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RESUMO

A cana-de-acicar ¢ uma das principais culturas mundialmente difundida e a alta
produtividade resulta na geracdo de inimeros residuos. A vinhaca, residuo da producéo do
etanol tem chamado a atencdo devido suas caracteristicas e propriedades, quando empregada
na fertirrigacdo das culturas de cana-de-acucar. Diversos beneficios foram descritos, ganhos
na fertilizacdo e enriquecimento do solo, bem como aumentos na produtividade. Entretanto, a
vinhaca também apresenta substancias que podem ser nocivas, afetando negativamente a
fauna existente nos locais de aplicacdo do residuo. Frente a essa problematica, diversos
estudos foram desenvolvidos com o intuito de melhor compreender os impactos da vinhaga no
meio ambiente e, mesmo diante dos beneficios que a fertirrigacdo com a vinhaga implica
economicamente ainda ha a necessidade de maiores cuidados com a utilizacdo do residuo no
campo. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi propor um tratamento para a vinhaca,
ajustando seu pH em 7,0 (neutro) utilizando cal (CaO), com a intencdo de amenizar sua
toxicidade para posterior uso no solo, visto que, um dos grandes problemas apresentados pela
vinhaca é o pH &cido. O uso de cal foi escolhido por ser este produto utilizado em campo para
correcdo do solo. Foi associado o uso de diversos biomarcadores a bioindicadores de solo,
além de testes ecotoxicoldgicos para avaliar o efeito da vinhaca bruta em comparacdo a
vinhaca tratada. Diplopodos da espécie Rhinocricus padbergi foram expostos a vinhaca em
sua forma bruta e tratada com CaO, na concentracdo estabelecida pela Norma da CETESB, e
ao dobro desta mesma concentragdo, simulando uma situacao de super dosagem. A analise do
intestino médio destes animais por meio das ferramentas ultraestruturais, imunohistoquimica
e marcacdo de morte celular revelou que a vinhaca bruta pode ocasionar danos nos tecidos dos
animais expostos e que o tratamento desta vinhaga surtiu efeito na diminuicdo desses danos.
Testes ecotoxicoldgicos de fuga e reproducdo, padronizados mundialmente pela Organizacéo
Internacional de Normalizacdo (ISO), foram realizados com as espécies Eisenia andrei,
Enchytraeus crypticus e Folsomia candida; de um modo geral, observou-se que as espécies E.
crypticus e F. candida ndo tiveram seus comportamentos influenciados pela vinhaca bruta e
nem pela vinhaga tratada, mas a espécie E. andrei apresentou-se mais sensivel a presenca da
vinhaga no solo demonstrando comportamento de fuga em concentragcbes mais elevadas de
vinhaca bruta e tratada, e, no teste de reproducéo, respondeu a exposi¢ao a vinhaca tratada,
com aumento no nimero de juvenis em relacdo a vinhaca bruta. Logo, o emprego da vinhaca
na fertirrigacdo ainda requer cuidados, uma vez que seus efeitos nocivos sdo notérios, e nesse
sentido, a alternativa de neutralizar seu pH pode representar uma medida de emprego desse

residuo com menos impacto.
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ABSTRACT

Sugarcane is one of the main crops worldwide and the high productivity results in the
generation of many wastes. Vinasse, the residue of ethanol production, has attracted attention
because of its characteristics and properties, when used in the fertirrigation of sugarcane
crops. Several benefits have been described, gains in fertilization and soil enrichment, as well
as increases in productivity. However, the vinasse also presents substances that can be
harmful, negatively affecting the fauna existing in the places of application of the residue.
Faced with this problem, several studies were developed with the purpose of better
understanding the impacts of vinasse in the environment and, even in view of the benefits that
fertirrigation with vinasse implies economically, there is still a need for greater care with the
use of the residue in the field. In this context, the objective of this work was to propose a
treatment for vinasse, adjusting its pH to 7.0 (neutral) using lime (CaO), with the intention of
mitigating its toxicity for later use in the soil, since one of the great problems presented by
vinasse is acid pH. The use of lime was chosen because this product is used in field for soil
correction. It was associated the use of several biomarkers to soil bioindicators, as well as
ecotoxicological tests to evaluate the effect of raw vinasse in comparison to the treated
vinasse. Diplopods of the species Rhinocricus padbergi were exposed to vinasse in their raw
form and treated with CaO, at the concentration established by the CETESB Standard, and at
twice the same concentration, simulating a super dosage situation. The analysis of the midgut
of these animals using ultrastructural tools, immunohistochemistry and cell death marking
revealed that raw vinasse can cause damage to the tissues of the exposed animals and that the
treatment of this vinasse had an effect in reducing these damages. Ecotoxicological tests of
the avoidance and reproduction tests, standardized worldwide by the International
Organization for Standardization (ISO), were carried out with the species Eisenia andrei,
Enchytraeus crypticus and Folsomia candida; in general, E. crypticus and F. candida were
not influenced by raw vinasse or treated vinasse, but the E. andrei species was more sensitive
to the presence of vinasse in the soil, demonstrating in the higher concentrations of raw and
treated vinasse, and in the reproduction test, the exposure to treated vinasse responded, with
an increase in the number of juveniles in relation to raw vinasse. Therefore, the use of vinasse
in fertigation still requires care, since its harmful effects are notorious, and in this sense, the
alternative of neutralizing its pH can represent a measure of the use of this residue with less
impact.

Keywords: soil bioindicators; ecotoxicological tests; ultrastructure; immunohistochemistry;
cell death.



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ttt 9
2.REVISAO DA LITERATURA ..ottt 12
2.1 VINHAGA DE CANA-DE-AGUCAR......ccitteiittiitreatreeieeiteaiteesseeestaeasessseasseessseatseessssssessseessessssesensesssenas 12

2.1.1 RESPOSTAS DE DIFERENTES ORGANISMOS BIOINDICADORES EXPOSTOS A VINHAGA DE CANA-DE-

X0 o - BRSSO 15
2.2 ORGANISMOS BIOINDICADORES. .....ccutitiautesttaeesteatesstesteessesseassessesnsesaesseessessassessesssensesssessessessssessesses 17
2.2.1 DIPLOPODOS. ... e tteatteuttateaueesieesteetesbeeteesbesieesbessseabeesbebeeaeeebe e beebe e abeeasebeeabeabe e e e sbeebeenbenbeenreebenrean 18
2.2.2 MINHOGCAS. ... ettt ettt et tee bt esteshe e be s s e bt st e bt ehe e eb e e bt e ebe s heeh e e e bt e e e b £ ebe e b e eb e e be s 2 s ke bt es b e beeneebesnbesnrennas 19
2. 2.3 ENQUITREIDEDS. ... .tttiiiitii e ittt e ettt e ettt e e ettee s etbeeestaeeseateeesbeeeeatbeeaaabeessabeeeaabeeeesaseesssseesasseseasaneessaeeens 21
2.2.4 COLEMBOLOS. ... .eutittteuieteste ettt ee ettt ebesbese e b e st e st e heeb et e neeebes b e s b eb e £eheebeebeebenbe st et ebe et e bessbeseennene s 23
2.3 ECOTOXICOLOGIA E SUAS FERRAMENTAS DE ANALISES......ccitietiitiesieniienresresre e siesseesnesseeseesnnesnenns 24
2.3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET).....iciiiiiiii e s see e 25
2.3.2 HSP70 (HEAT SCHOK PROTEIN 70)..ccuviitieiieiieetiestisteestesteeeeseesaesteeaesteessesesses seeeaneessesseessessnsssessenns 26

2.3.3 METODO DE TUNEL (TERMINAL DEOXYNUCLEOTEDYL TRANSFERASE-MEDIATED DUPTP NICK END

LABELING). ¢t tttettstett ettt etttk b bbbk ket bt bbbt b etk et b bbbt bt 41

2.3.4 TESTES DE FUGA E REPRODUGAD......cccitiiiitieiieittesteeesteesteesteestseastaesssessseestesasseessseansessssssssessnsessses 42

T O =N 1 I /O 1 T 43
A4, MATERIAIS E METODOS ..o oo oottt ettt ettt ettt et st eeee et et ateeeeeenananens 43
4.1 MATERIAL BIOLOGICO.....teiutiiiitistteeittessiessteestseessessstesbeesssessseesssessseestsssssessssssnsesssessssesnsesssessssnnsssnenns 43

4.2 SOLO PARA MONTAGEM DOS BIOENSAIOS COM DIPLOPODOS. .......ccvveteitieireenrenreaeeisesreesesresssesssesseans 44

4.3 SOLO PARA OS TESTES DE FUGA E REPRODUGAD .....vecviitiitieieiteeiteeitesteestesteeteestessessneennesteseesseesvessens 44

T YN =1 1 NSRS 46

4.5 VINHACA TRATADA. ... .ttt e eittee ettt e ette e e et e e ettt e e s ateeeesteeeeateeeaateeeessteeeaabeeeaateseesbeeaeassseeasssseaseeesasseeeanes 45

4.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS DA VINHACA BRUTA E DO SOLO......uuuieeiieeeeiieeesiteeeesteeeestreeesrreeeesnneeeans 48

4.7 PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE SOLO PARA BIOENSAIOS COM R. PADBERGI........ccveeveeivveireeinienns 48

4.8 TESTE DE TOXICIDADE EM R. PADBERGIH......ccuvtittiiitieiiesieesieesieassessesssessses st sssesssessnsssnsessssessssesssessens 49

4.8. 1 ULTRAESTRUTURA. .....uttittteiteetteesteesttessttesteeasseessaessseessessseeasseasseesseeasteessseanseesseeanteanseenssessnneeseees 49

4.8.2 IMUNOMARCAGAO DA PROTEINA HSP70 (IMUNO-HISTOQUIMICA)......ccutiiiiriiinieiiiiinieneseeics s 50

4.8.3 METODO DE TUNEL (TERMINAL DEOXYNUCLEOTEDYL TRANSFERASE-MEDIATED DUPTP NICK END

1] =T 1N () OSSPSR 50

4.9 TESTES DE FUGA COM E. ANDREI E F. CANDIDA.......ccitiitiieiiiisiisiisrese s e s e s 52

4.10 TESTES DE REPRODUGAQ COM E. ANDREI, E. CRYPTICUS E F. CANDIDA........ceeoruerriearreeerreesrreeereeerens 56

5. RESULTADOS ...ttt ettt e et e et e e st e e e snb e e e nnb e e e nnaeeenneees 62
SLLARTIGO L e e 63

B2 ARTIGO 2.ttt bbb bR b bbb 95

BB ARTIGO 3.ttt bbbt b e b e E et 126
6.CONSIDERAQ©ES FINAILS e 157

7. REFERENCIAS ..ottt 159



1. INTRODUCAO

O gerenciamento dos residuos agroindustriais representa, desde ha muito tempo,
um grande desafio diante da preocupagdo com o meio ambiente. As consequéncias do
despejo inadequado e indiscriminado de muito efluentes acarretam sérios problemas de
poluicdo, visto que cada efluente industrial apresenta propriedades, bem como impactos
especificos na biota (SRIVASTAVA; SAHAI, 1987).

O Brasil é um dos maiores produtores de cana-de-aglucar (Saccharum spp.) do
mundo, segundo a UNICA (Unido da Industria da Cana-de-Acgucar). O pais possui
atualmente 430 usinas operantes, as quais adotaram novas tecnologias desde o plantio
até a producdo de acucar, etanol e bioeletricidade, fortalecendo cada vez mais o setor e
ganhando reconhecimento mundial. Os noticiarios relacionados a safra 2017/18
apontam que o volume fabricado de etanol totalizou 25,27 bilhdes de litros (UNICA,
2018); isso demonstra que essa grande producdo certamente gera grandes quantidades
de residuos e coloca 0 pais em uma situacdo preocupante diante da destinacdo dos
residuos dessa producao.

A producdo do etanol gera como residuo a vinhaca e para cada litro de etanol séo
produzidos de dez a dezoito litros deste residuo, quantidade que depende da tecnologia
utilizada nas usinas ou destilarias (SILVA et al. 2007; BARROS et al., 2010); a
composi¢do quimica é bastante varidvel, dependendo principalmente da composicao do
mosto; é caracterizado como um efluente de destilarias com alto poder poluente e alto
valor fertilizante; sua forca poluente é cerca de cem vezes a do esgoto domeéstico,
decorrente da sua riqueza em matéria organica (SILVA et al. 2007; CABELLO et al.,
2009).

Diante do grande volume de vinhaca gerado no decorrer da histéria da industria
sucroalcooleira foi necessaria a criacdo de alternativas de utilizacdo da mesma, uma vez
que, quantidades consideraveis eram lancadas anteriormente em corpos d’agua, e
ocasionaram graves problemas de poluicio (DEMATTE et al., 2004). Desde 1978, ha
no Brasil uma Portaria do Ministério do Estado do Interior (n. 323, de 1978) que
proibiu, a partir da safra de 1979/1980, o langamento direto de vinhaca em qualquer
corpo hidrico pelas destilarias de alcool instaladas no pais. Tal portaria exigiu que as
usinas apresentassem projetos para implantacdo de sistemas adequados de tratamento
e/ou utilizacdo da vinhaca, visando o controle da polui¢do hidrica e um melhor destino

para o residuo.
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Deste modo foram estudadas as possibilidades de reciclar a vinhaca em
processos de fermentacdo, praticas como fertirrigagdo, concentragdo por evaporagdo,
aproveitamento da mesma na producao de leveduras, uso na producdo de energia, além
das propostas de tratamento da vinhaca com cal hidratada (Ca (OH.)) e bicarbonato de
sodio (NaHCO3), com as finalidades de neutralizar a acidez, bem como a utilizagédo
como matéria-prima para ragdo animal (ROBERTIELLO, 1982; DOLL; FORESTI,
2010). Dentre todas as alternativas de utilizagdo da vinhaga a que ganhou maior
destaque foi a fertirrigacao, pratica amplamente difundida nas regiGes canavieiras, com
resultados satisfatorios em relagdo ao aumento na produtividade.

Os relatos da literatura apontam que a utilizacdo da vinhaga em culturas exibe
duas vertentes importantes a serem consideradas: a primeira, que defende o uso da
vinhaca, alegando que este residuo apresenta valor fertilizante quando aplicado ao solo,
promovendo melhorias e enriquecimento do mesmo, bem como aumento na
produtividade; a segunda apresenta 0s aspectos negativos da utilizacdo da vinhaga
devido ao seu alto poder poluente e os inimeros maleficios que pode gerar quando em
contato com a flora, fauna e macrofauna (FEIGIN et al., 1991; FREIRE; CORTEZ,
2000; MEDEIROS et al., 2003; BEBE et al., 2009; ESPANA-GAMBOA, 2011).

