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1. INTRODUCAO

Milipedes, popularmente conhecidos no Brasil como piolhos-de-cobra, embod ou
gongold, constituem uma classe de Myriapoda (Diplopoda) de distribuicdo cosmopolita,
sendo particularmente abundantes em regides tropicais. S8o animais de habitos noturnos que
se protegem do sol vivendo embaixo de rochas, folhas, cascas de arvores e troncos. Alguns
habitam antigas galerias de outros animais, tais como minhocas. Podem também ser
comensais em ninhos de formigas e cupins (KOHLER et al., 1995). Poucas espécies sdo
encontradas no litoral, deserto ou ambiente semi-aquatico (GILHODES, 1974, MEAD;
GILHODES, 1974; TRAJANO et al., 2000). A estimativa para o grupo, atualmente, ¢ de
80.000 espécies viventes, sendo cerca de 10.500 espécies descritas (RUPPERT et al., 2005).

Os diplopodos sdao grandes consumidores de matéria organica ¢ podem ser, ainda,
considerados importantes para a fertilidade do solo (DANGERFIELD; TELFORD, 1989).
Sdo invertebrados saprofagos que, através de sua dieta rica em detritos e matéria organica em
decomposi¢do, como frutas, musgos e relativa quantidade de matéria mineral do solo,
promovem maior aeragdo e enriquecimento de matéria organica no solo em que estdo
presentes (SCHUBART, 1942). Estes animais ocupam o nivel tréfico de decompositores
(PETERSEN; LUXTON, 1982), que, pelas suas fezes, secretam amonia e acido urico para o
solo.

O trato digestdrio desses animais € tipicamente um tubo reto que se estende ao longo
do corpo, desde a boca até o anus. E dividido em intestino anterior, médio e posterior. Com
excegdo do intestino médio, todo o trato é revestido internamente por uma intima cuticular,
fazendo com que somente a porcdo mediana do trato seja responsavel pela absorcdo de
nutrientes. Em Rhinocricus padbergi, o intestino médio representa 39% do total da extensdo
do trato digestorio; estende-se desde a valvula esofagica até as inser¢des dos tibulos de
Malpighi, onde se inicia o intestino posterior. Histologicamente ¢ provido de um epitélio, uma
membrana basal, uma camada muscular e corpo gorduroso, revestido por uma membrana
externa (FANTAZZINI et al., 2002).

Os estudos sobre a importancia dos diplopodos na reciclagem de nutrientes do solo
iniciaram na década de 30, época em que Romell (1935) fez o estudo do género Fontaria na
América do Norte.

O estudo da atividade alimentar do diplépodo Jonespeltis splendidus na India, no

processo de humifica¢do do solo, realizado por Bano et al. (1976) revelou que este animal
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consome terra, assimila a maior parte da matéria organica e devolve ao solo excretas
nitrogenadas. O solo ¢ humificado no trato gastrointestinal do animal, que contém grande
quantidade de fungos e bactérias. Dessa forma, os excrementos do diplépodo acabam ficando
com mais himus do que a terra ingerida.

Devido ao habito desses animais, algumas discussdes tém sido realizadas acerca da
possibilidade de utilizagdo dos mesmos como organismos-teste na andlise de camadas de solo
(HOPKIN et al., 1985; TRIEBSKORN et al., 1991).

Certos fatores ambientais podem influenciar em variagdes fisiologicas de orgdos e
tecidos, as quais se tornam claras ao se analisar células que compde essas estruturas
(STORCH, 1988 apud KOHLER; TRIEBSKORN, 1998). Essas varia¢cdes induzem alterag¢des
celulares diversas, dependendo do tipo de orgdo, célula e intensidade do estressor; as
organelas presentes nas células também podem ser analisadas, visto que se comportam de
maneira diferente dependendo do estressor (KOHLER; TRIEBSKORN, 1998).

Pesquisas recentes tém proposto a utilizagdo de lodo de esgoto na recuperacdo da
estrutura fisica de solos degradados (KOCSSIS; De MARIA, 2004) e como fertilizante
(PIRES; NASCIMENTO, 2003; VIEIRA; SILVA, 2004). A utilizagdo de lodo de esgoto
como adubo tem sido pauta de alguns seminarios, visto que substitui os adubos minerais,
diminui os gastos com adubagdo, aumenta a vida util dos aterros sanitarios, ajuda na
deposi¢@o de rios e na reciclagem desse material, além de ser uma solucdo para a falta de
espaco fisico para dar um fim a todo lixo produzido pela sociedade. Esse lodo provém de
ETEs (Estacdes de Tratamento de Esgoto), as quais realizam os tratamentos necessarios na
remocdo de matéria organica biodegradavel, porém ndo removendo os nutrientes presentes
neste esgoto (CETESB, 2004), incluem-se ai os metais pesados e possiveis substincias
toxicas, que podem ficar retidos no lodo. Por esse motivo, a aplicagdo do lodo na agricultura
exige cuidados e andlises mais detalhadas acerca das substincias presentes, para se evitar
danos a saude da populacdo e ao meio ambiente (PIRES; NASCIMENTO, 2003).

Invertebrados terrestres tém sido utilizados como bioindicadores de poluig¢do
ambiental causada por metais pesados como o cadmio, cobre, chumbo e zinco, devido ao seu
extremo contato com os contaminantes do solo. A acumula¢do de metais pesados em vermes
ou invertebrados que se alimentam deles tem sido comumente usada como fator de risco para
o meio ambiente (ROBERTS; JOHNSON, 1978; IRELAND, 1979; BEYER et al., 1985;
HEIKENS et al., 2001). Alguns trabalhos utilizando milipedes como bioindicadores em
estudos de solo demonstram que a composi¢do do odor exalado por eles ¢ diferente

dependendo do sexo e do habitat (TAIRA; ARAKAKI, 2002; TAIRA et al., 2003). Um
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estudo recente mostrou que o contetido de célcio, magnésio, potassio, sodio, zinco e prata ¢
maior em individuos juvenis do que em milipedes adultos, quando expostos a um solo
contaminado com grande quantidade de metais (NAKAMURA et al., 2005).

A microscopia eletronica e a histologia sdo métodos de diagnose bastante utilizados
em seres humanos e vertebrados, para a analise de determinadas patologias; com isso, tais
métodos passaram, também, a serem utilizados em invertebrados, com o objetivo de
identificar danos ocasionados por determinadas substancias toxicas nas células desses animais
(TRIEBKORN; KUNAST, 1990; TRIEBSKORN et al., 1999), indicando o impacto da
poluicdo ambiental nos mesmos (TRIEBSKORN et al.,, 1991). Em diplépodos, alguns
trabalhos com este enfoque foram realizados utilizando tubo digestivo € o corpo gorduroso
(HOPKIN et al., 1985; TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER; TRIEBSKORN, 1998;
NOGAROL; FONTANETTI, 2010; GODOY; FONTANETTI, 2010).

