Nogarol and
Fontanetti 2010; Merlini et al. 2012). The release of secretory
vesicles is an indirect way of eliminating undesired substances
from the organism (Fontanetti et al. 2015). Therefore, these
cells probably participated in expression of the HSP70 pro-
teins in the animals exposed to the substances used in this
study, since the animals exposed to vinasse were significantly
marked when compared to the control group.

From the ultrastructural point of view, the organelles pres-
ent in the midgut cells of R. padbergi (Camargo-Mathias et al.
2004) suggest that the location of preferential regions for
HSP70 protein expression is related to the position of the
organelles in the cells. The presence of more intense labelling
in the apical region of the epithelium could be associated with
the presence of a large number of mitochondria in this site. As
mitochondria occur where the energetic demand is higher, the
labelling observed in the epithelium of the animals exposed to
vinasse and biosolid could be associated with the sites con-
taining a larger number of mitochondria. The HSP proteins
play a fundamental role in stabilizing newly synthesized mi-
tochondrial precursor proteins that are in the unwound form.
This prevents their aggregation before the appropriated mo-
ment: the interaction with the external mitochondrial mem-
brane translocase complex, which leads to their import and
posterior winding in the interior of the organelle (Alberts
et al. 2010; Gupta et al. 2010).

Overall, the differences observed between the immunolabelling
intensities suggest that the exposure to vinasse triggered a heavier
cytoprotective response of the organ in comparison with the bio-
solid. This can be due to the different potentially toxic elements
(PTEs), such as trace elements (metals and metalloids), present in
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both mixtures, as they induced distinct intensities of stress
response.

Metals like copper (Cu), cobalt (Co) and Nickel (Ni) were
detected in both samples, but only the last one in concentra-
tions above the allowed limit for vinasse. They are capable of
producing reactive radicals in cells, resulting in damage to
DNA, lipid peroxidation and other effects (Valko et al.
2005). It is known that, in a molecular level, these proteins
are key targets of these metallic ions, which can interfere in
protein folding and consequently affect protein homeostasis
and cell viability (Sharma et al. 2008, Tamas et al. 2014).
Thus, induction of the HSP70 protein family can happen due
to the interruption of protein homeostasis as a result of the
primary and secondary effect of metals. This occurs not only
due to the effect on individual proteins but also by promoting
the formation of proteotoxic aggregates in a spectrum of cel-
lular responses known as proteotoxicity (Hightower 1991;
Kohler et al. 1996; Tamas et al. 2014).

In contrast, several studies have demonstrated that the
amount of metals available and mobile in the soil is more
predictive of the biological effects than their total concentra-
tions (Natal-da-luz 2011), especially when it comes to terres-
trial invertebrates like diplopods. Therefore, it is important to
note that these metals would be strongly attached to the bio-
solid organic matter, limiting their potential biodisponibility in
the soil (Silveira et al. 2003). In fact, Kiikkila et al. (2002)
showed that biosolid can act as an organic immobilizer agent,
for example by reducing the concentration of exchangeable
copper. This situation does not apply to vinasse as it is as an
aqueous solution in fertirrigation, which may explain the dif-
ference in the results obtained between the residues.

Diplopods, by feeding from contaminated soil, may present
bioaccumulation of metals in the midgut as insoluble granules
(spherocrystals) in order to neutralize the toxic effects of these
compounds (Kdhler 2002; Christofoletti et al. 2016). Besides
that, it is known that the cellular components usually affected
by metals in the midgut of diplopods are designated as heat
shock protein-binding sites (Kohler et al. 1992). Moreover,
the induction of HSP70 may occur before the accumulation
of metals inside the cells, since its expression can be modu-
lated by cell signal transducers, promoting a protective re-
sponse before such an effect (Urani et al. 2001).

However, as these residues are complex mixtures, it is not
possible to establish a direct relation between their constitu-
ents and the damage caused. Their toxicity can also be the
result of additive, antagonistic or synergic effects of the sub-
stances (Natal-da-luz et al. 2009; Alves et al., 2015).

Nevertheless, some studies have demonstrated that the
HSP expression response in soil invertebrates, both in labora-
tory and field conditions, is especially suitable to indicate the
exposure effects to relatively low concentrations of several
toxic substances (Kammenga et al. 2000). This can reveal
sublethal damage to the cells as a result of stress triggered

by environmental factors (Ryan and Hightower 1996;
Mahmood et al. 2014). Nadeau et al. (2001) concluded that
the induction of HSP70 could not be considered a biomarker
just due to its broad spectrum of exposure but also by its effect,
since known toxic agents alter the HSP70 gene expression
tissues and organs of earthworms, another important group
of the soil macrofauna.

Conclusion

The analyses performed in this study revealed that the expo-
sure of the bioindicator R. padbergi to both organic residues
used in sugarcane crops triggered interesting cell responses,
which were observed in a different way in each region that
comprise the animal midgut. The cytoprotective responses
caused by the proteotoxic action of the residues in the midgut
stimulated an increase in the expression of HSP70 stress pro-
tein family. Therefore, stronger immunolabelling for HSP70
was observed in response to vinasse when compared with the
biosolid, particularly in cell regions that play a role in detox-
ification, such as the epithelial cells. Thus, caution is advised
in the use of these residues in agriculture. In addition, these
results demonstrate that the HSP70 immunolabelling tech-
nique in the test organism can be a satisfactory tool for inves-
tigation of toxic potential of environmental samples and for
analysis of new substances disposed in the environment.
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6. CONCLUSAO

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

. A caracterizagdo quimica das amostras foi importante para uma melhor
compreensao dos efeitos das amostras sobre o organismo-teste.

. As concentracdes dos diferentes metais presentes nas amostras, mesmo sendo
encontradas abaixo do permitido pelo CONAMA 357/2006, para aplicagdo de lodo de
esgoto e biossolido em solos agricolas e, pela P2.341 da CETESB, para o uso da
vinhaca, podem ter sido as responsaveis pela resposta citoprotetora induzida no
organismo-teste.

o O protocolo de processamento e aplicacdo da técnica imuno-histoquimica de
marcacao de proteinas de choque térmico foi estabelecido de forma eficiente para a
aplicacdo no intestino médio de diplépodos da espécie R. padbergi.

. A modulacdo da expressdo da familia de proteinas HSP70 mostrou-se eficiente
para avaliar a acdo de amostras ambientais complexas, ocorrendo de forma distinta em
cada camada celular que compde o intestino médio do organismo-teste. Assim, a
expressao destas proteinas em diplopodos pode ser uma ferramenta satisfatéria na
investigagdo do potencial toxico de amostras ambientais, bem como no teste de novas
substancias langadas no ambiente.

. A aplicacdo da vinhaga de cana-de-agucar e do biossdlido na agricultura, como
fertilizantes, pode caracterizar um sério risco a0 ambiente, pois 0s bioensaios com
estas amostras brutas induziram acao proteotoxica em um orgao de vital importancia

de um bioindicador de solo.
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