A prética da fertirrigacdo, mesmo sendo bem sucedida do ponto de vista
agrondmico e econdmico, requer alguns cuidados, pois as quantidades de vinhaca
depositadas no solo ndo devem ultrapassar a capacidade de retencdo de ions que este
possui; as dosagens devem ser mensuradas de acordo com as caracteristicas de cada
solo. Por essa razdo foi elaborada a Norma Técnica P4.231 (CETESB-Companhia
Ambiental do Estado de S&o Paulo, 2015), que estabelece os critérios e 0s
procedimentos para uma aplicacdo segura da vinhaca ao solo.

Contudo, o alerta de inimeros estudos em relacdo ao uso da vinhaca na
fertirrigacdo ainda reflete discordancia entre os beneficios os impactos provocados por
este uso, o0 que inviabiliza a aplicacdo do residuo ao solo como uma prética plenamente
segura, devido as desvantagens que apresenta. Os testes que ja foram realizados, bem
como os que continuam sendo realizados, com diferentes tipos de bioindicadores, ainda
demonstram consequéncias consideraveis que o contato com a vinhaga pode provocar
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013a; 2013b; 2016; MARINHO et al., 2014; PEDRO-
ESCHER et al., 2014; 2016; CORREIA et al.,, 2017a; b; GARCIA et al., 2017;
COELHO et al., 2017).
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A utilizacdo de organismos bioindicadores € um recurso muito bem vindo ao
monitoramento ambiental, pois esta categoria de animais responde as alteragdes no
ambiente por meio de rea¢cBes comportamentais ou metabolicas, deste modo, refletem as
mudancas na qualidade do ambiente em que vivem (MANGIERI JUNIOR, 2002).
Devido a um estreito contato com solo, alguns grupos taxondémicos de invertebrados
pertencentes & meso e macro-fauna, tais como, Isopoda, Collembola, Oligochaeta e
Diplopoda, tém sido bem estabelecidos como organismos bioindicadores
(FONTANETTI et al.,, 2011). Utilizar-se de diferentes espécies de animais pode
fornecer para as analises uma visdo ampla e ao mesmo tempo precisa, do quanto um
agente estressor pode afetar os organismos nas diferentes camadas do solo, bem como
de formas distintas em diferentes espécies de animais.

A associacdo de diferentes organismos bioindicadores com o emprego de
diferentes ferramentas de analise torna-se bastante relevante, visto que irdo refletir em
resultados com maior complexidade. A microscopia eletronica de transmissédo, como
instrumento de analise, demonstra como a acdo estressora provocada, por residuos
lancados ao solo, pode influenciar na fisiologia de 6rgdos e tecidos, resultando em
variacdes visiveis ao se analisar células e organelas (FONTANETTI et al., 2012).

O uso de biomarcadores moleculares no monitoramento do ambiente também
apresenta excelentes resultados, pois é uma ferramenta significativa para a avaliacdo da
contaminacdo em diferentes organismos, fornecendo bons indicios qualitativos dos
danos causados por determinados poluentes (FONTANETTI et al., 2011); a utilizacéo
das proteinas de choque térmico, as HSPs (“Heat Schok Protein”), especificamente a
HSP70, tém sido empregada para estas avaliagdes com sucesso, demonstrando
interferéncias mais especificas, que o contato com poluentes pode provocar na fisiologia
celular (KOHLER et al., 1996; ZANGER et al., 1996; NADEAU et al., 2001; PIANO et
al., 2004; SILVA-ZACARIN et al., 2006).

O teste de TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP
nick end labeling) é uma técnica frequentemente utilizada para deteccéo e quantificacdo
de morte celular programada (apoptose ou autofagia), que confirma a fragmentacéo do
DNA e verifica o tipo de morte celular, sendo aplicada em diversos trabalhos com
intuito de investigar quais fatores desencadearam a morte celular programada, além de
representar uma ferramenta excelente na investigacdo de alteracBes celulares

provocadas pelo contato com agentes poluentes (LABAT-MOLEUR et al., 1998;
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JACOBSON et al., 1997; SANCHEZ-TORRES; VARGAS, 2003; WILLINGHAM,
1999; SCUDELER; SANTOS, 2013).

Testes de fuga e os testes de reproducdo representam importantes ferramentas de
varredura em estudos de andlise de risco ecologico em ambientes tropicais, embora
ainda sejam pouco utilizados no Brasil, estes estudos sdo excelentes formas para avaliar
os efeitos da alteracdo que residuos organicos podem promover no solo, pois estes sdo
testes bioldgicos sensiveis aos poluentes em baixas concentracfes e interagdes, 0s quais
muitas vezes ndo sdo detectados por analises quimicas de rotina (MOREIRA et al.,
2008; SANTANA et al., 2009; SOUZA et al., 2013), e além disso apresentam
padronizacdo internacional dos testes para diversos organismos bioindicadores (1SO
17512-1; ISO 17512-2; ISO 11267; ISO 11268-2), assegurando a viabilidade e
confiabilidade dos resultados (SCHAEFER, 2003; NATAL-DA-LUZ et al., 2004;
HOSS et al., 2012).

Face ao exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os impactos
causados pela vinhaca bruta e compara-los com os obtidos com vinhaga apos ajuste de
pH, em diferentes organismos bioindicadores, submetidos a diferentes técnicas de
analise, propondo uma alternativa viavel e com menos impactos para utilizacdo da
vinhaca na fertirrigacdo. O processo de calagem na cana-de-agUcar é a primeira pratica
adotada na implantacdo e manutencédo da lavoura devido a diversos efeito benéficos que
proporciona na cultura (FERRAZ et al., 2015), por esta razdo a cal foi utilizada para

neutralizar o pH da vinhaca.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Vinhaca de cana-de-acucar

Liquido residual gerado a partir da calda de destilacdo do licor de fermentagédo
do alcool de cana-de-aclcar, a vinhaca é também conhecida, em varias regides do
Brasil, por restilo, vinhoto, mosto, dunder ou garapdo (CHRISTOFOLETTI et al.,
2016).

Este subproduto gerado, principalmente, da indudstria sucroalcooleira, apresenta-
se geralmente &cido, com pH em torno de 3,5 a 5; de coloragdo parda clara, que
escurece e torna-se castanho-escuro em razdo da oxidagdo resultante do processo de
fermentacdo; odor forte e altos indices de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e
demanda quimica de oxigénio (DQO) (SILVA et al., 2014; PEDRO-ESCHER et al.,
2016; CORREIA et al., 2017a). O efluente é composto de 93% de agua e 7% de solidos,
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desses solidos, cerca de 75% sdo matéria organica, a qual é formada de acidos
organicos, aminodcidos, acucares, polissacarideos, proteinas e, ions, sendo as maiores
concentragfes de potéssio, célcio e magnésio, seguido por sais de sulfato, cloreto,
fosfato (fosforo) e nitrato, e, em menor concentragdo, metais traco; sua graduacéo
alcoolica ndo é superior a 0,03°GL e a condutividade elétrica é elevada (ARAUJO;
OLIVEIRA, 2016; OBONO et al., 2016; ALFARO-SOTO et al., 2017).

A composicdo quantitativa da vinhaca pode variar em fungdo do tempo, indice
de maturacdo, tipo de solo e da matéria prima utilizada para producao de etanol, além de
fatores como a natureza da composic¢ao dos vinhos, o sistema de fermentacdo, o tipo de
levedura utilizada, o tipo de tratamento das leveduras, os aditivos utilizados na
fermentacdo, os aparelhos utilizados na destilacdo, a qualidade da &gua usada, bem
como, os componentes utilizados para desinfec¢cdo (ARAUJO; OLIVEIRA, 2016).

Com efeito, as caracteristicas da vinhaca bruta viabilizam que sua aplicacdo na
fertirrigacdo de culturas possa alterar as caracteristicas do solo, por meio de
modificacbes em suas propriedades fisicas, quimicas e hidraulicas.

Fisicamente, as alteracdes do solo sdo dependentes do tipo de solo, logo a
presenca da vinhaca pode atuar como dispersante ou floculante de particulas, efetuando
mudangas na estrutura e apresentando variagcbes de diversos parametros, como por
exemplo, a distribuicdo granulométrica, permeabilidade do solo, plasticidade,
densidade, entre outros. Quimicamente as alteracdes provocadas pela vinhaca no solo
podem ser verificadas em caracteristicas como: pH do solo; potencial redox (Eh) da
solugdo intersticial; teores de sais; concentracdo de matéria organica (DBO e DQO);
capacidade de troca catibnica (CTC); concentracdo de metais toxicos como cadmio,
chumbo, cobre, cromo e niquel; concentracdo de aménia; entre outros (ALFARO SOTO
etal., 2017).

Sabe-se que a condutividade hidraulica nos solos é dependente de fatores como a
textura, a estruturacdo e composicdo da solucdo do solo, do complexo de troca
catibnica, das atividades microbianas, bem como da presenca de ar, entre outros. Diante
das caracteristicas quimicas e fisicas que a vinhaca apresenta, sua presenga no solo pode
trazer consequéncias no processo de movimentacdo da solugdo agua/vinhaca no meio
poroso por meio da variagcdo de alguns desses parametros. Dados na literatura sobre a
condutividade hidraulica em solos que receberam vinhaga Sd0 escassos, no entanto

alguns autores afirmam que em solos com textura média a aplicacdo da vinhaga pode
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resultar no aumento da condutividade hidraulica, enquanto que em solos de textura fina
pode ocorrer o efeito contrario (ALFARO SOTO et al., 2017).

Os mesmos autores apontam que as consequéncias ao meio ambiente geradas
pelo desequilibrio nas propriedades do solo, envolvem problemas de contaminagdo do
préprio solo e de aguas subterraneas e superficiais, além da salinizacdo do solo e da
agua, como também interfere na dindmica da &gua, em processos de escoamento
superficial, evapotranspiracdo e infiltracdo, comprometendo suas propriedades
mecanicas, como resisténcia e deformacao de solos saturados ou nédo saturados.

Mesmo que o solo apresente uma capacidade de atenuacdo natural dos
poluentes, essa caracteristica pode se tornar comprometida pela complexidade das
interacOes entre a composicado e a frequéncia de aplicagdo do residuo com as interaces
fisicas, quimicas e biologicas do solo (LYRA, 2008).

Em virtude disso, pesquisadores langcam um alerta ndo sé para aplicacdo de altas
doses de vinhaca no solo, como também os riscos que a aplicacdo da mesma por longo
periodo de tempo pode ocasionar. Quantidades desproporcionais de calcio, magnésio e
potassio desencadeiam desequilibrios nutricionais a cultura; o excesso de potassio da
solucdo do solo acentua um efeito inibitivo de absorcdo de calcio e magnésio, como
resultado desse desequilibrio catiénico ocorre aumento da condutividade elétrica e da
pressdao osmotica da solugdo do solo (PRADO, 2008). Esta situacdo agrava-se na
medida em que a cana-de-acUcar apresenta naturalmente uma baixa capacidade de troca
de céations nas raizes, caracteristica da familia Poaceae, e isso acarreta uma maior
absorcéo de cations monovalentes (FIGUEIREDO, 2010).

Somado aos efeitos negativos do longo tempo da aplicacdo de vinhaga no solo, o
aumento da condutividade elétrica e excesso de potassio em solucdo, exibe um quadro
comprometedor para a produtividade e qualidade da matéria-prima canavieira. Isto
porque, em virtude da reducdo do potencial hidrico da solu¢do do solo, motivada pelo
aumento da concentracdo i6nica em solucdo, a planta passa a desprender mais energia
para absorcdo de 4gua e nutrientes.

Logo, esse gasto energético adicional pode afetar negativamente seu crescimento
e desenvolvimento, além de, promover maior sensibilidade da cultura ao déficit hidrico
em periodos de estiagem. As consequéncias se estendem ainda na diminuic¢do nos teores
de lignina e com isso aumento da incidéncia de acamamento nas areas canavieiras,
reducdo nos teores de sacarose no caldo e elevagdo dos teores de cinzas que interferem
na qualidade do agucar produzido (MORAES et al., 2015).
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Ja a contaminacdo de A&guas subterraneas pela vinhaca esta estritamente
relacionada ao tipo e condi¢do do solo local, a profundidade do lencol freético, a
proximidade de nascentes, além da capacidade de absorcdo do solo (KIANG et al.,
2017). Uma vez contaminados, as possibilidades de reversdo dos lencois freaticos séo
pequenas, além do que a vinhaca apresenta nocividade elevada para grandes animais
aquaticos, afugenta a fauna maritima da costa brasileira para o processo de desova e
destréi a microflora, microfauna, plantas aquaticas submersas e flutuantes (ARAUJO;
OLIVEIRA, 2016).

O descarte da vinhaca no solo, mesmo diante de todas as contrariedades, ainda
tem sido considerada a alternativa menos poluente, ao passo que estudos relacionados a
lixiviacdo e contaminacdo de dguas subterraneas a partir da fertirrigagdo com a vinhaca
demonstram que ndo ha impactos danosos, desde que, as aplicagcdes sejam inferiores a
300m*/ha (MORINI et al., 2017). Quando aplicada adequadamente, cerca de 150 m* ha'
de vinhaca equivale a uma adubacdo de 61 kg ha™ de nitrogénio, 343 kg ha™* de potassio
e 108 kg ha™ de célcio (MEDEIROS et al., 2003), e isso representa satisfatoriedade em
face do ponto de vista econdmico e agronémico.

Para tanto, a fertirrigacdo por vinhaca no estado de S&o Paulo € regulamentada
pela norma técnica P4.231/2015 (Vinhaga-Critérios e procedimentos para aplicacdo no
solo agricola) da CETESB (Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo), agéncia
ambiental vinculada a Secretaria Estadual do Meio Ambiente. A norma define regras de
aplicacdo da vinhaca em varios aspectos, ou seja, impedindo a aplicacdo da mesma em
areas de risco; estabelecendo dosagens permitidas; exigindo que sejam mantidas as
concentragfes de potéassio pré-estipuladas em funcdo do tipo de solo e variedade de
cana-de-acgucar e estabelecendo que os tanques de armazenamento e drenos devam ser
impermedveis, impedindo contaminacao dos solos e aguas.