Discutido o exposto acima, esse projeto tem como objetivo analisar e interpretar
possiveis efeitos tdxicos do lodo de esgoto, no tubo digestério do diplépodo Rhinocricus
padbergi. Essa espécie foi escolhida pela facilidade de coleta desse animal em nossa regido e,
além disso, por ter sido estudada pela equipe do projeto sob diferentes pontos (CAMARGO-
MATHIAS et al., 1998; 2004; FANTAZZINI et al., 1998; CAMARGO-MATHIAS;
FONTANETTI, 2000; FANTAZZINI et al., 2002; ARAB et al., 2003; FONTANETTI;
CAMARGO-MATHIAS, 2004; MIYOSHI et al., 2005; FONTANETTI et al., 2004; 2006;
CALLIGARIS et al., 2005).

Este projeto esta vinculado a uma proposta da CETESB (COMPANHIA DE
TECNOLOGIA DE SANEAMENTO BASICO) sobre “Caracterizacio de lodos de ETE”, em
que foram analisados lodos de seis ETES provenientes de diferentes cidades do estado de Sao

Paulo. Esse foi o unico teste ecotoxicoldgico vinculado ao projeto da CETESB.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Lodo de Esgoto

O lodo de esgoto é um residuo organico cuja constitui¢do apresenta elevadas taxas de
nitrogénio e fésforo, bem como uma concentracdo significante de micronutrientes (SOPPER,
1993). Trata-se de um material heterogéneo, cuja composi¢do depende do tipo de tratamento
utilizado para tratar o esgoto e das caracteristicas das fontes geradoras, ou seja, origem

doméstica ou industrial.
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De acordo com a Water Environment Federation (WEF — 1993) o termo “biossolido”
¢ utilizado para designar o lodo produzido pelos sistemas de tratamentos bioldgicos de
esgotos, desde que seu destino final tenha uma finalidade util. Este termo € reservado para um
produto estabilizado, caso contréario sdo empregados os termos torta, lodo ou sélidos.

Os processos de tratamento deste residuo orgénico ja sdo de conhecimento geral, com
algumas pequenas diferencas entre os diversos processos dentro dos paises. O principal
problema encontrado, e at¢ o momento, de dificil solu¢do, estd na producdo de lodos e seu
destino final. Assim, as praticas para o aproveitamento ou simples disposicdo do lodo sdo
também bastante antigas nos paises mais desenvolvidos, sendo no entanto, ainda nio
satisfatorias. Na década de 70, devido as diversas praticas de destino final de lodos sem
estudos adequados, o pouco controle ambiental ¢ ainda a possivel presenca de produtos
indesejadveis no ambiente, solo ou agua, como até entdo era realizado, comegou-se a
regulamentar o lancamento do lodo no ambiente através de convengdes ou acordos
internacionais (VINCENT; CRITCHLEY, 1984).

No processo de tratamento gerador do lodo, a composicdo média do esgoto aponta
para uma mistura de agua (99,9%) e sdlidos (0,1%), sendo que do total de solidos, 70% sdo
organicos (proteinas, carboidratos, gorduras, etc) e 30% inorganicos (areia, sais, metais, etc).

O esgoto bruto chega a ETE (Estagdo de Tratamento de Esgoto) e nesta fase ¢
realizada um tratamento preliminar, que consiste na remog¢do de materiais grosseiros (pedras,
gravetos, garrafas, plasticos, etc.) através de uma grade manual e, da remogao de solidos, tais
como areia, com auxilio de um equipamento mecanizado denominado Rotamat. Estes
materiais sdo transferidos para um recipiente, que ¢ enviado para um aterro sanitario, e a parte
liquida ¢ bombeada para o tanque de armazenamento e homogeneizacdo (TAR - tanque de
armazenamento de residuo), que se mantém sob constante agitacdo e aeragdo, evitando o
desprendimento de mau cheiro.

Apos a retirada dos sdlidos, o residuo é recalcado para os reatores aerobios, chamados
de SBR (Sequéncia de Reatores em Batelada). Tem inicio o tratamento secundario, onde o
residuo entra em contato com o lodo bioldégico composto, principalmente, por bactérias
heterotroficas, quimioautdtrofas, protozodrios e micrometazodrios, que serdo responsaveis
pelo tratamento. Estes microrganismos irdo degradar a maior parte da matéria orgénica
contida no residuo, reduzindo consideravelmente sua carga organica inicial. Por se tratar de
material bacteriano, o seu crescimento ¢ muito acentuado, devido a alta taxa de reprodugdo

das bactérias, principalmente, sob temperaturas elevadas. O excesso de lodo formado no SBR
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¢ descartado para um tanque de estabilizacdo e adensamento de lodo, que apds conclusdo
desta etapa ¢ recalcado para os leitos de secagem, perdendo dgua por infiltracdo e evaporagao.

O tratamento secundario possui um ciclo de trabalho composto pelo enchimento,
aeragdo, sedimentagdo e descarte, definido pela qualidade desejada para o efluente, vazao
média da estagdo, caracteristicas fisico-quimicas do afluente, caracteristicas bioldgicas do
lodo, dentre outras. No final deste ciclo, ou seja, apos sedimentagdo, ¢ feito o descarte do
sobrenadante, sendo recalcado até o filtro de areia com granulometria adequada para retirada
dos solidos que ainda persistam. Apos a filtragdo, o efluente segue por gravidade para a
camara de desinfec¢@o, onde recebe hipoclorito de so6dio assegurando a qualidade final do
efluente que serd langado no corpo receptor (LEITE et al., 2008).

Os métodos de disposi¢do mais comuns para o lodo sdo: incineragdo, aterro,
disposicdo no oceano, recuperagdo de terrenos de mineracdo, digestdo em lagoas e uso
agricola (HARRIS-PIERCE et al., 1995). Atualmente, diversos usos alternativos tém sido
desenvolvidos, como: agregados leves para construcdo civil, fabricag@o de tijolos e ceramicas,
fonte de energia para producdo de cimento e conversio do lodo em oleo combustivel
(TSUTIYA, 2001). Além disso, a aplicacdo deste residuo em terras agricolas tem-se tornado
cada vez mais atraente, pelos altos custos e impactos ambientais relacionados com os demais
métodos de disposicdo, pela presenca de nutrientes e matéria organica no lodo e pela
necessidade de redugdo de custos na agricultura.

A reciclagem agricola de biossolidos de origem doméstica é uma tecnologia aceitavel,
tanto como disposicdo de residuos como de enriquecimento do solo. A aplicagdo de
biossolidos no solo geralmente promove um aumento na fertilidade, devido a mineralizagdo
da matéria organica, estimula a atividade microbiana e ainda ocasiona uma melhoria das
caracteristicas fisicas ao reduzir a densidade, aumentar a porosidade e estabilizar os
agregados. Além disso, o incremento de carbono organico no solo resulta no aumento da
capacidade de retencdo de agua (STAMATIADIS et al., 1999). O uso deste residuo na
restauracdo dos solos tem apresentado efeitos benéficos na qualidade e avaliabilidade dos
nutrientes na estrutura estavel do solo, influenciando diretamente na resisténcia deste a erosdo
(DEBOSZ et al., 2002).

Por outro lado, este processo exige a definicdo de critérios para sua implementagao,
principalmente no que se refere a lixiviacdo do nitrato (BUCHANAN; GLISSMAN, 1991) e a
mobilidade de metais. A utilizagdo do lodo de esgoto na agricultura ndo ¢ isenta de
problemas. Em sua composi¢do, o lodo pode conter metais, como Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Fe, Co,

Mn, Mo, Hg, Sn e Zn, microrganismos patogé€nicos € compostos organicos toxicos,
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representando, portanto, riscos diretos ou indiretos a satde humana e animal (GIBBS et al.,
1997; TAN, 2000).

Segundo Ortiz e Alcafiiz (2006), a adi¢do de largas quantidades de lodo de esgoto no
solo ndo gera nenhum tipo de inibicdo na produg@o de biomassa do ambiente. Mesmo com a
absor¢do eficiente de alguns tipos de metais, ndo ha nenhum acimulo de concentragio
fitotoxica para as plantas, além de demonstrar que quanto maior a quantidade de metais
presentes nesse lodo, maior sera atividade de absor¢do dos metais pelas plantas (GALDOS et
al., 2004; ORTIZ; ALCANIZ, 2006).

Viérias sdo as culturas nas quais o biossolido tem sido utilizado como adubo, ndo sé
aqui no Brasil como no mundo inteiro. Segundo Andreoli (1999), as culturas ja estudadas que
absorveram bem o biossdlido sdo: feijao, milho, cana-de-agucar e frutiferas em geral. Quando
o planejamento ¢ executado adequadamente, os projetos de aproveitamento do lodo exercem
efeitos ambientais positivos e aumentam o rendimento agricola.

A adicdo de metais pesados no solo e a sua subsequente transferéncia a cadeia
alimentar ¢ um dos riscos potenciais associados a essa pratica, além de poder ser lixiviado,
colocando em risco a qualidade da agua subterranea, presente nos leng¢dis freaticos (ELLIOT
et al., 1986). O risco ¢ elevado quanto ao efeito de solubilizagdo destes metais por meio da
adi¢do de substancias organicas (McBRIDE et al., 1997), uma vez que estes mecanismos sao
considerados complexos, pois dependem da natureza do agente organico, contribuindo assim,
para uma possivel restricdo ou elevagdo da mobilidade de metais pelo solo, sendo que a
mineralizacdo destes estd diretamente relacionada a quantidade de metais que as plantas
absorvem durante a sua nutricdo (DOMSCH, 1984).

Ao adicionar-se lodo de esgoto ao solo ocorrem processos de decomposicdo da
matéria organica que afetam duas propriedades relativas a acidez do solo: pH e poder tampao
do solo, que ¢ a sua resisténcia a variagdo de pH. A acidificacdo decorre da formagdo de
acidos organicos e reacdes de nitrificacdo de nitrogénio amoniacal ja presente no lodo ou
gerado na mineralizagdo de nitrogénio orgéanico. Simultaneamente, o acumulo de matéria
organica pode alterar a capacidade de troca de cations, afetando o poder tampdo. As
mudancas no poder tampao poderdo refletir-se na medida do pH, sem que haja, porém,
quaisquer relagdes proporcionais entre essas duas propriedades, em solos com diferentes
manejos (BOEIRA, 2008).

Os metais podem causar graves danos as células, as quais apresentam varios
mecanismos de acdo: alteragdes imunossupressoras; competi¢do de co-fatores de atividade

enzimatica em sitios especificos; inibi¢do de enzimas vitais, como por exemplo, as que
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participam da fosforilagdo oxidativa; alteragdo das estruturas celulares, principalmente na
por¢do lipoprotéica de membrana (PASCALICCHIO, 2002), além de poder induzir a
formacdo de tumores em organismos expostos, incluindo seres humanos (SUNDERMAN,
1984).

Além de problemas relacionados aos metais pesados, temos a contaminagdo
microbioldgica do lodo, que esta ligada ao material fecal existente no esgoto. No esgoto sdo
encontrados virus, fungos, bactérias e parasitas (protozodrios € helmintos) e embora a grande
maioria destes organismos seja inofensiva, alguns grupos de patogénicos sdo considerados
perigosos, pelo risco que representam a satide humana e animal. O contetido microbiologico
das fezes ¢ diluido no esgoto, que mesmo assim apresenta concentracdo elevada de
microrganismos.

A legislagdo atual referente a disposicdo de lodo de esgoto no estado de Sdo Paulo
(Norma P 4230, CETESB, 1999) estabelece limites quanto as quantidades de lodo que podem
ser aplicadas no solo, baseando-se, principalmente, nos teores de metais. Uma vez que a dose
aplicada em dareas agricolas ¢ calculada de acordo com os teores de N no lodo com a
necessidade deste elemento pela cultura, pode ocorrer um acimulo de P e metais no solo. No
solo, reagdes de adsor¢do, complexagdo, oxidacdo-reducdo e precipitagdo controlam a
disponibilidade e solubilidade dos metais. A disponibilidade destes elementos, na forma
cationica, depende do pH do solo. Os biossdlidos sdo uma das maiores fontes de metais em
solos agricolas. Apesar de essenciais para as atividades microbianas, em concentragdes
excessivas podem causar toxicidade, inibindo atividades enzimaticas essenciais, e alterar a
estrutura de comunidades microbianas (TORSVIK et al., 1998), bem como influenciar no
metabolismo/fisiologia de diversos espécimens da fauna edafica.

Pesquisas recentes relacionando o uso de lodo de esgoto em solos e sua influéncia em
animais sdo raras. Neste sentido, um estudo utilizando ovelhas gravidas expostas a pastagens
fertilizadas com lodo de esgoto mostrou que exposi¢des prolongadas ao lodo resultam em
grandes reducgdes (32-51%) no nimero e na funcdo hormonal de dois tipos de células
somaticas: as c€lulas de Sertoli e de Leydig. Essas mudancas estdo associadas ao crescimento

reduzido dos fetos masculinos ¢ femininos (PAUL et al., 2005).

2.2. A Classe Diplopoda
A classe Diplopoda, segundo Hoffman (1979), é subdividida em trés subclasses:
Pselaphognata, Pentazonia e Helminthomorpha. Na primeira, os machos sdo desprovidos de

aparatos especializados para a copula, os gonopodios. J4 os Pentazonia apresentam estas
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estruturas localizadas na regido posterior do corpo. Na ultima subclasse citada, os machos
apresentam um ou ambos os pares de pernas do sétimo segmento modificados em
gonopodios. A subclasse Helmintomorpha engloba sete subordens e uma posicdo superordial
incerta, reunindo um total de 11 ordens com numerosas familias, tribos, géneros e espécies.

Os diplépodos possuem o corpo alongado, cilindrico ou levemente achatado. O
tamanho do adulto pode variar entre 2 mm e 30 cm (HOFFMAN et al., 2002) e a coloragéo ¢
bastante variada, existindo tons de vermelho, marrom e amarelo; cores vivas sdo raras ou
constituem pequenos detalhes. Sdo caracterizados pela presenga de dois pares de pernas por
segmento.