Ao que parece, o dominio desta técnica permanece em busca de aperfeicoamento
e requer maiores estudos, visto que de fato a vinhaca ainda apresenta riscos ambientais
(OBONO et al., 2016).

2.1.1 Respostas de diferentes organismos bioindicadores expostos a vinhacga de
cana-de-acgucar
Trabalhos utilizando-se tanto de animais bioindicadores, quanto de vegetais

bioindicadores foram realizados com o intuito de se compreender melhor o impacto que
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a vinhaca poderia provocar em contato com 0s mesmos. Abaixo segue alguns dos
dados obtidos a partir da exposicao a esse residuo.

Christofoletti et al. (2013a) avaliaram o potencial toxico de dois residuos, dentre
eles a vinhaca proveniente da industria sucroalcooleira; foram utilizados como
organismos biondicadores o vegetal Allium cepa e o milipede Rhinocricus padbergi. Os
autores observaram que a vinhaga apresentou efeitos genotdxicos e mutagénicos em A.
cepa, enquanto que os milipedes demonstraram um bioprocessamento dos metais
provenientes do residuo aplicado ao solo. Resultados genotoxicos semelhantes também
foram observados por Pedro-Escher et al. (2016) em sementes de A. cepa apos
exposicdo em diferentes concentragcdes de vinhaca, calculadas a partir das diretrizes
estabelecidas pela Norma P4. 231 (CETESB).

Foi demonstrado potencial mutagénico da vinhaca diluida no vegetal
biondicador Tradescantia pallida; os autores sugeriram cautela na aplicacdo da vinhaca,
mesmo sendo uma préatica economicamente viavel (PEDRO-ESCHER et al., 2014).

Marinho et al. (2014) expuseram tilapias a diferentes dilui¢cbes de vinhaga com
0 intuito de avaliar a toxicidade da mesma em corpos hidricos. Os resultados
demonstraram alteracdes significativas no figado dos animais expostos ao residuo.
Diante dessas respostas os autores concluiram que a vinhaca apresenta um potencial
toxico e citotdxico dose-dependente, uma vez que o figado é fortemente afetado quando
exposto a esse contaminante.

Diplépodos expostos a vinhaca apresentaram comportamento de evitamento do
solo, numa exposicao de trinta dias, enquanto que nas exposi¢cdes de sessenta e noventa
dias os animais ndo sobreviveram. A analise de seus tecidos demonstrou danos
morfologicos consideraveis (CHRISTOFOLETTI etal., 2016).

Correia et al. (2017a) realizaram analises histopatoldgicas nas branquias de
tildpias expostas a vinhaca, as quais demonstraram efeitos morfoldgicos severos
provocados pelo residuo.

Coelho et al. (2017) verificaram a marcacdo das proteinas de choque térmico
HSP70 (responsaveis por reparos de danos celulares), no intestino médio de dipldpodos
expostos a vinhaga; como resultado os autores observaram que 0s animais apresentaram
forte marcacao da proteinas em regides responsaveis pela protecéo e desintoxicagéo do

orgao.
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2.2 Organismos bioindicadores

A utilizacdo de organismos bioindicadores em testes ecotoxicologicos tem sido
empregada com sucesso. O grupo de animais que se insere nessa categoria reflete a
condicdo da fauna e flora, os aspectos fisico-quimicos do meio ambiente, bem como os
impactos provocados sobre um habitat, comunidade ou ecossistema. As perturbacées no
ambiente podem ser observadas por meio de alteragcbes nestes organismos, as quais
podem ser de ordem genética, bioquimica, fisioldgica, morfoldgica, ecoldgica ou
comportamental; indicam diversos tipos de modificagdes antes que se agravem, além de
determinar qual tipo de poluicdo pode afetar determinado ecossistema (RIBEIRO et al.,
2003; BAGLIANO, 2012; VIEIRA et al., 2014).

Os bioindicadores podem ser classificados de acordo com as respostas que
fornecem, sendo os seguintes: sentinelas: indicam niveis de degradacdo e preveem
ameacas ao ecossistema; detectores: espécies locais que respondem a mudancas
ambientais de forma mensuravel; exploradores: reagem positivamente a perturbagdes
ambientais; acumuladores: permitem a verificagdio de bioacumulacdo de
substancias/compostos; sensiveis: modificam acentuadamente o comportamento frente a
qualquer agente contaminante/estressor (BAGLIANO, 2012; TOUROULT; LE GALL,
2013).

O uso de bioindicadores representa um método simples, rapido e de baixo custo;
fornecem sinais rapidos sobre problemas ambientais; permitem que se identifiguem as
causas e efeitos entre 0s agentes estressores e as respostas bioldgicas; oferecem um
panorama da resposta integrada dos organismos e modificacdes ambientais; permite
avaliar a efetividade de a¢fes mitigadoras tomadas para contornar os problemas criados
pelas acOes antropogénicas (RIBEIRO et al., 2003).

Todos os grupos de seres vivos apresentam potencial bioindicador, entretanto os
melhores organismos para o monitoramento biolégico sdo os invertebrados, mais
especificamente os macroinvertebrados, visto que sdo mais simples para se amostrar,
sdo de extrema eficacia e possuem tolerancia e sensibilidade variadas (BARBOSA,
2013).

A determinacdo das concentracbes de poluentes em organismos como
bioindicadores-sentinelas, por exemplo, ¢ uma ferramenta util, uma vez que fornece
informacdes sobre a biodisponibilidade dos poluentes e o padrdo de contaminacao
(NICHOLSON; LAM, 2005). O potencial bioindicativo de organismos pertencentes aos

niveis troficos mais baixos tem sido crescentemente estudado em avaliagbes dos
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possiveis riscos ambientais associados com a transferéncia e biomagnificacdo dos
poluentes ao longo das diferentes teias alimentares (VASSEUR; COSSU-LEGUILLE,
2006).

2.2.1 Diploépodos

Considerados importantes macroartrépodes do solo os dipldpodos apresentam
distribuicdo cosmopolita e podem ser encontrados em todas as regides zoogeograficas,
com excec¢do da Antartida (KIME; GOLOVATCH, 2000; HOFFMAN et al., 2002); de
habito noturno estes animais vivem em ambientes umidos, sob folhas e troncos em
decomposi¢cdo (BRUSCA; BRUSCA, 2007). A maioria dos Diplopoda ocupa o nivel
tréfico de decompositores e colonizam diferentes camadas do solo, o papel detritivoro
dos milipedes torna-os animais essenciais e importantes intervenientes na ciclagem de
nutrientes (FARFAN, 2010; CHRISTOFOLETTI et al., 2016).

A participacdo na ciclagem e disposicdo de nutrientes presentes na matéria
organica em decomposicdo auxilia na humificacdo do substrato e formacdo da parte
organica do solo, mantendo o solo saudavel e produtivo (HOPKIN; READ, 1992;
FRANCISCO; FONTANETTI, 2015). O conteudo fecal destes animais promove a
mineralizacdo do solo, uma vez que secretam amoénia e acido Urico que, quando
degradados, enriquecem o solo com nitratos (GODOY; FONTANETT]I, 2010). O efeito
da alimentacdo dos milipedes para os microrganismos do solo viabiliza a dinamica de
nutrientes presentes no mesmo possibilitando a biodisponibilidade de moléculas
complexas para outros organismos (NI1IJIMA, 1984; FARFAN, 2010).

Em alguns locais de ambientes tropicais, onde as minhocas sdo muitas vezes
raras, 0s milipedes podem ser os principais formadores do solo (BRUSCA; BRUSCA,
2007). Deste modo, os diplopodos representam um dos principais componentes da fauna
do solo envolvidos com a formacdo do solo, efetuando a desagregacdo de detritos,
dentro do ciclo de decomposi¢do (BUENO-VILLEGAS et al., 2004).

Nesse sentido, estudos foram realizados com o intuito de obter repostas no
organismo dos diplopodos frente a agentes contaminantes/estressores e diante do
conhecimento bioldgico da espécie R. padbergi somado as caracteristicas que 0 grupo
que esta classe de animais apresenta, 0s animais desta espécie tornaram-se uma grande
aliada para analises da qualidade de solo.

Os diplépodos foram utilizados com sucesso como indicadores da presenca de
metais como cadmio, chumbo e zinco no solo (READ; MARTIN, 1990; KOHLER;
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ALBERTI, 1992; ZANGER et al., 1996), na avaliacdo de solos contendo biossélido,
lodo de esgoto, vinhaca, herbicida trifluralina, solo industrial contaminado com
hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (SOUZA et al., 2011; MERLINI et al., 2012;
CHRISTOFOLETTI et al., 2012; 2013a; b; 2016; COELHO et al., 2017) e, em virtude
disso foram considerados organismos-teste fundamentais para realizar a avaliacdo das
diferentes camadas do solo (SOUZA et al., 2013).

2.2.2 Minhocas

Minhocas representam cerca de 92% da biomassa de invertebrados presentes no
solo; sdo organismos que participam ativamente do processo de formagédo do solo, da
decomposicdo de residuos de plantas, da ciclagem de nutrientes da matéria organica;
melhoram a estrutura, fertilidade, porosidade, bem como a capacidade de infiltracéo,
drenagem e retencdo de agua e de ar e, além disso, atuam no transporte de
microrganismos e nutrientes por meio dos canais formados por suas escavacgdes e
deslocamentos no solo (HINTON, 2002; INGHAM, 2018). O consumo de matéria
organica em diferentes estagios de decomposicdo possibilita as minhocas alterarem de
forma significativa a dinamica de decomposicao e mineraliza¢éo do solo (FRAGOSO et
al. 1999; BROWN, DOMINGUEZ, 2010).

A ingestdo de solo possibilita que no trato digestério das minhocas 0 processo
digestivo resulte na adi¢do de muco ao solo, agregando as particulas e modificando a
matéria organica do solo tanto quimica, quanto fisicamente; a deposicdo do conteido
fecal, contendo grandes concentracdes de nutrientes, permite a formacdo de hdmus,
estabilizando os agregados do solo e aumentando sua fertilidade (SHIPITALO; LE
BAYON 2004) e por estas razGes sdo consideradas "engenheiras do ecossistema”,
representando um tipo de indicador-chave para a saude do mesmo (NAHMANI et al.,
2007).

Com efeito, o nicho ecoldgico e a importante posicdo tréfica das minhocas nos
niveis mais baixos das teias alimentares as caracterizam como organismos de
fundamental importancia no solo, na medida em que servem de alimento para varios
animais representando um importante elo na cadeia trofica terrestre, pois constitui uma
fonte de recurso para uma grande variedade de organismos, incluindo aves, mamiferos,
répteis, anfibios e insetos, bem como na cadeia aquética, podendo ser alimento para
peixes e outros organismos (HINTON, 2002) e, consequentemente, representa uma rota

de transferéncia e biomagnificacdo de contaminantes ao longo dessas teias (MARION et
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al., 2012). Somado ao conhecimento sobre seus habitos alimentares e habitats, esses
animais sdo considerados excelentes bioindicadores de ecotoxicidade de substancias no
solo indicando a potencial bioacumulagéo ao longo das teias.

As minhocas se expdem e absorvem os contaminantes da solucdo do solo por
meio de contato direto e passagem pela cuticula e a partir desse contato podem
intoxicar-se, morrer ou sobreviver, incorporar ou até bioacumular esses poluentes em
seus tecidos (BURGER, 2006; ANDREA, 2010).

Sé&o varias razdes pelas quais as minhocas podem ser utilizadas para avaliacdo de
contaminacéo de solos, pois além das caracteristicas ja mencionadas como a ingestdo de
solos, acumulacdo de poluentes presentes no solo, participacdo na reciclagem de
nutrientes, estes animais sédo simples de serem estudados e mantidos em condicGes
laboratoriais, viabilizando a realizacdo de testes ecotoxicoldgicos (HINTON, 2002).

Nesse sentido, os testes de toxicidade utilizando-se de minhocas podem fornecer
medidas diretas da biodisponibilidade dos poluentes ou agentes toxicos e estabelecem
ligagBes entre a contaminacdo local e os efeitos ecoldgicos adversos. Sdo importantes
nas avaliacbes de exposicdes agudas, sub-cronicas e cronicas, além de mensurar 0s
efeitos bioldgicos resultantes dessas exposicOes, tais como, mortalidade, reproducao,
crescimento e alteragdes comportamentais (LINFHURST et al., 1995).

As espécies Eisenia fetida e Eisenia andrei foram criteriosamente estabelecidas
para diversos testes de toxicidade para fins de registro de agrotoxicos junto aos 6rgaos
regulamentadores mundiais (OECD-Organizacdo Européia de Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdmico; EPA -Agéncia Americana de Protecdo do Ambiente;
ISO-Organizagéo Internacional para Padronizacéo) e, inclusive no Brasil.

Testes de fuga, baseados na resposta comportamental das minhocas, tém sido
propostos como uma alternativa para a rapida avaliacdo de solos contaminados,
inclusive em baixas concentragdes do produto (BROWN, DOMINGUEZ, 2010). Testes
de reproducdo apresentam os fatores de influéncia no comportamento das minhocas
diante de um contaminante, o qual pode ocasionar mortalidade, redugdo do crescimento
dos animais, diminuicdo na fertilidade, redugéo na producdo de casulos e na viabilidade
dos casulos. Ambos os testes sdo Uteis na avaliacdo dos efeitos e possiveis riscos da
contaminacdo de solos, entretanto, normalmente utilizam-se de solo artificial e
condi¢des que ndo refletem adequadamente a realidade dos contaminantes no meio
ambiente (BROWN, DOMINGUEZ, 2010; ARBOIT et al., 2016).
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Diversas pesquisas defendem que os testes ecotoxicologicos realizados no Brasil
devem ser adaptados e atender a realidade brasileira, como em questfes de temperatura,
substratos, espécies, para que revelem respostas mais realistas sobre 0s processos de
contaminacdo. Os ensaios ecotoxicoldgicos ainda sdo pouco explorados no Brasil,
sendo assim, para a realizacdo de estudos que avaliem a contaminacdo de amostras de
solos 0s métodos internacionais reconhecidos ainda sdo os mais utilizados (RAMOS et
al., 2018).

Os ensaios de ecotoxicidade, utilizando-se das minhocas, podem ser realizados
em diferentes modalidades e também podem apresentam pros e contras e € importante
que tanto sua eficiéncia, quanto suas deficiéncias sejam identificadas.