A grande maioria dos representantes possui um exoesqueleto forte e resistente, devido
a impregnacao do tegumento por sais de calcio. O tronco é segmentado, sendo que apenas os
dois primeiros e alguns dos ultimos ndo possuem apéndices. Em certas ordens, o numero de
segmentos ¢ constante, porém em outras pode variar de acordo com a idade e sexo. A
presenca de poro repugnatdrio em determinados segmentos € caracteristica da grande maioria
das ordens, havendo raras exceg¢des. Esse poro corresponde a abertura de uma glandula
produtora de secrecdo que contém basicamente cianeto e iodo, com cheiro forte e
desagradavel, repelindo predadores (SCHUBART, 1942). O conteudo e quantidade desta
secre¢do sdo diretamente influenciados pelo tipo de vegetacdo, e, consequentemente, podem
estar relacionados a impactos causados no solo. Além da eliminacdo de substancias com odor
forte e do tegumento resistente, uma outra forma de defesa dos diplopodos é o enrolamento do
corpo em espiral plana.

Dangerfield e Telford (1989) afirmam que os diplépodos sdo grandes consumidores de
matéria organica e podem ser, ainda, considerados importantes para a fertilidade do solo. Com
isso, o animal assimila a maior parte da matéria organica e devolve ao solo excretas
nitrogenadas. O solo ¢ humificado no trato digestorio do animal, que contém uma grande
quantidade de fungos e bactérias. Dessa forma, os excrementos do diplépodo acabam ficando
com mais humus do que a terra ingerida (BANO et al., 1976).

A digestdo em Diplopoda é processada em dois estidgios. O primeiro envolve a
ingestdo rapida de material soltivel durante a quebra de alimentos pelas mandibulas onde os
nutrientes passam diretamente pela membrana peritroéfica e microvilos na por¢do mediana do
intestino. No segundo estagio, a digestdo ¢ completada e o restante dos nutrientes ¢é liberado.
O intestino anterior parece ter uma pequena participagdo no processo de digestdo em
Diplopoda, sendo o intestino médio o centro das atividades digestivas. Glandulas salivares

encontradas na por¢do anterior do intestino sdo responsaveis pela produgdo de secre¢do que
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lubrifica o alimento, a qual pode conter enzimas digestivas. Tais glandulas podem auxiliar na
produgdo de secregdes envolvidas na constru¢do de ninhos para os diplopodos (NUNEZ;
CRAWFORD, 1977; HUBERT, 1979). As enzimas digestivas originadas pela secrecdo das
glandulas salivares e por células do epitélio do intestino médio, suplementadas por enzimas
secretadas por microrganismos misturam-se com o alimento no lumen, facilitando o processo
de digestdo (NUNEZ; CRAWFORD, 1977; HOPKIN; READ, 1992).

Estudos relacionados com a morfologia interna do tubo digestdrio de diplépodos sdo
escassos e, geralmente, estdo relacionados a espécies européias ou da América do Norte
(HEFNER, 1929; HOPKIN; READ, 1992; MILEY, 1930, NUNEZ; CRAWFORD, 1977). Em
espécies brasileiras, poucos s3o os estudos realizados (FONTANETTI; CAMARGO-
MATHIAS, 1997, FANTAZZINI et al., 1998; 2002; FONTANETTI et al., 2000;
CAMARGO-MATHIAS et al., 2004; MIYOSHI et al., 2005).

Devido ao contato direto com contaminantes presentes no solo, varios estudos
tem sido conduzidos em relacdo a acumulag¢do de metais pesados em invertebrados terrestres
(HOPKIN et al., 1989; GRAFF et al., 1997).

Os diplopodos podem metabolizar e/ou acumular vdarios tipos de metais,

principalmente no intestino médio e corpo gorduroso (KOHLER et al., 1995).

2.3. A espécie Rhinocricus padbergi

Rhinocricus padbergi, descrita por Verhoeff em 1938, ¢ uma espécie de ampla
distribui¢do no estado de Sao Paulo, sendo registrada também para o Rio de Janeiro; pertence
a ordem Spirobolida, considerada hoje uma espécie sinantropica. Caracteristica do sudeste
brasileiro, esta espécie € caracterizada por animais de tamanho médio; ocorrem em locais
umidos e escuros na serrapilheira, com temperatura amena. Tem aparecido nos mais variados
tipos de ambiente urbano, sendo frequentemente encontrado dentro de casas. Possuem como
caracteristica marcante a presenca de glandulas repugnatdrias a partir do 6° segmento do
corpo, produtoras de benzoquinona (ARAB et al., 2003). Tal substancia tem uma agdo
irritativa da mucosa, podendo afetar seres humanos, causando fobia em relagdo a estes
animais, o que vem afetando as populagdes desta espécie em alguns estados brasileiros, como
por exemplo, no Rio de Janeiro (FONTANETTI; BICHUETTE, 2008).

Histologicamente, o intestino anterior e posterior de R. padbergi sdo semelhantes, uma
vez que possuem a mesma origem embriondria, sendo compostos, a partir do limen, de uma
intima cuticular, epitélio, membrana basal, camada muscular formada de fibras musculares

estriadas e membrana celular externa (FANTAZZINI et al., 1998).
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Nos estudos do intestino médio de R. padbergi observou-se a presenga de numerosas
vilosidades, sendo o intestino médio formado por um epitélio, uma membrana basal e uma
camada muscular, circundado pelo corpo gorduroso. As andlises histoquimicas revelaram uma
forte presengca de proteinas no epitélio, no corpo gorduroso, nas células hepéticas e nas
secre¢des. Essas secre¢des possivelmente estdo envolvidas na liberagdo de enzimas digestivas
no limen. Os polissacarideos neutros estdo presentes apenas nas células mucosas e os
polissacarideos acidos foram observados no bordo em escova. As células principais
apresentaram grande quantidade de lipidios na por¢do média superior, sugerindo que essa
regido libere esses lipidios no lumen. O célcio foi encontrado na porgdo apical das células
principais do epitélio, no bordo em escova e nas células da camada de corpo gorduroso,
sugerindo que o epitélio possa atuar no transporte deste elemento (FANTAZZINI et al.,
2002).

A constituigdo epitelial pseudoestratificada do intestino médio se da por trés tipos de
células: as principais, que apresentam bordo em escova bem desenvolvido e podem estar
envolvidas com o mecanismo de absor¢do de nutrientes da alimentagdo e também no
transporte de elementos a partir da hemolinfa; células regenerativas, que ocorrem na regiao
basal do epitélio; e células secretoras, que ficam inseridas entre as células principais e servem
para produzir substincias de natureza glicoprotéica que auxiliam na absor¢do e/ou na
lubrificacdo da superficie epitelial. Existe uma diferenciacdo entre as regides apical e basal da
célula: a regido basal apresenta espagos intercelulares e também evaginagdes em direcdo a
lamina basal. As células principais apresentam reticulo endoplasmatico rugoso abundante e

inimeros complexos de Golgi. Estas caracteristicas sdo andlogas em diplopodos e insetos

(HUBERT, 1979; CAMARGO-MATHIAS et al., 2004).

3. OBJETIVOS

Este projeto teve por finalidade:
1. Expor espécimens de R. padbergi em substratos oriundos do lodo de
esgoto, observando o comportamento dos animais;
2. Apds a exposi¢do, o tubo digestorio desses animais foi analisado
histologicamente, principalmente o intestino médio (local onde ocorre a

digestdo), para verificacdo de possiveis alteragcdes morfoldgicas;
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3. Em seguida, foram utilizados testes histoquimicos, para a detec¢do de
proteinas, célcio e carboidratos, com a finalidade de se observar possiveis
alteracdes na producdo de algum elemento, o qual possa significar
determinadas altera¢des morfologicas e/ou fisiologicas;

4. Verificar a viabilidade de se utilizar diplopodos como bioindicador de
solos impactados, além de se verificar a viabilidade do intestino médio

como biomarcador.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material

Os espécimens de R. padbergi foram coletados manualmente na cidade de Rio Claro,
SP, onde esta espécie ¢ abundante; os exemplares foram levados ao laboratdrio onde ficaram
aclimatados a 21+1°C por um periodo de 15 dias, em solo oriundo do local de coleta dos
animais.

Apos este periodo, foram montados bioensaios com 15 individuos cada um, expondo-
os por periodos de 7 e 15 dias, para a observagdo de resposta aguda; os animais do controle
foram mantidos em solo oriundo do local de coleta dos animais.

Nos bioensaios foram utilizados substratos de lodo cedidos pela Dra. Gisela
Umbuzeiro (Profa Associada da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP), oriundos de
E.T.E. (Estagdo de Tratamento de Esgoto) das cidades de Americana ¢ Vinhedo, SP. Devido a
uma recomendagdo feita pela CETESB, os animais foram expostos ao lodo diluido nas
seguintes concentragdes nas diferentes cidades: 10% e lodo puro (cidade de
Americana/amostra PCJ-1) e 1%, 10% e 50% (cidade de Vinhedo/amostra PCJ-3) em terra
oriunda do local de coleta, com a finalidade de se avaliar e comparar as possiveis alteracdes
morfoldgicas que este lodo pode causar no intestino médio destes animais em resposta a

toxicidade das amostras utilizadas.

4.2. Métodos
Apobs exposicdo, os animais foram anestesiados e dissecados em solugdo fisioldgica,
para a retirada do intestino médio, o qual foi fixado em paraformoldeido 4% e Carnoy,
dependendo da técnica empregada; posteriormente, foi colocado em tampao fosfato de sédio

pH 7,4 e mantido em geladeira.



20

4.3. Histologia
O material foi desidratado em solu¢des de etanol a 70, 80, 90 ¢ 95%, durante 10 a 15
minutos cada banho e entdo, transferido para uma solu¢do de resina (JB-4 —Polaron
Instruments/BIO RAD), durante 24 horas em geladeira.

Finalmente, o material foi incluido com resina contendo catalisador; depois de
polimerizados, os blocos foram seccionados com auxilio de micrétomo Sorvall JB-4 BIO
RAD; os cortes obtidos, de 0.5 um de espessura, foram hidratados e recolhidos em laminas.
Depois de secas, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina, conforme rotina

histoldgica, para posterior observagdo e documentagdo fotografica.

4.4. Histoquimica
Os testes histoquimicos foram utilizados para detectar os seguintes elementos:
a. Proteinas Totais
- Técnica do Azul de Bromofenol (segundo PEARSE, 1985).
Fixagdo do material em paraformaldeido 4% por aproximadamente 24 horas;
coloragdo pela solugdo de azul de bromofenol a temperatura ambiente por
aproximadamente 2 horas; lavagem das ldminas contendo os cortes em agua e banho em

acido acético por 5 minutos.

b. Polissacarideos neutros

- Técnica do PAS (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

Fixa¢do em Carnoy por 24 horas; reagdo de PAS (oxidagdo por 60 minutos em acido
periddico 1%; reacdo pelo reativo de Schiff por 1 hora no escuro; lavagem em agua sulfurosa

por 9 minutos e lavagem em agua corrente por 30 minutos).

c. Calcio

- Método de von Kossa (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

Fixa¢do em paraformaldeido 4% por aproximadamente 24 horas; imersdo dos cortes
em nitrato de prata por 20 minutos; lavagem em agua e transferéncia dos cortes para
hidroquinona ou revelador fotografico; imersdo em tiossulfato de sodio ou fixador
fotografico F-5 (Kodak) por 5 minutos; contracolora¢do dos nucleos com hematoxilina;

montagem das laminas em gelatina glicerinada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram apresentados na forma de artigo, o qual foi encaminhado

para publicacdo na revista Micron (Oxford).
ARTIGO
AVALIACAO DA TOXICIDADE DE LODO DE ESGOTO POR MEIO DA ANALISE

MORFOLOGICA DO INTESTINO MEDIO DO DIPLOPODO Rhinocricus padbergi

Vlamir Bozzatto de Oliveira, Carmem Silvia Fontanetti
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AVALIACAO DA TOXICIDADE DE LODO DE ESGOTO POR MEIO DA ANALISE
MORFOLOGICA DO INTESTINO MEDIO DO DIPLOPODO Rhinocricus padbergi

Vlamir Bozzattol; Carmem Silvia Fontanetti*"

'2 Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro, SP,
Brasil

*fontanet@rc.unesp.br (autor correspondente)

Resumo

Os diplopodos sdo invertebrados saprofagos, ageis em colonizar vérias camadas do
solo, incluindo plantas e madeira em decomposi¢cdo; alimentam-se de detritos e matéria
organica em decomposi¢do, promovendo maior aeracdo e enriquecimento mineral no solo em
que estdo presentes. Devido aos seus habitos, os diplépodos tém sido indicados para estudos
que visam analisar possiveis efeitos toxicos de solos impactados sobre a fauna edafica. Neste
sentido, este trabalho pretendeu verificar a viabilidade de se utilizar o intestino médio de
diplépodos como biomarcador de solos expostos ao lodo de esgoto oriundo de Estacdes de
Tratamento de Esgotos (ETEs). Foram utilizadas técnicas histologicas e histoquimicas,
aplicadas no intestino médio da espécie Rhinocricus padbergi, local onde ocorre a digestéo.
Duas amostras de lodo de esgoto oriundas de duas cidades do interior do estado de Sao Paulo,
Brasil, foram utilizadas, ambas pertencentes a Bacia Piracicaba-Capivari-Jundiai (PCJ-1 e
PCJ-3). Os animais foram expostos por periodos de 7 e 15 dias as concentragdes de 10% e
lodo puro para a amostra PCJ-1 de lodo e as concentragdes de 1%, 10% e 50% de lodo para a
amostra PCJ-3. O material exposto a amostra PCJ-1 apresentou aumento na presenga de
granulos citoplasmaticos nas células da camada do corpo gorduroso em ambas as
concentragdes em todos os periodos € um pequeno aumento na taxa de renovacao epitelial. Ja
o material da amostra PCJ-3, além das mesmas alteracdes observadas na amostra PCJ-1,
apresentou também alta quantidade de polissacarideos neutros nas células do corpo
gorduroso. Em virtude destas respostas tissulares, pode-se concluir que a amostra de lodo

PCJ-3 apresentou maior toxicidade quando comparada a amostra de lodo PCJ-1.

Palavras-chave: milipedes, histologia, histopatologia, ETEs, lodo de esgoto.
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1. Introducio

Milipedes, popularmente conhecidos no Brasil como piolhos-de-cobra, embod ou
gongold, constituem uma classe de Myriapoda (Diplopoda) de distribuicdo cosmopolita,
sendo particularmente abundantes em regides tropicais. S3o animais de corpos cilindricos e
alongados, os quais sdo facilmente identificados por seus dois pares de pernas em cada
segmento corporeo (Ruppert et al., 2005).