Estes testes podem ser realizados da seguinte forma: ensaio de ecotoxicidade
aguda, o qual avalia o efeito do solo contaminado sobre a mortalidade ap6s duas
semanas e tem sido utilizado com minhocas para determinar a toxicidade de agrotdxicos
no solo para fins de registro. No entanto, muitas vezes, os contaminantes presentes no
solo podem nd&o matar, mas causar alteracbes no desenvolvimento, crescimento e
reproducdo dos organismos gue nele vivem, e ainda serem acumulados e transferidos
para outros organismos que se alimentam deles. Por essa razdo, se desenvolveram
outros ensaios; ensaio de ecotoxicidade cronica/teste de reproducdo: o qual avalia o
efeito de concentracOes subletais de contaminantes sobre a reprodu¢do das minhocas e
nesse caso, 0 numero de juvenis gerados ao final de um periodo mais prolongado de
exposicdo (4 a 8 semanas) é comparado entre solo contaminado e ndo contaminado;
teste de fuga com minhocas estima rapidamente a capacidade das minhocas de
“escolher” entre um solo contaminado ou ndo contaminado, e tem demonstrado
significativa sensibilidade no diagnostico da qualidade do solo; ensaio de
bioacumulacdo: calcula a capacidade do animal em acumular um determinado
contaminante ao longo do tempo, é um ensaio especialmente importante para avaliar se
o contaminante poderd afetar a cadeia alimentar do ecossistema (SOCIEDADE
NACIONAL DE AGRICULTURA, 2016).

2.2.3 Enquitreideos

Os enquitreideos, conhecidos como microminhocas, sdo pequenos oligoquetos
da familia Enchytraeidae, representantes da mesofauna terrestre que ocorrem em quase
todos os tipos de solos e habitam principalmente os primeiros 5 centimetros de solo,

onde a umidade e a temperatura séo importantes atributos para sua distribui¢do; animais
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saprofagos, microbivoros desempenham funcdes de decompositores da matéria
organica, ciclagem de nutrientes e proporcionam a bioturbacdo do solo, conjunto de
processos realizados por organismos que movimentam os componentes do solo (BOT,;
BENITES, 2005; NIVA et al., 2010; CASTRO-FERREIRA et al., 2012).

O fato de habitarem as camadas mais superficiais do solo permite que
contribuam com microporosidade do mesmo, devido ao hébito de produzir galerias para
seu deslocamento e sua atividade trofica contribui para o controle populacional de
microrganismos (HEDLUND; AUGUSTSSON, 1995; VANVLIET et al., 2004). Séo
animais com grande sensibilidade a variacbes de pH e teores de matéria organica e por
esta razdo manejos empregados ao solo podem influenciar a ocorréncia dos
enquitreideos (JANSH et al., 2005).

Diante de suas caracteristicas os enquitreideos tornaram-se uma espécie modelo
na ecotoxicologia de solo. O bom desempenho da espécie Enchytraeus crypticus em
testes de toxicidade a designa como espécie modelo adequada em testes de reproducéo,
revelando respostas confiaveis e rapidas, além de atender aos critérios de validade para
os testes (CASTRO-FERREIRA et al., 2012).

A Organizacdo Internacional para Padronizacdo estabelecida para efeitos de
contaminantes em Enchytraeidae (Enchytraeus sp.) — Determinacdo de efeitos na
reproducéo ( 1SO-16387, 2013) recomenda testes tanto com E. crypticus quanto com E.
albidus, ambas espécies estdo aptas e sdo adequadas para as avaliacGes de solo.

Os enquitreideos (especialmente E. albidus) sdo usados em testes laboratoriais
ecotoxicolégicos ha mais de 30 anos e o primeiro teste com E. albidus em agua teve
como objetivo avaliar os efeitos dos medicamentos veterinarios no final dos anos 60.
No inicio dos anos 90, varios grupos de pesquisa comecaram a desenvolver diferentes
abordagens de teste para os enquitreideos usando-se varios substratos, como agua, agar
ou solo (ROMBKE; MOSER, 2002).

Diversos fatores de estresse, como chuva &cida, metais, produtos quimicos
ambientais, produtos farmacéuticos, pesticidas, fertilizantes, gradiente de poluicdo
foram testados em investigagcdes laboratoriais utilizando-se de enquitreideos e 0s
resultados destes testes forneceram uma boa indicacdo dos efeitos que poderiam ser
esperados em condicdes de campo (DIDDEN; ROMBKE, 2001; TOSZA et al., 2010;
CHELINHO et al., 2014; ALVES et al., 2015; MACCARI et al., 2015). Estes animais

também fornecem respostas importantes em avaliagdo da biodisponibilidade de
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produtos quimicos ou do teste do solo qualidade apés a biorremediacio (ROMBKE;
MOSER, 2002).

Nesse sentido, 0 emprego destes animais em testes ecotoxicoldgicos revelou-se
ser de grande importancia para comunidade cientifica, pois a facil manipulacéo e cultivo
dos enquitreideos em laboratério, bem como a reprodutibilidade do método de teste
dentro e entre laboratorios, somado ao bom desempenho dos testes, validou a utilizagéo

dos enquitreideos como eficiente ferramenta de analise ambiental.

2.2.4 Colémbolos

Os colémbolos sdo um grupo de microartropodes pertencentes a mesofauna;
cosmopolitas, sdo habitantes do solo, mas podem ser encontrados em diversos habitats,
principalmente ambientes Umidos, folhas, serrapilheira, matéria em decomposicéo,
superficie de adguas paradas, sobre a neve ou gelo e em ambientes subterraneos; atuam
como dispersores de fungos; auxiliam na decomposicdo da matéria organica por meio
de escavacOes e transporte do material mineral e organico, juntamente com outros
invertebrados; alimentam-se também de bactérias, fezes de artrépodos, polen, algas,
entre outros tipos de matéria organica (ZEPPELINI FILHO; BELLINI, 2004; UHLIG,
2005; BARETTA etal., 2008; OLIVEIRA-FILHO; BARETTA, 2016).

No ambiente subterraneo, representam importancia fundamental, uma vez que
aumentam a superficie organica disponivel para os microrganismos mineralizadores,
facilitando o processo de decomposicdo. Posicionam-se na base da rede trofica,
aumentando o aporte dos nutrientes para produtores e consequentemente contribuindo
para a manutencdo dos ecossistemas terrestres. Por estas razGes os colémbolos podem
ser empregados como bioindicadores ecoldgicos, uma vez que sdo suscetiveis a
qualquer alteracdo antropica ou desequilibrio ecoldgico (TRAJANO; BICHUETTE,
2006).

Os colémbolos, como parte integrante dos ecossistemas do solo, sdo vulneraveis
aos efeitos de contaminacdo do solo e a abundancia e diversidade dos colémbolos faz
com que estes organismos sejam amplamente utilizados na avaliagdo de impactos
ambientais de uma série de poluentes em solos (VAN STRAALEN, 2002).

A sensibilidade que estes microartropodes apresentam em relacdo a modificagédo
das suas condi¢fes ambientais torna sua utilizagdo uma importante ferramenta para o
estudo da influéncia de fatores fisico-quimicos e microbioldgicos sobre a fauna do solo
(BARETTA et al., 2008).
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A analise das familias de colémbolos pode ser importante para avaliar e
monitorar as &reas perturbadas por atividade antrdpicas, assim como desenvolver
estratégias de uso e conservacdo do solo (RIBEIRO-TROIAN et al., 2009). Por estas
razbes esses invertebrados do solo sdo comumente empregados na avaliacdo
ecotoxicoldgica de solos contaminados, pois sdo bastante sensiveis a algumas classes de
contaminantes, possuem a capacidade de evitar solos contaminados, sé&o resistentes e de
baixo custo para a realizacdo dos testes (SANTANA et al., 2009; SOUZA et al., 2013;
NATAL-DA-LUZ et al., 2004).

Na Europa, desde 1999, uma linha de pesquisa desenvolveu-se com a utilizacao
do colémbolo da espécie Folsomia candida, na padronizacdo de testes de riscos
ambientais, monitorando poluentes no solo (CROUAU et al., 2002) regulamentado pela
Organizacdo Internacional para Padronizacdo estabelecida para qualidade do solo com o
teste de evitacdo para determinar a qualidade dos solos e efeitos de produtos quimicos
no comportamento (ISO-17512-2, 2011) e o teste para inibicdo da reproducdo de
colémbolos por poluentes do solo (ISO-11267, 1999).

Os testes de reproducdo tornam-se importantes para estudos ecotoxicoldgicos
devido a sua influéncia na dindmica populacional (DENNEMAN; VAN STRAALEN,
1991), enquanto que os testes de fuga/evitacdo é uma alternativa rapida de avaliacéo,
devido ao seu curto periodo de exposicao e sua alta sensibilidade (HUND-RINKE et al.,
2003).

Apds ser bem estabelecida a espécie F. candida foi utilizada com sucesso em
ensaios ecotoxicologicos para avaliar o efeito de diversos compostos como, por
exemplo: dejetos suinos, com e sem antibidticos, lodo de esgoto, herbicidas, fungicidas,
inseticida, fertilizantes (DOMENE et al., 2007; NATAL-DA-LUZ et al., 2008; 2011,
2012; ALVES et al., 2014; 2015; CHELINHO et al., 2014; ZORTEA et al., 2015;
MACCARI et al., 2016).

2.3 Ecotoxicologia e suas ferramentas de analises

A ecotoxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos das substancias
guimicas/contaminantes sobre os organismos vivos. As respostas, agudas ou cronicas,
observadas nos organismos-teste utilizados apresenta-se como uma ferramenta auxiliar
nas analises de impactos ambientais causados por tais elementos, estimando sua

toxicidade em relacdo ao organismo-teste. As avaliagOes vdo desde poluentes no ar,



25

agua, solos e sedimentos, percorrendo a cadeia alimentar com transformacg6es quimicas
e biotransformacdo (WALKER, 2012; SILVA et al., 2015).

E uma pratica que presume a realizacio de testes de toxicidade que determinam
0 grau ou o efeito biologico de uma substancia desconhecida ou de uma substancia-teste
(como drogas, hormdnio, quimicos, etc), feito por meio de comparacgédo experimental do
efeito da substancia testada com efeitos causados por uma substancia conhecida
(USEPA, 1995; CHAPMAN, 2006).

Logo, o objetivo das analises ecotoxicoldgicas consiste em conhecer os efeitos
dos contaminantes na fauna/macrofauna/microfauna do solo, bem como promover o
restabelecimento dos ecossistemas, além de prevenir, em detrimento de
remediar/corrigir, os problemas provocados por estas substancias, protegendo a
estrutura e o funcionamento dos ecossistemas (CARVALHO; PIVOTO, 2011).

Deste modo, somente os sistemas bioldgicos podem detectar os efeitos toxicos
das substéncias, demonstrando a importancia destas analises na detec¢cdo de riscos a
biota encontrada no local de enfoque da pesquisa (MAGALHAES; FERRAO FILHO,
2008).

Sé&o varios 0s meios para que avaliacfes ecotoxicoldgicas possam ser realizadas.
A utilizacdo de ferramentas como a microscopia eletronica de transmissdo em
associacdao com alteracbes morfoldgicas podem ser utilizadas como biomarcadores
(FONTANETTI et al., 2012); as proteinas de choque térmico, HSPs podem ser
utilizadas como marcadoras moleculares na avaliacdo de toxicidade de diferentes
compostos, especificamente a HSP70, pois sdo amplamente utilizadas para monitorar
ecossistemas (FONTANETTI et al., 2011); marcadores enzimaticos de morte celular
(método de TUNEL) também tém sido utilizados com sucesso em avaliacbes
ecotoxicoldgicas (BOARU et al., 2006; LEE et al., 2014; RODE; EISEL, 2008) e testes
de risco ecoldgico estabelecidos por organizagfes competentes (OECD; EPA; ISO)
também sdo propostas de ferramentas sensiveis e potenciais para o alerta precoce de
possiveis contaminacdes e estresses ambientais (VAN GESTEL, 2012).

A ecotoxicologia no Brasil é regulamentada pelo CONAMA (Conselho Nacional
do Meio Ambiente), o qual estabelece os padrbes de controle da polui¢cdo ambiental, é a
principal ferramenta legal que define os testes para determinar o efeito deletério de
agentes fisicos ou quimicos em organismos-teste, juntamente com a Associacdo

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) elaboram as normas para 0s testes,
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padronizando o tipo de procedimento que deve ser realizado, visando adaptar esses

testes as necessidades do pais.

2.3.1 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

A microscopia eletrdnica de transmissdo demonstrou ser uma ferramenta
eficiente para analisar o potencial toxico de certos compostos, visto que permite uma
melhor compreensdo dos efeitos dos contaminantes sobre os organismos em estudo,
revelando os riscos que eles representam. Devido a alta resolucédo é possivel visualizar
qual o nivel de integridade e preservacao das organelas do material analisado e avaliar
as principais respostas bioldgicas dos organismos vivos a acdo de poluentes de maneira
precisa (FONTANETTI et al., 2012).

A andlise ultraestrutural de 6rgdos-alvo de varias espécies de invertebrados
terrestres revelou que as organelas de uma célula apresentam diferentes suscetibilidades
aos poluentes e demonstram diferentes graus de reacédo frente a um agente estressor. Em
outras palavras, as observac@es ultraestruturais podem variar em diferentes niveis de
modo a fornecer evidéncias qualitativas de uma adaptacdo funcional ao ambiente
externo, indicando os estagios iniciais de toxicidade no organismo exposto (KOHLER;
TRIEBSKORN, 1998).

Os organismos mais apropriados para avaliacdo dos efeitos de substancias
nocivas tém sido invertebrados pertencentes as classes Nematoda, Oligochaeta,
Gastropoda, Isopoda, Diplopoda e Collembola, pois suas carateristicas e seus habitats
somados ao contato direto com 0s contaminantes permitem sinalizar as respostas do
meio ambiente diante de agentes estressores (SPADOTO et al, 2004;
CHRISTOFOLETTI et al., 2016).

A utilizacdo de organismos biondicadores juntamente com o emprego desta
ferramenta tem sido apresentada com sucesso em diversos trabalhos na &rea de
ecotoxicologia. Fontanetti et al. (2012) realizaram uma revisdo sobre inimeros trabalhos
que utilizaram da microscopia eletrnica de transmissao, demonstrando sua eficiéncia
numa diversidade de contaminagGes ambientais, em diferentes animais bioindicadores,
bem como as reacGes celulares encontradas sob diferentes substancias expostas.