Os diplopodos sdao grandes consumidores de matéria organica ¢ podem ser, ainda,
considerados importantes para a fertilidade do solo (Dangerfield e Telford, 1989). Sao
invertebrados sapréfagos e decompositores que, por meio de sua dieta rica em detritos e
matéria organica em decomposi¢do, promovem maior aeragdo, ciclagem de nutrientes e,
consequentemente, enriquecimento do solo em que estdo presentes (Schubart, 1942; Petersen
e Luxton, 1982).

Devido ao habito destes animais, eles tém sido considerados bons indicadores
ambientais, sendo utilizados como organismos-testes em algumas andlises de solo (Hopkin et
al., 1985; Godoy e Fontanetti, 2010; Nogarol e Fontanetti, 2010).

As ETEs (Estagdes de Tratamento de Esgoto) tém enfrentado o problema da
destinagdo a ser dada ao lodo de esgoto, residuo que permanece apds o tratamento dos esgotos
domésticos e industriais (Boeira et al., 2002). Algumas pesquisas tém proposto a utilizagcdo de
lodo de esgoto na recuperagdo da estrutura fisica de solos degradados (Kocssis ¢ De Maria,
2004) e como fertilizante (Pires e Nascimento, 2003; Vieira e Silva, 2004). Porém, pelo fato
de o lodo de esgoto ndo estar totalmente livre de contaminantes, como metais, patdogenos ¢
substancias toxicas, sua aplicagdo exige muita cautela para que ndo haja danos a populacio ou
ao meio ambiente (De Camargo, 2008).

O presente trabalho teve como objetivo analisar e interpretar possiveis efeitos toxicos
do lodo de esgoto no tubo digestério do diplépodo Rhinocricus padbergi. Essa espécie foi
escolhida pela facilidade de coleta desse animal em nossa regido e pelo historico de estudos
com a mesma em diferentes aspectos (Camargo-Mathias et al., 1998; 2004; Fantazzini et al.,
1998; 2002; Camargo-Mathias e Fontanetti, 2000; Arab et al., 2003; Fontanetti ¢ Camargo-
Mathias, 2004; Calligaris et al., 2005; Miyoshi et al., 2005; Fontanetti et al., 2004; 2006).

2. Material e Métodos
2.1. Bioensaios
Os espécimens de R. padbergi foram coletados manualmente na cidade de Rio

Claro/SP (22°24°36°°S; 47°33°36°°W), em Julho de 2007; os exemplares foram levados ao
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laboratdrio onde ficaram aclimatados a 21£2°C por um periodo de 15 dias, em solo oriundo
do local de coleta dos animais.

Ap6s este periodo, foram montados bioensaios com 15 individuos cada um, expondo-
os por periodos de 7 e 15 dias, com o intuito de se observar respostas agudas; os animais do
controle foram mantidos em solo oriundo do local de coleta. Nos bioensaios foram utilizados
substratos de lodo oriundos de ETEs de duas cidades do interior do estado de Sdo Paulo
pertencentes a Bacia Piracicaba-Capivari-Jundiai (PCJ), denominadas de PCJ-1 e PCJ-3
(Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental).

Os animais foram expostos as seguintes misturas: 1. lodo puro PCJ-1; 2. lodo PCJ-1 na
concentragdo de 10% (misturado em terra oriunda do local de coleta dos animais); 3. lodo
PCJ-3 na concentracdo de 1%; 4. lodo PCJ-3 misturado na concentracio de 10%; 5. lodo PCJ-
3 misturado na concentra¢do de 50% (todos misturados em terra oriunda do local de coleta
dos animais), com a finalidade de se avaliar e comparar a toxicidade dessas amostras nas

diferentes concentragdes apresentadas.

2.2. Histologia e Histoquimica

Apds exposi¢do, os animais foram anestesiados em éter sulfurico e dissecados em
solucdo fisioldgica, para a retirada do intestino médio, o qual foi fixado em duas solugdes:
paraformoldeido 4% e Carnoy (6 alcool: 3 cloroférmio: 1 &cido acético). Entdo, o material foi
desidratado em séries graduadas de 70-100% de solucdes de etanol, embebido em uma
solugdo de resina JB-4, por 24h. O material foi incluido com resina contendo catalisador;
depois de polimerizados, os blocos foram seccionados a Sum. As laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina ou foram aplicadas a testes histoquimicos.

Testes histoquimicos para a detec¢do de proteinas (azul de bromofenol, segundo
Pearse (1985) — material fixado em paraformoldeido), polissacarideos neutros (técnica do
PAS (Acido Periddico de Schiff), segundo Junqueira; Junqueira (1983) — material fixado em
Carnoy) e calcio (método de von Kossa, segundo Junqueira; Junqueira (1983) — material

fixado em paraformoldeido) foram aplicados.

3. Resultados
3.1. Grupo Controle

Histologicamente, o grupo controle apresentou o intestino médio com a constituicio
tipica da espécie, observado por Fantazzini et al. (2002), ou seja, € formado por um epitélio

pseudoestratificado com bordo em escova, apoiado em uma espessa membrana basal, seguido
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de uma camada muscular, camada de corpo gorduroso, revestido de uma membrana externa
(Fig. 1A). No epitélio, pode-se encontrar trés tipos celulares: as células principais, as quais
apresentam nucleo na regido médio-apical, com formatos variando do redondo ao oval; a
membrana apical dessas células apresenta numerosas microvilosidades, formando um bordo
em escova bem definido; as células regenerativas, que se localizam na base do epitélio; e as
células secretoras, distribuidas entre as células principais. Abaixo do epitélio observa-se uma
camada muscular. As células da camada de corpo gorduroso apresentam nucleos
arredondados e citoplasma heterogéneo, preenchido por inimeros granulos citoplasmaticos
evidentes. E comum observar hemdcitos espalhados por entre as células do corpo gorduroso.
Na andlise histoquimica, os polissacarideos neutros sdo encontrados, em maior
quantidade, no bordo em escova ¢ na membrana basal (Fig. 1B); alguns hemocitos sdo
evidenciados por esta técnica. A detec¢do de proteinas ¢ forte em todos os constituintes do
intestino médio dos espécimens (Fig. 1C); alguns hemdcitos coram-se por esta técnica. O

calcio ¢ encontrado em algumas células epiteliais (Fig. 1D).

3.2. Amostra de lodo de esgoto PCJ-1
3.2.a. Exposic¢ao por 7 dias

O grupo exposto ao lodo misturado em 10% apresentou um pequeno aumento no
nimero de granulos citoplasmaticos nas células do corpo gorduroso. J& no lodo puro é
possivel visualizar maior quantidade desses granulos citoplasméaticos no corpo gorduroso.

Foi detectada uma rea¢do moderada aos polissacarideos neutros na por¢do médio-
apical das células principais do material exposto ao lodo puro. Observou-se um aumento de
reacdo positiva ao teste de deteccdo de calcio nas células epiteliais em ambas as
concentragdes de lodo.