Independentemente de quais testes adicionais sdo utilizados, a microscopia
eletrbnica de transmissdo continua sendo o padrdo-ouro das analises; embora seja mais
demorada, cara e exija fixacdo especial, os resultados séo inequivocos (ELMORE et al.,
2016).
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2.3.2 HSP70 (Heat Schok Protein 70)
A revisdo realizada para este item foi compilada em um artigo, publicado no

periddico Water, Air and Soil Pollution, o qual se encontra a seguir.

Resumo

HSP70 séo as proteinas mais estudadas e entre todas as HSPs sdo destacadas
devido a sua alta sensibilidade e abundancia, além de serem ubigquamente expressas e
associadas a todos os compartimentos subcelulares. Por esta razao, este trabalho aborda
especificamente a HSP70, uma vez que suas multiplas responsabilidades participam
ativamente da homeostase de todos os organismos vivos e sua rapida resposta a
qualquer agente estressor € eficiente na avaliagdo dos processos de
poluicdo/contaminacdo ambiental. As HSP70, proteinas de choque térmico classificadas
deste modo de acordo com seu peso molecular de 70 kDa, sdo proteinas que
mantiveram suas estruturas conservadas desde 0s organismos mais primitivos até 0s
mais complexos; pertencem a familia das chaperonas, as quais apresentam diferentes
organizagOes estruturais, porém, com funcdes similares; em geral participam do
processo de dobramento correto de proteinas, no entanto, foi descrito que também
participam de inUmeros processos complexos do metabolismo; sua sintese, geralmente,
pode ser aumentada, ou diminuida, em condicdes estressantes. A ativacdo classica desta
proteina é decorrente da elevacdo da temperatura ambiental, mas varios fatores podem
desencadear o processo de expressao de gene desta proteina, ndo sé como o0 aumento ou
diminuicdo do calor ou do frio, mas também a exposicdo a substancias de natureza
quimica, fisica ou biolégica (metais, inibidores de metabolismo, agentes
quimioterapicos, processos inflamatérios e infecciosos, processos que levam a morte
celular, o proprio ciclo de divisdo celular e fatores de crescimento, mecanismos
celulares considerados normais). Diante da ampla repercussdo que estas proteinas
apresentam nos organismos, estejam eles expostos a qualquer substancia, ou
simplesmente estejam passando por periodos comumente esperados em sua fisiologia
ou até mesmo do meio ambiente, inUmeros estudos foram desenvolvidos com o intuito
de avaliar a relacdo entre o nivel de expressdo do gene que aumenta, ou diminui, e a
producdo destas proteinas pelos organismos vivos em condic¢des adversas, verificando
desde modo, ndo so6 as alteracdes climéticas e de temperatura, que afetam a fisiologia

dos mesmos, mas tambeém niveis de poluicdo e contaminagdo ambiental. Nesse sentido,
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esse trabalho tem por objetivo realizar uma revisao bibliografica, compilando diversos
estudos sobre as HSP70, bem como apresentar suas funcdes, as diferentes aplicacOes e
os resultados da utilizacdo dessas proteinas como biomarcadora na avaliacdo de
ambientes com possiveis contaminacfes, apresentando suas diferentes variacdes nos

diferentes grupos animais expostos a inimeras situacdes ambientais.

Palavras-chaves: biomarcadora molecular; estresse celular; estresse ambiental;

bioindicadores; proteinas de choque térmico.
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Abstract HSP70 are the most studied proteins and
among all HSPs are highlighted due to their high sensi-
tivity and abundance, as well as being ubiquitously
expressed and associated with all subcellular compart-
ments. For this reason, this work specifically approaches
HSP70, since its multiple responsibilities actively par-
ticipate in the homeostasis of all living organisms and its
rapid response to any agent stressor is efficient in
assessing environmental pollution/contamination pro-
cesses. HSP70, heat shock proteins thus classified ac-
cording to their molecular weight of 70 kDa, are pro-
teins that have maintained their structures conserved
from the most primitive to the most complex organisms.
They belong to the chaperone family, which comprises
proteins with different structures that share a common
function. In general, they participate in the process of
correct folding of proteins; however, it has been de-
scribed that they also participate in numerous complex
processes of metabolism; its synthesis can usually be
increased or decreased under stressful conditions. The
classical activation of this protein is due to the increase
in environmental temperature, but several factors can
trigger the gene expression process of this protein, not
only as the increase or decrease of heat or cold, but also
the exposure to substances of a chemical nature, phys-
ical or biological (metals, metabolism inhibitors,
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chemotherapeutic agents, inflammatory and infectious
processes, processes leading to cell death, the cycle of
cell division itself and growth factors, cellular mecha-
nisms considered normal). Given the broad repercussion
of these proteins in metabolic processes and in organism
physiology, numerous studies have evaluated the
HSP70 production under adverse conditions, highlight-
ing their connection to pollution and environmental
contamination. Hence, this work aimed to literature
review the vast array of HSP70 metabolic functions
and its possible applications as biomarkers in the eval-
uation of contaminated environments by compiling the
different physiological responses observed in various
animal groups exposed to different conditions.

Keywords Molecular biomarker - Cellular stress -
Environmental stress - Bioindicators - Heat shock
proteins

1 Introduction

The physiological response of an organism to exposure
to a stressor of any nature triggers a process of synthesis
of specific proteins to repair possible damage caused by
this exposure. This synthesis of proteins involved with
the “quality control” of cells is well established among
all living organisms, in addition to being a process that
has maintained a high degree of conservation from the
prokaryotes to the eukaryotes (Hamer et al. 2004; Mayer
and Bukau 2005).

@ Springer
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At first, the synthesis of these proteins was associated
only with exposure to high temperatures, that is, thermal
shock, since their discovery was due to the observation
in Drosophila melanogaster cells during exposure to
high temperatures. Exposure to heat was responsible
for producing a new pattern in the thickening of the
chromosomes, providing the creation of specific tran-
scription sites for the synthesis of new proteins. This
showed the stress generated by the heat induced the
expression of certain genes and, consequently, the acti-
vation of a new class of proteins, the heat shock proteins
(HSPs) (Morimoto and Fodor 1984; Meyer and Silva
1999).

After numerous studies, these proteins were named
molecular chaperones, coming from the French term
chaperon that means “lady-in-waiting.” These proteins
perform the function that defines them, since they assist
the processes related to the correct protein folding,
preventing incorrect folding and improper aggregation.
Thus, the function usually attributed to chaperones is
that of assisting the newly formed proteins to assume the
proper configuration in order to perform their tasks in
the cell cycle. This is undoubtedly a task of extreme
importance, since if protein folding errors occur, there
may be the formation of protein aggregates and conse-
quently impairment of protein functions. One example
of these errors is the development of Alzheimer’s and
Parkinson’s disease, the most well-known conforma-
tional diseases (Alves Filho 2008; Castro et al. 2013).

After their initial discovery, HSPs have been shown
to cover a broad list of tasks beyond their involvement
with heat shock responses, also assisting in response to
ischemia: presence of trace metals (Somero 1995); pres-
ence of several chemical, physical, and biological in-
ducers, including the cycle of cell division itself, growth
factors, cell proliferation, and cellular processes consid-
ered normal (Feder et al. 1992); acting on cell protection
against the deleterious effects of endotoxins (Chi and
Mestril 1996); on exposure to ultraviolet radiation
(Simon et al. 1995); in cases of tumorigenicity
(Jaittela 1995); apoptosis (Wyatt et al. 1996; Jdittela
et al. 1998; Jaittela 1999; Bottger et al. 2008); in pa-
thologies, such as viral, bacterial, and parasitic infec-
tions; autoimmune diseases; metabolic poisons, which
in some way compromise protein function (Welch 1992;
Cellura et al. 2006); homeostatic changes such as chang-
es in salinity; hypoxia; and oxidative stress, among
others (Feder et al. 1995; Feder and Hofmann 1999;
Yenari et al. 1999; Golli-Bennour and Bacha 2011).

@ Springer

HSPs, classified according to their molecular mass,
comprise the families of small HSPs: from 15 to 30 kDa,
with HSP27 being the most prominent, since it is one of
the main inducible HSPs (Didelot et al. 2007; Ciocca
and Calderwood 2005). Families of large HSPs with up
to 100 kDa are the HSP100, HSP90, HSP70, and
HSP60 (Feder et al. 1995; Patruno et al. 2001; Yenari
et al. 1999). Among these, HSP70 stands out because it
presents a rapid and significant synthesis in face of
several stressors. It is also involved in numerous cellular
events and, for this reason, has been widely used as a
biomarker for various analyzes (Jonsson et al. 2006; Liu
etal. 2015; Souza et al. 2017).

Most HSPs are not only located in cellular compart-
ments, such as mitochondria, reticulum, and cytosol, but
can also be detected in the extracellular environment.
While intracellular HSPs mainly play the cytoprotective
role, others in the extracellular environment and plasma
membrane, they have immunogenic properties and may
induce a pro or anti-inflammatory response. They may
elicit an immune modulated response both by the adap-
tive immune system and by the innate (Didelot et al.
2007). Schmitt et al. (2007) describes that HSP27,
HSP70, HSP90, and GRP78 proteins are found in the
extracellular medium with immunogenic function.

In the face of these characteristics that the HSPs have
and in particular the HSP70, numerous works have been
carried out using this protein as a biomarker, being able
to signal possible environmental changes expressed in
the organisms exposed to the diversity of the environ-
ment where they are, through the expression of their
gene and consequent activation of the protein, being
able to be increased or decreased according to the situ-
ation of the organism (Kohler et al. 1992; Zanger et al.
1996; Nadeau et al. 2001; Mello et al. 2012; Silva-
Zacarin et al. 2012; Taylor et al. 2013; Ansoar-
Rodriguez et al. 2016; Coelho et al. 2017).

In this context, this review aimed to compile data on
the role of the HSP70 heat shock protein and its applica-
bility as a biomarker in several organisms. The character-
istics that the HSP70 present become these proteins as the
most studied (Moyes and Schulte 2010), are activated in
all cellular reactions (Sabirzhanov et al. 2012) and reside
in all subcellular compartments (Sharma and Masison
2009; Evans et al. 2010), are abundant and highly sensi-
tive, expressed ubiquitously, and are extremely important
for cellular repair machinery (Mishra and Palai 2014);
thus, participation in the homeostasis of all living organ-
isms is its crucial function (Sable et al. 2018): these points
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justify the choice of these proteins for the present study
and in particular in studies in which HSP70 stands out in
situations of environmental contamination. This group of
proteins shows a rapid response when a particular organ-
ism is exposed to stress, so it has been widely used in
environmental analysis. A summary of the results obtain-
ed from HSP70 analyses in some animals exposed to
stressor agents listed in this text is seen in Table 1.

2 HSP70: functioning

As mentioned above, HSP70 proteins are central com-
ponents of a cellular network of molecular chaperones
and catalysts of protein folding processes. They have a
cell cleaning function integrated in folding and signal
transduction pathways which allow them to revise the
structures of newly synthesized proteins and repair un-
successful protein conformations. These processes are
handled by specialized HSP70 chaperones, which result
from the amplification and diversification of Hsp70
genes during evolution. For this to occur, co-
chaperones are often required. They are recruited by
HSP70 chaperones to fulfill specific cellular functions,
and as a result of their cooperation, they broaden their
spectrum of activity, creating complex repair machinery
(Mayer and Bukau 2005).

The role on non-native protein folding may be divid-
ed in three related activities: prevention and aggrega-
tion, folding into the native state and solubilization, and
refolding of aggregated proteins (Ben-Zvi and
Goloubinoff 2001; Mayer and Bukau 2005). These pro-
cesses are of fundamental importance for stable cellular
operation.

Several studies point out that HSP70 heat shock
proteins present other functions as important as their
stress specific roles. Their presence was observed during
early development of Drosophila, during rat embryo-
genesis, and in embryonic carcinoma cells (Velasquez
et al. 1980; Bensaude and Morange 1983; Morimoto
and Fodor 1984; Arya et al. 2007).

Given these observations, researchers have endeav-
ored to better understand the other possible functions of
HSP70. Morimoto and Fodor (1984) suggested that one
way of understanding if these proteins act in cells in a
normal state would be to survey HSP70 expression
under unaltered conditions, in the absence of heat shock.

The heat shock response (HSR) is characterized by
the rapid transcription and translation of a series of

proteins from the HSPs family (Feder et al. 1995). Thus,
following the path of these proteins in their different
destinations revealed the other functions attributed to
HSP70.

From a molecular point of view, the mechanisms of
action of HSP70 generally are based on an N-terminal
ATPase domain of 45 kDa, a C-terminal binding domain
of 25 kDa, which is subdivided into a (-sandwich
subdomain and a C-terminal -helical subdomain. The
sequence alignment of the HSp70 proteins reveals dif-
ferences that may translate into functional differences. A
shift in the ATPase cycle can be observed, changing
between the ATP state with low affinity and a rapid
energetic cost to the substrate or the ADP state with
high affinity and low energy cost for the substrate
(Harrison et al. 1997; Mayer and Bukau 2005).

A more detailed description of how the molecular
structure of HSP70 is established within cells predicts
that the substrate binding domain (SBD), which occurs
in the C-terminal region, controls the access to the
substrate via the C-terminal structure. This structure
functions as a cap/lid and exposes the binding site to
the peptides. A hydrophobic flexible bond binds the
SBD domain to the N-terminal domain with ATPase
activity (NBD). The nucleotide (which can be found in
ATP or ADP state) binds to the NBD domain by asso-
ciation with the binding affinity of the SBD domain.
Therefore, the allosteric regulation of this site, as well as
the interaction with auxiliary proteins (co-chaperones)
and nucleotide exchange factors (NEF), depends on the
conformation of the SBD site. The evaluation of NBD
structure of several members of the HSP70 family has
demonstrated that this domain is highly conserved and
has little contribution in protein specificity. The SBD
site and accessory proteins define the specificity role
(Jiang et al. 2007; Vos et al. 2008; Kampinga and Craig
2010; Wisniewska et al. 2010),

Highly conserved, HSP70 presents great structural
similarity when compared between species. For exam-
ple, HSP70 presents 73% similarity with Drosophila
and 50% with Escherichia coli (Feder et al. 1995).