3.2.b. Exposicio por 15 dias

A andlise do grupo exposto ao lodo misturado em 10% revelou maior quantidade de
granulos citoplasmaticos das células do corpo gorduroso; foram visualizadas regides que
apresentam células mais baixas que o comumente observado, indicando que ocorreu
renovagdo epitelial nestes pontos (asteriscos na fig. 2A). Em lodo puro, os animais
apresentaram as células do corpo gorduroso com maior quantidade de granulos
citoplasmaticos (Fig. 2B); foi observada a mesma evidéncia de renovagdo epitelial.

Em lodo puro, observou-se varios hemdcitos positivos a reagdo de PAS (Fig. 2C); as
mesmas observagdes feitas na detec¢do de calcio no lodo puro exposto a 7 dias foram

encontradas aqui (Figs. 2D, 2E, 2F).
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3.3. Amostra de lodo de esgoto PCJ-3
3.3.a. Exposic¢ao por 7 dias

Foi detectado um pequeno aumento do niimero de granulos citoplasmaticos nas células
do corpo gorduroso dos animais expostos a concentracdo de lodo em 10%. Ja os animais
expostos ao lodo misturado a 50% evidenciaram maior quantidade de granulos
citoplasmaticos nas células do corpo gorduroso. Além disso, o material apresentou pontos de
renovacao epitelial (asteriscos nas figs. 3A, E), bem como a presenca de hemocitos por entre
as células do epitélio.

As andlises histoquimicas detectaram uma forte reag@o aos polissacarideos neutros nas
células do corpo gorduroso do material exposto ao lodo em todas as concentragdes (Fig. 3B).

Observou-se a presencga de célcio nas células epiteliais que estavam sendo liberadas para o

limen (asterisco na fig. 3C).

3.3.b. Exposic¢io por 15 dias

Em 1% de concentracdo, ¢ possivel verificar um aumento no indice de pontos de
renovagdo epitelial. Nas células do corpo gorduroso pode-se visualizar o aumento do nimero
de granulos citoplasmaticos. Em lodo misturado a 10% € possivel observar evidéncias de
intensa renovagao epitelial. Houve, também, aumento no niimero de granulos citoplasmaticos
das células do corpo gorduroso (Fig. 3D).

As amostras misturadas a 1% e a 10% de concentracdo evidenciaram forte reacdo do
calcio nas células do epitélio. Na concentracdo de 50% de lodo, o material revelou alta
quantidade de polissacarideos neutros nas células do corpo gorduroso. O célcio foi detectado,

em maior intensidade, nas células do epitélio (Fig. 3F).

4. Discussiao

O diplopodo R. padbergi, escolhido como organismo-teste para o presente
experimento, ¢ reconhecidamente resistente a diversas substancias quimicas (Fontanetti,
comunicagdo pessoal). Apesar desta resisténcia, os animais expostos ao lodo de esgoto
morreram logo apos duas semanas de exposi¢ao.

Algumas espécies de milipedes parecem evitar alimentos que podem intoxica-los.
Hopkin et al. (1985) relataram que certos milipedes evitam comer alimentos contaminados

com niveis toxicos de zinco, cddmio e chumbo. Em alguns experimentos, milipedes podem ter

morrido de fome porque rejeitaram o alimento contaminado ao invés de terem morrido por
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niveis téxicos de poluentes contidos no solo que estavam (Hopkin e Read, 1992). No presente
trabalho foi observado que alguns individuos de R. padbergi conseguiram revolver bastante o
substrato em que se encontravam. Durante esse revolvimento, esse animal realiza parte da
alimentacdo, o que indica que parte dos individuos do grupo experimental se alimentou da
matéria contida no lodo de esgoto.

Quando os agentes invasores conseguem ultrapassar o tegumento e o trato digestorio,
tornam-se expostos a uma variedade de mecanismos celulares e humorais interagindo na
defesa do hospedeiro. Em algumas espécies de dipldpodos, o epitélio intestinal pode nao
funcionar eficientemente como uma barreira a passagem de determinadas substincias do
limen para outros tecidos do corpo, como os metais (Hopkin et al., 1985). No presente
experimento, pode-se observar que os animais expostos ao lodo de esgoto foram prejudicados
a nivel celular, uma vez que apresentaram diversas alteracdes em sua fisiologia e morfologia.

Na camada de corpo gorduroso do intestino médio de R. padbergi, pode-se encontrar
um aumento de granulos citoplasmaticos, os quais estdo relacionadas intimamente ao
processo de bioacumulacdo de minerais nesses animais. Este fendmeno é um importante
mecanismo para a manutencdo da homeostase dos organismos. A importancia da
biomineralizagcdo estd bem exemplificada em vérios filos de invertebrados (Simkiss e Mason;
1984; Hopkin et al., 1989; Triebskorn et al., 1991; Kohler e Alberti, 1992). Insetos possuem
vérias estruturas com essa funcdo, as quais incluem esferocristais e granulos que contém
minerais ricos em purina (Hubert, 1978; 1979). A acumulacdo desses elementos estd
relacionada com o processo de regulacdo idnica e engloba numerosos fendmenos fisiologicos,
como a reciclagem, estocagem e excre¢do desses minerais. Estruturas semelhantes foram
observadas no corpo gorduroso perivisceral (Fontanetti et al., 2006) e no citoplasma de
ovocitos de R. padbergi (Fontanetti e Camargo-Mathias, 2004); a maioria dessas estruturas
apresentavam calcio em sua constitui¢do. Estas estruturas, referidas como concentragdo de
minerais ou esferocristais, consistem em metais (Ca, Mg, K, Fe, Zn, e Sr) complexados em
fosfatos, carbonatos e cloretos.

De acordo com Hubert (1979), o intestino médio dos milipedes ¢ um importante sitio
de acumula¢do mineral e tem papel na regulacdo i6nica do organismo. Conseqiientemente, o
ciclo de eliminacdo desses granulos pode ser uma forma de excre¢do. Um processo similar
pode estar ocorrendo em R. padbergi, uma vez que observou-se uma intensa coloragdo
positiva do epitélio na técnica pela deteccdo de calcio.

Uma forma de elimina¢do destes minerais pode ocorrer junto com a renovacio

epitelial observada nos individuos expostos em todas as concentragdes de lodo; durante a
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expulsdo do epitélio danificado para o limen, parte desse acimulo mineral em esferas pode
ter sido expelido juntamente com o epitélio ou parte deste. O epitélio, aparentemente
danificado, ¢ expelido para o lumen intestinal, enquanto um novo epitélio é formado. Isto
pode ter sido conseqiiéncia de uma lesdo, que se caracteriza, em insetos, por uma reacao local
do tecido a algum dano; a lesdo pode evoluir de diferentes formas, sendo que numa delas o
tecido lesado ¢ perdido e, imediatamente reposto, constituindo o que se chama regeneragio
(Steinhaus, 1949). Tal expulsdo pode ter acontecido devido a um dano que as substancias
presentes nas amostras de lodo em questao possam ter dado ao tecido.