The common characteristic of genes HSPs is the
induction of transcription by heat shock elements
(HSF) and homotrimeric DNA binding transcription
factor, heat shock factor (HSF). The stressor agents
may be of different origins as environmental, chemical
or pathophysiological stresses, but activation of the
response will always be homotrimerization of DNA
binding. The stressor agents may be of different origins
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Table 1 Summary of the results obtained from HSP70 analyses in animals exposed to stressor agents listed in the text

Organisms HSP70 level Stressor agents References
Insects
Apis mellifera Increase Acaricide Silva-Zacarin et al. (2006)
Drosophila melanogaster Increase Mixture of pesticides Doganlar and Doganlar (2015)
Ochesella bifasciata; Variations in Metals Kdéhler et al. (1999)
Tomocerus flavescens different situations
Chorthippus brunneus Variations Metals Augustyniak et al. (2009)
Drosophila melanogaster Increase Metals Doganlar et al. (2014)
Aedes albopictus Increase Metals Braeckman et al. (1997)
Spodoptera exigua Increase Metals Kafel et al. (2012)
Tetrix tenuicornis - Metals Warchalowska-Sliwa et al. (2005)
Musca domestica - Metals Borowska and Pyza (2011)
Sarcophaga crassipalpis Increase Diapause Yocum (2001)
Leptinotarsa decemlineata Decrease Diapause Yocum (2001)
Omphisa fuscidentalis Decrease Diapause Tungjitwitayakul et al. (2008)
Diplopods
Glomeris marginata, - Metals Kaohler et al. (1992)
Cylindroiulus punctatus,
and Tachypodoiulus niger
Julus scandinavius Increase Metals Zanger et al. (1996)
Rhinocricus padbergi Increase Vinasse and biosolid Coelho et al. (2017)
Crustaceans
Calamus finmarchius Variations Diapause Aruda et al. (2011)
Annelids
Lumbricus terrestres Decrease Metals Nadeau et al. (2001)
Mollusks
Sphincterochila sp Variations Natural annual eycle of activities Mizrahi et al. (2012)
Saccostrea glomerata Decrease High temperature and metals Taylor et al. (2013)
Crassostrea gigas Increase Toxins Mello et al. (2012)
Crassostrea gigas Increase Toxins Mello et al. (2013)
Lymnaea stagnalis Increase Pharmaceutical mixtures Gust et al. (2013)
Pinctada fucata Increase Bacterial infection WANG et al. (2009)
Mpytilus galloprovincialis Increase Seasonal changes Li et al. (2009)
Deroceras reticulatum Increase Metals Kohler et al. (1996)
Muytilus sp. Increase Organic contaminants Jonsson et al. (2006)
Mytilus galloprovincialis Increase Environmental pollution correlated to Mi’covi’ et al. (2009)
seasonal variations, pH, and salinity
Chamelea gallina Increase Variation in oxygen level. temperature, Monari et al. (2011)
salinity, and B[a]P (Benzo[a]pyrene)
concentration
Fishes
Oreochromis mossambicus Variations Stress caused by animal agglomeration Dini et al. (2006)
Qreochromis niloticus Increase Insecticide imidacloprid Ansoar-Rodriguez et al. (2016)
Squalis torgalensis and Variations Seasonal changes Jesus et al. (2013)
Squalis carolitertii
Oncorhynchus mykiss Increase Metals Sayiit et al. (2012)
Mugil cephalus Increase Xenobiotics Ekambaram and Narayanan (2017)

— no change was observed in the synthesis of HSP70 in individuals
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as environmental, chemical, or pathophysiological
stresses, but activation of the response will always be
homotrimerization of DNA binding which may be from
HSF or its isoforms (HSF1 in mammals, for example).
Activation of HSF proteins in response to stress is a
process involving a few steps, i.e., the conversion of an
inactive monomer to homotrimer, nuclear accumulation,
DNA binding, and activation of the target gene. How-
ever, little 1s known about the precise mechanisms by
which the stress signal is transmitted and interpreted by
stress-responsive HSF proteins in order to activate tran-
scription to the homotrimeric DNA binding form (Ahn
and Thiele 2003).

The study of physiological stress through the analysis
of HSP70 represents a useful tool to quantify and predict
levels of stress in organisms. Thus, it leads to an under-
standing of environmental changes that limit the distribu-
tion of these organisms and how much variation they could
withstand in a stress situation (Tomanek 2008, 2010).

Del Razo et al. (2001) reviewed the ability of arsenic
compounds to modulate and/or accumulate stress proteins.
In this work, the authors observed the physiological con-
sequences of arsenic-induced stress and monitored the
effects resulting from exposure to arsenic in humans and
other organisms. In most cases, the induction of stress
proteins depends on the ability of arsenic to reach its
valence, the type of exposure, with arsenite being the
largest inducer of HSP in various organs and systems.
HSP70 induction to arsenic is rapid and has a dose-
dependent response.

HSP70, in addition to its most common function, also
acts efficiently in situations of cytotoxicity, as it plays a
cryoprotective role against deleterious effects on cells. This
15 true regardless of the process and for conditions gener-
ated by intemal and external factors (Chi and Mestril 1996;
Ansoar-Rodriguez et al. 2016; Coelho et al. 2017).

3 HSP70 Gene Expression Changes in Organisms
Exposed to Toxins

3.1 Insects

In insects, HSP30, HSP70, and HSP90 are the three best
known groups of stress proteins (Denlinger et al. 2001).
It is known that they have important functions in insects,
differing from species to species and even within the
same species according to the physiological and envi-
ronmental conditions where they occur (King and

MacRae 2015). HSP70 is the most studied group and
present the best results in stress responses in this class
(Denlinger et al. 2001).

Several species of insects can be used as
bioindicators of environmental pollution. HSP70 mark-
ing in particular has been widely used in environmental
stress and/or contamination situations.

Silva-Zacarin et al. (2006) presented an analysis of
HSP70 heat shock proteins in Apis mellifera bees, a
species which are constantly exposed to pesticides. Ac-
cording to the authors, these stress conditions in the field
might induce morphological and physiological alter-
ations. Therefore, immunodetection of HSP70 is an
important additional tool to the results obtained for side
effects of acaricides (rotenone) and oxalic acid expo-
sure. It was demonstrated that HSP70s were synthesized
in the cytoplasm and/or the nucleus of secretory gland
cells.

It is known that pesticides are one of the main con-
taminants of groundwater and drinking water, being
usually introduced into the environment through an-
thropic practices and agricultural neglect. Since water
is the final destination of pesticides, these substances
usually appear as complex mixtures and are hardly
found as individual compounds (Silins and Hogberg
2011).

In this sense, Doganlar and Doganlar (2015) demon-
strated that Drosophila melanogaster exposed to a mix-
ture of pesticides (molinate, thiobencarb, linuron, pho-
rate, primiphos-methyl, fenvalerate, and lambda-
cyhalothrin) that are commonly found in water at con-
centrations of 0.1, 0.5, and 1 part per billion (ppb)
showed increased HSP gene expression at all concen-
trations, among other changes. The production of
HSP70s, unlike the other HSPs evaluated, increased
after exposure of the animals to concentrations of 0.5
and | ppb. This work suggested that, considering the
changes in HSP levels, the permissible limits of pesti-
cide concentrations for drinking water described in the
regulations of several countries are potentially cytotox-
ic. The observations presented by the authors serve as a
basis for the re-evaluation of these limits.

Kéhler et al. (1999) induced the synthesis of HSP70
as a marker for cell stress in two species of collembolans
(Orchesella bifasciata and Tomocerus flavescens) ex-
posed to a metal concentration gradient near a bronze
factory. The population of severely polluted areas, fed
with seaweed containing high concentrations of metals,
presented low values of HSP70. According to the
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authors, levels below the detection limit of HSP70 in
samples exposed to contaminated seaweed are probably
due to pathological cell damage. This allowed the au-
thors to conclude that the differences in tolerance be-
tween individuals and the heterogeneous distribution of
metals in the litter may explain the large intra-specific
variability found in HSP70 levels.

Augustyniak et al. (2009) evaluated the level of
HSP70 in the Ist instar of Chorthippus brunneus grass-
hoppers located in different cities in Poland. Among the
cities, there were both unpolluted (Pilica, place of refer-
ence) and polluted habitats (Olkusz, Szopienice). The
grasshoppers were additionally exposed to several doses
of zinc (one of the most abundant pollutant in the
studied sites) and also studied during the diapause pro-
cess of these animals. Great variation was observed in
the expression level of HSP70 gene when comparing the
sites included in the study and the adverse situations in
which the animals were. The level of HSP70 in the body
of the offspring depended on the place of origin, with
the highest expression of HSP70 found in the bodies of
larvae that hatched from eggs laid by young females
from Pilica. In contrast, a low level of HSP70 was found
in larvae from polluted sites, especially in the progeny of
young females. The application of zinc during diapause
influenced the level of HSP70 in locust larvae; however,
the type of change depended on the place of origin of the
insects. In larvae from the reference site and, to a lesser
extent, in Olkusz, the increase in the level of HSP70
after zinc treatment was more pronounced. The grass-
hoppers from Szopienice showed no change in the ex-
pression of HSP70 after exposure to low zinc dosage,
but a higher dosage caused a reduction of protein ex-
pression. According to the authors, all these observa-
tions may be a result of maternal heritability, but it
cannot be ruled out that a possible adaptation of the
animals may have occurred. Thus, it can be observed
that the synthesis of the HSP70 protein can signal dif-
ferent responses in different situations.

Trace metals found in water can cause a number of
human health damages. as well as compromise the
mental and physical development of children (Benham
and Ling 2011). Because of the toxic effects of trace
metals, governments and different agencies linked to
public health have set limits on the amount of metals
that are allowed in water destined for consumption.
Therefore, Doganlar et al. (2014) exposed adult individ-
uals of D. melanogaster to a mixture of four trace metals
(Fe. Cu, Cd, and Pb) in three different concentrations.
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The higher dose and the lower dose were stipulated
according to the limits allowed in drinking water in
order to evaluate whether these limits would in fact
cause changes in bioindicator animals.

The observations were that the expression of the
Hsps genes was altered as a result of the increased
exposure time and that the HSP70 obtained a higher
level of expression when compared to the other HSPs
(HSP60, HSP26, HSP83) also expressed in the organ-
ism. In view of these responses, along with the other
analyses obtained, the authors concluded that the mix-
ture of the four metals caused a genotoxic effect in the
organism (Doganlar et al. 2014).

Braeckman et al. (1997) and Kafel et al. (2012)
observed an increase in the production of HSP70 in
Aedes albopictus and Spodoptera exigua that were ex-
posed to the metal cadmium. However, some studies
suggest that metal-induced expression of HSP70 varies
from species to species.

In a study conducted by Warchalowska-Sliwa et al.
(2005), individuals of the Orthoptera species Tetrix
tenuicornis were collected from a polluted area with
concentrations of copper, zine, lead, and cadmium that
were up to 41 times higher than the control group. The
results showed that there was no significant increase in
the induction of HSP70. Similar result was found by
Borowska and Pyza (2011) when Musca domestica
(Diptera) was exposed to the same metals in laboratory
conditions. No change in HSP70 synthesis was ob-
served in treated subjects, regardless of whether the
concentration was low or high.

3.2 Diplopoda

According to Knigge et al. (2014), little is known about
the stress proteins in soil invertebrates. Even less is
known about the Diplopoda class, particularly on HSPs,
despite its significant contribution to the detritivorous
fauna of the soil.

The first study carried out with the purpose of analyz-
ing the HSPs in the group was developed by Kohler et al.
(1992). The diplopod species (Glomeris marginata,
Cylindroiulus punctatus, and Tachypodoiulus niger) were
used to perform the experiments in the laboratory, where
they were contaminated with lead for 41 days. The results
showed that both the contaminated group and the control
group had the same pattern of HSPs. The authors ex-
plained the induction of proteins in the control group by
stress caused by captivity.
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Subsequently, Zanger et al. (1996) induced HSP70
expression in adult individuals of Julus scandinavius
exposing them to litter contaminated with different
concentrations of Cd**. The increased concentration
of Cd** in the food resulted in high levels of HSP70,
which according to the authors was indicative of a
proteotoxic condition.

Coelho et al. (2017) exposed Rhinocricus padbergi
to two residues widely used as fertilizers: biosolids and
sugarcane vinasse. The animals showed increased im-
munostaining for HSP70 when exposed to such resi-
dues, revealing the cytoprotective function of HSP70s.

3.3 Crustaceans

As in insects, stress proteins are also found in the dia-
pause process in crustaceans. Aruda et al. (2011) veri-
fied the synthesis of these proteins in the marine cope-
pod Calamus finmarchius during the diapause process
and when exposed to stress. Eight heat shock proteins
were identified: HSP21, HSP22, HSP26, HSP90, and
four forms of HSP70 (HSP70 A, B, C and D), which
were characterized according to the stress response to
the manipulation process and in association with
diapause.

HSP21, HSP22, and HSP70A (cytosolic subfamily)
were induced by stress from the manipulation of the
animals. HSP22 had a high production in animals with
deep diapauses, protecting proteins from degradation
during this process and playing its role in short-term
stress. In addition to the role in stress response, the
synthesis of HSP70 and HSP90 varied during the crus-
tacean molting cycle and thus aided in regulating the
developmental delay associated with diapause in
C. finmarchicus.

3.4 Annelids

Nadeau et al. (2001) carried out an evaluation for
HSP70 as a biomarker of several soil pollutants using
the earthworm Lumbricus terrestres. One of the objec-
tives of the study was to evaluate whether a dose-
response relationship could be established and whether
the response to the stress observed was specific. They
were exposed to chloroacetamides, pentachlorophenol,
and metals (Pb**, Cd**, Cu™, Hg*"), which induced the
expression of the HSP70 gene in the animal’s midgut. It
was detected a decrease in HSP70 synthesis in the

muscle tissues near the middle of the body that were
exposed to metals.

HSP analysis in L. ferrestres tissues, particularly in
the midgut, has been shown to be an adequate and
sensitive test for adverse effects on earthworms and
has shown a good level of reproducibility despite some
individual variations. For the authors, the induction of
HSP70 in worms represents not only a good biomarker
with a broad spectrum of exposure but also a biomarker
of effect, since known toxic agents alter the expression
of the gene in the tissues of these animals, and not just a
simple accumulation of HSPs. Thus, the detection of
HSP70 in earthworms may be an early warning marker
for the presence of potentially harmful agents in soils.

3.5 Mollusks

The phylum Mollusca is one of the largest groups and is
of great importance in the animal kingdom. Most of
these animals live in fresh or salt water and must face
intense environmental disturbances to maintain homeo-
stasis, a situation generally described as a cause of
stress. The production of acute-phase proteins, such as
HSPs, is considered a classic response against stress
factors. For this reason, HSP70s from mollusks are of
particular interest, and also because on their diversity,
sequence characters, and expression profiles in hemo-
cytes under several types of stresses (Wang et al. 2013).
Most information on the synthesis of HSP70 in mol-
lusks was obtained from tissue analysis, including gills,
digestive glands, muscle, mantle, and hemocytes. Like
most hemolymph, hemocytes comprise the major com-
ponent of nonspecific defense mechanisms, so they are
closely involved in a series of cellular immune re-
sponses (Mello et al. 2012; Wang et al. 2013).
Synthesis of HSP proteins can occur without an
external stressor. Mizrahi et al. (2012) have suggested
in their studies that in terrestrial snails of the
Sphincterochila species, HSP70 is involved in the natu-
ral annual cycle of activities. Estivation, survival strate-
gies during desiccation and heat stress, and adaptation of
land snails to different habitat are some examples of
activities that generate the development of different
strategies for expression of HSP70 in response to stress.
HSP70 synthesis in mollusk hemocytes was exten-
sively investigated as a response to several environmen-
tal stressors, such as high temperature, metals (Taylor
etal. 2013), toxins (Mello et al. 2012; Mello et al. 2013),
pharmaceuticals (Gust et al. 2013), bacterial infections
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(Wang et al. 2009), and seasonal changes (Li et al.
2009). The expression profiles are generally divided
into three types: upregulated, invariable, and downreg-
ulated. The upregulation of HSP70 proteins in mollusks
hemocytes generally exhibits a pattern that is clearly
dose-dependent and time-dependent (Mello et al. 2012).

Kohler et al. (1996) exposed adult specimens of the
slug species Deroceras reticulatum to sublethal concen-
trations of lead, cadmium, and zinc. After 3 weeks of
cxposure, the tests showed accumulation of all these
metals in the animals, accompanied by an increase in
HSP70 protein. They showed that the applied technique
serves as a versatile tool to evaluate the stress reactions
in invertebrates in response to relevant environmental
toxins.

Jonsson et al. (2006) investigated the possible use of
cytoskeletal components as biomarkers of organic pol-
lution in mussels. The authors also evaluated the expres-
sion of HSP70 protein in mussels exposed to isolated
crude oil and to mixtures with alkyl phenols and poly-
cyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), brominated
flame retardants (BDE-47), bisphenol A, and diallyl
phthalate. Protein expression was strongly induced in
all exposure groups.

Mi'covi ¢ et al. (2009) estimated the concentration of
heavy metals in four sites in the industrial zone of
Kvarneriam Bay, in the northern Adriatic Sea, by study-
ing the mussel Mytilus galloprovincialis. In this work,
the alterations were correlated with seasonal variations
in environmental temperature, pH, and salinity, as well
as the expression of metallothioneins (MTs) and heat
shock proteins (HSP70) in the digestive tract of mussels.
The results demonstrated that the induction of MTs and
HSP70 were highly affected by the contamination by
Pb, Hg, and Cd present in the sea sediments. This
implies that these stress proteins can be biomarkers of
the power of marine pollution.

Monari et al. (2011) evaluated the heat shock protein
HSP70 expression in response to physical and chemical
stress in Chamelea gallina, a bivalve mollusk from the
coast of Italy. Mollusks were exposed to different ex-
perimental conditions: variation in oxygen levels (48 h
of anoxia followed by 24 h of normoxic recovery),
variation in temperature (20, 25, 30 °C for 7 days),
variation in salinity (28, 34, 40%¢ for 7 days), and
B[a]P exposure at 0.5 mg/L concentrations for 24 h over
a period of 7 and 12 days. In all exposure situations,
HSP70 demonstrated significant upregulation under an-
oxic conditions at elevated temperatures, low salinity,
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and presence of B[a]P. The authors considered the in-
duction of HSP70 as an adaptation mechanism associ-
ated with changes in environmental parameters, as well
as the presence of xenobiotics. Overproduction of
HSP70 can also be induced by protein damage due to
stress factors. The involvement of the protein as a phys-
1ological response was useful as an early warning of
environmental stress caused by pollution.

3.6 Fish

Dini et al. (2006) monitored HSP70 gene expression in
the Mozambique tilapia (Oreochromis mossambicus)
during confinement and during stress caused by animal
agglomeration. After the tests, it can be concluded that
in reality, the increase or decrease of HSP70 expression
in the stressed fish was modified in the organ and the
duration-dependent stress exhibits minimal subjective
fluctuations. Evaluating the experiment as a whole, the
authors suggest that the expression of HSP70 could be
an indicator of stress state in fish when measured in
organs with significant responses.

Soyiit et al. (2012) evaluated the gene expression of
HSP70 in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) after
exposure to some metals. Expression of the Hsp70 gene
was increased in the presence of the metal ions such as
cobalt, copper, zinc, and silver. At the end of 48 h
exposure, the expression level was high for all metals.

Jesus et al. (2013) carried out studies with two spe-
cies of freshwater fish of the genus Squalis (Squalis
torgalensis and Squalis carolitertii). The authors ob-
served that these animals are subject to intense seasonal
variations daily and changes occur in the expression of
HSP70 genes. The authors observed that the
S. torgalensis species increased HSP70 expression at
35 °C while 8. carolitertii showed no increase in gene
expression, but some deaths were recorded. The two
species have different ways of dealing with changes in
temperature.

Ansoar-Rodriguez et al. (2016) analyzed the liver of
Oreochromis niloticus (Nile tilapia) exposed to the in-
secticide imidacloprid, widely used in sugarcane crops.
Analysis of the HSP70 of the exposed animals demon-
strated a considerable increase in the immunostaining
protein, suggesting that the insecticide caused a cyto-
toxic reaction in the liver cells of the Nile tilapias.

Ekambaram and Narayanan (2017) evaluated the
cytoprotective effect of HSP70 on fish brain on the
stress effect on xenobiotic pollutants. Significant



Water Air Soil Pollut (2018) 229:264

37

Page 9 of 12 264

elevation in the HSP70 level observed by the authors is
indicative that the upregulation of HSP70 has a
cytoprotective role during stress induced by xenobiotics
in the fish brain.

4 Conclusion

Considering the various responses from numerous stud-
ies compiled here, we concluded that the monitoring of
both the increase and decrease in gene expression and
consequent activation and synthesis of HSP70 proteins
has great potential to warn about environmental distur-
bance caused by numerous substances. These sub-
stances may interfere negatively in the physiology of
both invertebrates and vertebrates. The analysis of dif-
ferent techniques used to identify the presence of the
HSP70 protein as molecular biomarker has proven to be
an excellent tool in investigations of this nature.
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2.3.3 Método de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labeling)

TUNEL (TdT-mediated X dUTP nick labeling) é uma técnica que detecta a
apoptose, ou seja, a morte celular programada, identificando o processo de clivagem do
DNA nuclear, o qual pode ocorrer nao so por fatores genéticos, mas também por fatores
externos, como por exemplo, processos imunoldgicos, infecciosos e contanto com
substancias toxicas (GAVRIELI et al.,1992; ZHANG et al., 2001).

Os mecanismos de apoptose séo altamente complexos e sofisticados, envolvendo
uma cascata de eventos moleculares dependentes de energia. A via intrinseca é
caracterizada pelo aumento da permeabilidade da mitocondria, liberacdo do citocromo
¢, formagdo de um complexo multiprotéico denominado “apoptosoma” e inicio da
cascata de caspases através da caspase 9, enquanto que a via extrinseca envolve ligantes
pro-apoptoticos (FasL/FasR, TNF-a/TNFRI1, etc.), ligagdo com receptores de morte
transmembrana, transducdo de sinais intracelulares, ligacdo de proteinas adaptadoras,
formacdo de complexo de sinalizagdo indutor de morte (DISC) e, em seguida, inicio da
cascata de caspases através da caspase 8 (ELMORE et al., 2016).

Os fatores que determinam qual via apoptotica é ativada incluem o estagio do
ciclo celular, o tipo e a magnitude dos estimulos e, para as células imunes, o estagio da
ativacdo celular. Diferentes vias apoptéticas podem ocorrer concomitantemente e ao
contrario da necrose, a apoptose pode ser, sob certas circunstancias, reversivel
(ELMORE et al., 2016).

A degradacdo extensiva do DNA é um evento caracteristico que ocorre nos
ultimos estagios da apoptose. A clivagem do DNA pode produzir fragmentos de DNA
LMW (Low Molecular Weight) de fita dupla (mono- e oligonucleossomos), bem como
quebras de fita simples (“nicks”) em DNA HMW (High Molecular Weight). Essas
quebras da fita de DNA podem ser detectadas pela marcacdo enzimatica da extremidade
livre 3'-OH de terminais com nucleotideos modificados (X-dUTP, X = biotina, DIG ou
fluoresceina). Enzimas adequadas para essa marcagdo incluem DNA polimerase (nick
translation) e desoxinucleotidil terminal transferase (RODE; EISEL, 2008).

O método de marcacdo final TUNEL (marcacdo de extremidade nick-dUTP
mediada por TdT) permite a deteccdo altamente sensivel de apoptose em tecidos e
células individuais, pois identifica, mais especificamente, as células na fase tardia da
apoptose (ELMORE et al., 2016). A desoxinucleotidil transferase terminal (TdT) é
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capaz de marcar extremidades de quebra de DNA de cadeia dupla, independentemente
de um molde (RODE; EISEL, 2008).

Um método sensivel e rapido, a reagdo de TUNEL é mais especifica para a
apoptose e 0 uso combinado das técnicas de traducdo por quebra in situ (situ nick-
translation-ISNT) e de um terminal transferase (TUNEL) podem ser util para diferenciar
apoptose celular e necrose (BEN-SASSON et al., 1995; WILLINGHAM, 1999).

2.3.4 Testes de fuga e reproducéo

Os sistemas de testes ecotoxicoldgicos sdo aplicados para obter informacGes
sobre os efeitos de contaminantes no solo e sdo propostos para complementar a anélise
quimica convencional. Para tanto, a ISO (International Organization for Standardization
- Organizacdo Internacional de Normalizacdo) encarrega-se de listar a caracterizacao de
sistemas de teste recomendados e padronizados, além de orientar sobre a escolha e
avaliacdo dos bioensaios adequados aos tipos de anélises (ISO, 2011).

Nesse sentido, os testes de ecotoxicidade aguda, ou seja, o teste de evitagdo/fuga
fornecem respostas rapidas, expressando o efeito letal nos individuos submetidos a
agentes estressores, enquanto que testes de ecotoxicidade cronica, como o teste de
reproducéo, tem por objetivo de avaliar efeitos subletais aos organismos, verificando se
0 numero de individuos gerados na primeira geracdo foi alterado em contato com s
substancia testada (MACCARI et al., 2015).

Diante disso a 1SO-11267 (1999) estabelece os critérios para o teste de
reproducdo padronizando os colémbolos da espécie F. candida como indicadores de
poluentes de solo; a 1ISO-17512-1 (2008) descreve um método controle qualidade do
solo o teste de evitacdo para determinar a qualidade dos solos e efeitos de produtos
quimicos no comportamento de minhocas das espécies E. fetida e E. andrei; a 1SO-
11268-2 (2011) descreve um método de teste de reproducdo baseado na determinacao
de efeitos subletais de solos contaminados em minhocas adultas das espécies E. fetida e
E. andrei, consideradas representantes padronizadas da fauna do solo; a 1SO-17512-2
(2011) descreve um método de teste de fuga para determinar a qualidade dos solos e
efeitos de produtos quimicos no comportamento de colémbolos da espécie F. candida; a
ISO-16387 (2013) descreve um método de teste de qualidade do solo avaliando efeitos
de contaminantes em Enchytraeidae (Enchytraeus sp.), determinando os efeitos na
reproducdo destes animais, as espécies mais empregadas neste teste sdo E. albidus e E.

crypticus.



43

Os testes de fuga/evitagdo demonstraram que os colémbolos apresentam uma
sensibilidade distinta em relacdo a varios contaminantes quando comparado com
minhocas, complementando as informagdes obtidas nos testes de evitagdo com
minhocas e viabilizando-os como ferramenta para avaliagdo do potencial toxico de solos
(NATAL-DA-LUZ et al., 2004; 1ISO-17512-2, 2011).

3. OBJETIVOS
O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos da aspersdo da vinhaga bruta no solo,
bem como da vinhaca tratada (com CaO para ajuste de pH), simulando o que
comumente ocorre no cultivo da cana-de-agucar, poderia interferir negativamente em
representantes tipicos da fauna edéafica, como diplépodos, minhocas, enquitreideos e
colémbolos, visto que estes animais sdo considerados excelentes bioindicadores da
qualidade do solo; e deste modo, colaborar para um maior conhecimento dos efeitos da
vinhaca no solo, comparando os efeitos observados nos bioindicadores expostos a
vinhaca bruta e a vinhaga ap6s ajuste de pH, afim de verificar se a neutraliza¢do do pH
do residuo € uma alternativa para minimizar os efeitos deste residuo.

Os objetivos especificos consistiram em:
1. Expor de espécimes do diplépodo R. padbergi, ao solo contendo vinhaga bruta e ao
solo contendo vinhaga tratada (ambas em concentracbes de campo, estabelecida pela
CETESB, e o dobro desta concentracdo), por um periodo de 30 dias, a fim de analisar 0s
efeitos causados no intestino medio destes animais, 6rgdo de interesse para analises
toxicologicas. A investigacdo foi realizada por analises ultramorfol6gicas do 6rgéo e por
aplicacdo de técnicas de imunomarcacdo de HSP70, para verificar o estresse celular, e
pelo método de TUNEL para deteccdo de morte celular com quebra de DNA.
2. Avaliar o potencial toxico da vinhaca bruta e da vinhaca tratada, por meio de testes de
fuga e testes de reproducdo utilizando as espécies F. candida (Collembola), E. andrei
(Annelida) e E. crypticus (Annelida).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material biolégico
Para realizacao dos bioensaios foram utilizados 0s seguintes organismos-teste:
- Espécimes adultos de ambos os sexos do diplopodo R. padbergi, os quais foram
coletados no Campus da UNESP, Rio Claro; os animais foram previamente aclimatados

em laboratdrio por 15 dias em terrario contendo como substrato com terra oriunda do
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local de coleta, temperatura de + 23°C e fotoperiodo controlado 12 horas claro/12 horas
escuro.