Poderia se pensar em um tipo de destoxificagdo, ou seja, determinadas substincias
toxicas para os animais sdo armazenadas dentro de células antes de serem eliminadas junto
com as fezes. Geralmente, a destoxificagdo so € possivel até que a concentracdo da substancia
toxica ndo atinja um valor limitante. Se esse valor ¢ excedido, o resultado ¢ um dano celular
ou inibi¢do do desenvolvimento celular (Triebskorn et al., 1991). As células epiteliais do
intestino médio sdo capazes de acumular metais ndo essenciais como o cddmio, em granulos
para reduzir os efeitos toxicos. Um estudo demonstrou que as células do intestino médio sdo
capazes de acumular metais e elimina-los mais tardiamente pelas fezes (Vanderbulcke et al.,
1998).

No presente estudo foi possivel visualizar alta quantidade de polissacarideos neutros
presente nas células da camada de corpo gorduroso do intestino médio. A resposta tissular em
questdo pode estar relacionada com a grande quantidade de matéria organica disponivel no
lodo de esgoto, o que viabilizou a estocagem de nutrientes nas células da camada de corpo
gorduroso de R. padbergi.

A composi¢do do lodo de esgoto esta intimamente relacionada ao nivel sdcio-cultural
da populagdo, pois, em ultima andlise, os residuos que ddo origem aos lodos dependem dos
habitos alimentares, saneamento basico, saude e, ainda, do estdgio de desenvolvimento
industrial da sociedade. O lodo de esgoto, em razdo da procedéncia dos residuos, pode ser
classificado em doméstico ou industrial, havendo, quase sempre, uma concentragdo de metais
bastante varidvel nesses dois tipos de lodo (Tsutyia, 2001; Godoy e Fontanetti, 2010).

Estudos realizados por Tsutyia (2001) mostram que ndo existe grandes diferengas em
termos da presenca de elementos quimicos nos lodos de esgoto de diferentes localidades,
porém, considerando-se os aspectos quantitativos, constata-se grande variabilidade, o que
pode ser creditado a procedéncia do lodo.

Ambas as amostras aqui analisadas sdo oriundas de ETEs que recebem esgoto

contendo residuos domésticos e industriais, sendo estes a cana-de-agucar e a laranja para o
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setor primario e os vegetais, papel/celulose, usinas de agucar e alcool para o setor secundario,
0 que caracteriza grande quantidade de matéria organica presente em ambos os lodos (Mielli
et al., 2009).

Nos resultados encontrados, observou-se que os animais expostos a amostra PCJ-3
demonstraram maior indice de toxicidade celular, uma vez que apresentaram niveis
moderados de bioacumulagio e altos indices de renovagdo epitelial quando comparados aos
animais expostos a amostra PCJ-1. Sendo assim, ao utilizarmos o intestino médio de R.
padbergi para a avaliagdo da toxicidade de ambas amostras, percebemos que as respostas
tissulares do animais indicam maior toxicidade do lodo de esgoto da amostra PCJ-3 quando
comparado ao lodo da amostra PCJ-1.

Os estudos sobre os efeitos da aplicacdo de lodo de esgoto em solos agricolas, nas
condig¢des brasileiras de solo e clima e em longo prazo, ainda sdo incipientes e ndo servem de
base para normas. As regulamentagdes existentes no Brasil — que, mesmo limitadas, ajudam a
minimizar e controlar possiveis danos ambientais — devem ser revistas de acordo com o
avanco do conhecimento sobre o tema. Com isso, a constante revisdo de normas sobre o uso
agricola de lodo de esgoto e a realizagdo continua de estudos sobre esse uso sdo essenciais

para garantir a sustentabilidade dessa pratica (De Camargo et al., 2008).

Conclusoes

Ao que tudo indica, em detrimento as respostas tissulares obtidas no intestino médio
de R. padbergi, o lodo de esgoto da amostra PCJ-3 apresentou maior toxicidade celular
quando comparado ao lodo da amostra PCJ-1. Ambas as amostras aqui em estudo contém
agentes toxicos para a espécie R. padbergi quando aplicados diretamente no solo. De certo, as
resolugdes que aprovam a aplicabilidade do lodo de esgoto na agricultura no Brasil devem ser
continuamente revistas, pois s6 assim serd possivel viabilizar a sua aplicacdo comercial sem

que haja danos a0 meio ambiente, bem como aos organismos que ali vivem.
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LEGENDAS

Figuras 1A — D: Secgdes histoldgicas do intestino médio de Rhinocricus padbergi. A. corada
com hematoxilina e eosina. B. submetida a técnica do PAS. C. submetida a técnica do azul de
bromofenol. D. submetida ao método de von Kossa. Grupo controle.

cg = corpo gorduroso; cm = camada muscular; e = epitélio; h = hemocito; | = limen; mb =
membrana basal; me = membrana externa; cabega de seta = bordo em escova. Escala =20um.

Figuras 2A — F: Sec¢des histologicas do intestino médio de Rhinocricus padbergi. A-B.
coradas com hematoxilina e eosina. C. submetida a técnica do PAS. D-F. submetidas ao
método de von Kossa. Grupo exposto ao lodo de esgoto da amostra PCJ-1. A. diluido em 10%
por 15 dias. B. puro por 15 dias. C-E. diluido em 10% por 15 dias. F. puro por 15 dias.

cg = corpo gorduroso; cm = camada muscular; e = epitélio; h = hemocito; I = limen; mb =
membrana basal; asterisco = renovagao epitelial; cabeca de seta = bordo em escova. Escala =
20pm.

Figuras 3A — F: Sec¢des histologicas do intestino médio de Rhinocricus padbergi. A,D.
coradas com hematoxilina e eosina. B. submetida a técnica do PAS. C,F. submetidas ao
método de von Kossa. E. submetida a técnica do azul de bromofenol. Grupo exposto ao lodo
de esgoto da amostra PCJ-3. A. diluido em 50% por 7 dias. B. diluido em 1% por 7 dias. C.
diluido em 50% por 15 dias. D. diluido em 10% por 15 dias. E. diluido em 1% por 7 dias. F.
diluido em 50% por 15 dias.

cg = corpo gorduroso; cm = camada muscular; e = epitélio; | = limen; mb = membrana basal;
asterisco = renovacdo epitelial; cabeg¢a de seta = bordo em escova; setas em D = granulos
citoplasmaticos. Escala = 20pm.
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6. CONCLUSOES FINAIS

A analise histoldgica e histoquimica do intestino médio dos animais expostos ao lodo
de esgoto apresentaram as seguintes alteracdes:

- Aumento da quantidade de granulos citoplasmaticos nas células do corpo gorduroso;

- Aumento da taxa de renovagao epitelial;

- Aumento de polissacarideos neutros nas células do corpo gorduroso;

- Aumento da quantidade de calcio nas células epiteliais;

A estes resultados observados, foram atribuidas as seguintes conclusdes:

- O lodo das cidades aqui em estudo sdo considerados agentes nocivos para a espécie
R. padbergi quando aplicado diretamente no solo;

- Devido as respostas tissulares encontradas, constatou-se que o lodo de esgoto da
amostra PCJ-3 apresentou maior toxicidade celular quando comparado ao lodo da amostra
PCJ-1

- Os diplopodos, de um modo geral, sdo bons bioindicadores de solos impactados e a

analise histologica e histoquimica do intestino médio um bom biomarcador.
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