- Espécimes do colémbolo F. candida com 10 a 12 dias de vida, mantidos em
laboratdrio a 20 + 2°C e com fotoperiodo 12 horas claro/12 horas escuro.

- Espécimes do anelideo E. andrei, adultos e clitelados, mantidos em laboratério a 20 +
2°C e com fotoperiodo 12 horas claro/12 horas escuro.

- Espécimes do anelideo E. crypticus, adultos com clitelo, mantidos laboratério a 20 +

2°C e com fotoperiodo 12 horas claro/12 horas escuro.

4.2 Solo para montagem dos bioensaios com diplépodos

O solo utilizado para a realizacdo dos bioensaios com os diplépodos foi coletado
no Campus da UNESP-Rio Claro, solo este classificado como latossolo, 0 agrupamento
mais representativo do estado de Sao Paulo (OLIVEIRA, 1999).

4.3 Solo para os testes de fuga e reproducéo

O solo utilizado nos testes de fuga e reproducdo foi o solo artificial 10% (SAT),
preparado em laboratério de acordo com protocolo proposto para tais testes. A mistura
foi composta de 10% de fibra de coco, 20% de caulino em pd e 70% de areia fina. Em
seguida, realizou-se a medigéo e correcdo do pH e avaliagdo da capacidade de retencédo
de méxima de 4gua (WHC) do solo, valores fundamentais para realiza¢do dos calculos
de disponibilizacdo dos residuos no solo e exposicao dos animais.

Para medicdo do pH foram dispostos 5g de SAT em frascos de pléstico e
adicionados 25mL de KCI 1M. Foram realizadas cinco réplicas deste procedimento,
para descartar a possibilidade de valores discrepantes, e apds 2 horas o pH foi medido.
O valor do pH ficou definido em 4,89.

A corregdo do pH do SAT foi feita com CaCOjz e devido ao fato do pH
encontrado estar proximo do valor definido como “6timo”, de acordo com a curva de
pH estabelecida nos protocolos utilizados para estes experimentos, foi adotada a
correcdo de 0,05% do pH do SAT. Os célculos foram feitos da seguinte forma: 0,05%
do valor total do solo do experimento = valor de CaCOj3; (g) a ser adicionado no SAT
para a corregao.

A capacidade de retencdo maxima de agua do solo (WHC) foi realizada com o
auxilio de um kit composto por trés frascos de vidro (cadinho filtrante com placa

porosa) especificos para medicdo da WHC, os quais tinham areia solidificada na base.
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Os frascos foram pesados antes de colocar o solo para obtencdo da tara do frasco (tara
seca), em seguida foi umedecida a areia da base dos frascos e estes foram pesados para
obtencdo da tara imida. Foi colocado solo nos frascos até que atingisse que completasse
a capacidade maxima dos mesmos, por conseguinte, estes frascos foram colocados num
recipiente contendo &gua, a qual entrou por capilaridade nos frascos umedecendo o solo;
uma vez que os solos estavam completamente umidos o recipiente foi completamente
cheio com &gua até cobrir os frascos. Apds 1:30h os frascos foram retirados do
recipiente com agua e transferido para um recipiente seco a fim de que 0 excesso de
agua fosse escoado dos frascos, estes foram pesados para obtencdo do peso fresco, em
seguida os frascos foram levados para estufa a 105°C por 12 horas e pesados para
obtenc¢éo do peso seco.

Os valores obtidos encontram-se na tabela a seguir:

Tabela 1. Método para determinacao da WHC.

Frasco Taraseca- TarauUmida- Taraseca+solo Taraumida+solo WHC

Tow (9) Trw (9) umido - FW (g) seco — DW (9) (%)
1 49,8 50,9 111,07 85,0 70,9
2 49,5 51,0 113,66 86,2 70,7
3 49,8 51,2 110,67 84,6 70,9

Aplicando os valores na formula obtém-se o valor da WHC:

WHC-F1 = [(FW — Tew) — (DW — Tpw)] X 100 = [(111,07 —50,9) — (85 — 49,8) ] x100

(DW — Tpw) (85 — 49,8)
WHC-F1 = 70,9%
WHC-F2 = [(113,66 — 51,0) — (86,2 — 49,5)] x100

(86,2 — 49,5)
WHC-F2 = 70,7%
WHC-F3 = [(110,67 — 51,2) — (84,6 — 49,8)] x100

(84,6 — 49,8)
WHC-F3 = 70,9%
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A média dos trés valores obtidos é o valor definido da WHC do SAT 10%

utilizado nos experimentos:

WHC SAT 10% = 70,9 + 70,7 + 70,9 = 70,8%
3

4.4 Vinhaga bruta

A vinhaca foi coletada em usina localizada no interior do estado de S&o Paulo,
Brasil. O efluente foi coletado proximo da montagem dos experimentos e mantido em
camara fria (4°C), até o inicio dos mesmos. Foi testada a dose a ser aplicada apos
andlise do solo. Para o célculo do uso da vinhaga foram necessarias as andlises fisico-
quimicas desta e do potencial agronémico do solo.

Porcentagem (%) de vinhaca de cana-de-acUcar: quantidade definida apds
analises agrondmicas e fisico-quimicas do solo e da vinhaga. Para simular a
fertirrigacdo da cultura de cana-de-aglcar com a vinhaga seguiu a norma P4231 da
Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB), agéncia do governo
responsavel pelo controle e fiscalizacdo de atividades geradoras de poluicéo.

- Célculos para a aplicacdo de vinhaca, segundo a norma P4.231, da CETESB

A dosagem maxima de vinhaca a ser aplicada é determinada pela seguinte
equacao, na qual sdo inseridos os dados obtidos pelas analises quimicas do solo e

vinhaga:

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 Catibnica, expressa em cmolc/dm3.

ks = concentracdo de potassio no solo, expresso em cmolc/dms3, a profundidade de 0 a
0,80m.

3744 = constante para transformar os resultados da anélise de fertilidade, expressos em
cmolc/dm? ou meq/100 cm3, para kg de potassio em um volume de 1 (um) hectare por
0,80m de profundidade.
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185 = massa, em kg, de K20 extraido pela cultura por hectare, por corte.
kvi = concentracdo de potassio na vinhaca, expressa em kg de K20 /mé,

Foram testadas as seguintes concentracdes de vinhaca: o recomendado para uso
em cultura de cana de acordo com a norma estabelecida pela CETESB e o dobro
simulando o uso abusivo e sem controle da vinhaca em campo.

Aplicando os valores obtidos a partir das andlises fisico-quimicas do solo e da

vinhaga na férmula tem-se:

m? de vinhaca/ha = [(0,05 x 5,34 — 0,14) x 3744 + 185]

0,283
m?® de vinhaca/ha = [(0,127) x 3744 + 185] = 475,488 + 185
0,283 0,283

m? de vinhaca/ha = 660,488
0,283

m® de vinhaca/ha = 2333,87 m?/ha

Para aplicacdo da vinhaca em 1 dms:

1m?® = 1000dm® = 1L

1m* ———1000dm®

2333,87 m® X
X = 2333870 dm’/ha
2.33L 1ha 8 x 10°

y dm
y =0,29163 dm®

Considerando a area, o volume e a densidade dos terrérios, temos:
1dm* ——— 0,29163 dm®

5,0625 dm®* ——— 7

z=1,476 dm® ou 147mL + 2 = 73,5mL de vinhaca/terrério para uma coluna de 5cm

de solo.
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4.5 Vinhaca tratada

A vinhaca tratada foi obtida por meio da adigdo de CaO. A partir das dosagens
estabelecidas para vinhaca bruta na concentracdo de campo e no dobro desta
concentracdo os mesmo valores foram atribuidos para vinhaca tratada. Foram somadas
as dosagens para concentracdo de campo e multiplicada pelas trés réplicas e 0 mesmo
para as dosagens no dobro da concentracdo de campo. No volume total foi adicionada a
cal até que o pH do residuo apresentasse o valor 7,0 e deste volume final foram retiradas
as quantidades calculadas que caberiam a cada terrario. A seguir encontram-se 0S
respectivos célculos:
Volume total de vinhaca na concentracdo de campo: 73,5 mL x 3 (nUmero de
réplicas) = 220,5 mL
Volume total de vinhaca no dobro da concentragdo de campo: 147 mL x 3 (numero
de réplicas) = 441 mL
Volume total de vinhaga: 661,5 mL + 0,516 g de CaO

4.6 Analises fisico-quimicas da vinhaca bruta e do solo

As analises do potencial agrondmico do solo e fisico-quimicas do solo e das
vinhagas, bem como a quantificagédo dos metais (Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn)
foram realizadas por laboratério especializado (Analises Ambientais ASL®).

4.7 Preparacao das amostras de solo para bioensaios com R. padbergi

Para a montagem dos experimentos, a vinhaca bruta e a vinhaca tratada para
ajuste de pH em 7,0 foram distribuidas sobre o solo controle em aquarios de vidro de
dimensGes 20 cm de largura, 25 cm de altura e 45 cm de comprimento. Os bioensaios
foram montados em triplicata e a disposicao foi da seguinte forma:
1. Controle: 5 Kg de solo + 10 diplépodos
2. Vinhaga bruta na concentragdo de campo: 5 Kg de solo + 73,5mL vinhaca bruta + 10
dipl6podos.
3. Vinhagca tratada na concentragdo de campo: 5 Kg de solo + 73,5mL vinhaga tratada +
10 dipl6podos.
4. Vinhaga bruta no dobro da concentragdo de campo: 5 Kg de solo + 147mL vinhaca
bruta + 10 diplopodos.
5. Vinhaca tratada no dobro da concentracdo de campo: 5 Kg de solo + 147mL vinhaga

tratada + 10 diplopodos.
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4.8 Teste de toxicidade em R. padbergi

Apos o término do periodo de 30 dias exposi¢do foram coletados trés individuos
de cada bioensaio, os animais foram anestesiados com éter sulfdrico e dissecados em
placas de petri contendo solucdo fisioldgica para a retirada do intestino médio. Em
seguida, amostras do material foram colocadas em fixadores de acordo com a técnica a

ser aplicada.

4.8.1 Ultraestrutura

Foram realizadas andlises utraestruturais para verificacdo dos efeitos do residuo,
bruto e tratado, nas células que comp&em o intestino médio dos animais.

As amostras do material foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato 0.1M a 4°C por 24 horas, ap6s a fixacdo o material foi transferido para o
tampdo fostato de sédio - PBS (pH 7,4) e armazenado a 4°C para posterior
processamento.

Para a analise ultraestrutural as amostras fixadas foram lavadas em tampéo
cacodilato e pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas. O material foi
novamente lavado no mesmo tampdo, colocado em alcool 10% por 15 minutos e
contrastado com acetato de uranila 2% em alcool 10% por 4 horas. Em seguida, foi feita
uma desidratacdo em série crescente de acetona e submetido a solucdo resina: acetona
(1:1) por 12 horas; o material foi embebido em resina Epon-araldite com catalisador por
24 horas e levado para estufa a 70°C por 24 horas para a polimerizacdo da resina, em
seguida foi seccionado em ultramicrotomo e as grades obtidas foram contrastadas com
acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas ao microscépio eletrénico de
transmissdo Philips CM 100 para posterior documentacao. As alteracdes morfoldgicas
observadas no intestino médio dos animais foram analisadas semi-quantitativamente da
seguinte forma: a partir da juncdo do protocolo de Christofoletti et al. (2016) e de
Kdhler e Triebskorn (1998) foi elaborado um protocolo de anélise para as alteracBes
ultraestruturais encontradas no intestino médio dos diplopodos; os danos celulares
foram classificados de acordo com um fator de importancia e escores de 0 a 6 foram
estabelecidos para classificar as alteracdes ultraestruturais conforme o nivel ou extensao
da alteracé@o observada; os resultados da avaliacdo ultraestrutural semiquantitativa foram
obtidos comparando as alterac@es nos tecidos do intestino médio de individuos expostos
aos solos contaminados com as diferentes concentragdes de vinhaga aos individuos

expostos ao solo controle; a distribuicdo dos dados quanto a normalidade e a
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homogeneidade de variancias foram avaliadas pelos testes de Shapiro Wilk e Levene e
foi realizado Teste de Analise de Variancias (ANOVA) seguido pelo Teste de Dunnett

para comparagdes multiplas dos efeitos entre os diferentes grupos.

4.8.2 Imunomarcacao da proteina de choque térmico HSP70 (Imuno-histoquimica)

Amostras do material fixado em paraformoldeido 4% por 24 horas, foram
desidratadas em série crescente de alcool gelado preparado com tampédo fosfato de
sodio-PBS pH 7,4 (15, 30, 50, 70, 85, 90, e 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. Apds este procedimento, foi feita a embebicdo do material em
parafina liquida (Paraplast), sendo trés trocas de 8 horas cada e inclusdo em parafina
ultra-pura (Paraplast). Posteriormente, o material foi seccionado em sec¢des de 6um
com auxilio do micrétomo; as sec¢des foram entdo hidratadas e recolhidas em laminas
apropriadas para imuno-histoquimica (Immunoslide, Ref. EP-51-30185).

Para a realizacdo da imuno-histoquimica, foi seguido um protocolo adaptado
proposto por Coelho et al. (2017). Para marcacdo da HSP70 foi utilizado o anticorpo
primario (monoclonal anti heat shock protein 70 - HSP70 produzido em mouse, Sigma)
e, em seguida, 0 anticorpo secundéario (anti mouse IgG molécula inteira) conjugado com
fosfatase alcalina. Para a revelagdo da imunomarcacdo foi utilizado o Kit Dako
EnVision™ G|2 System/AP Rabbit/Mouse (Permanent Red).

O material foi fotografado e analisado no programa Image J e a partir destas

analises os testes estatisticos foram realizados pelo programa Sigma Plot 13.

4.8.3 Método de TUNEL - Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labeling ((Imuno-histoquimica)

As amostras do material foram colocadas em fixador (paraformoldeido 4%) por
24 horas e posteriormente em tampao fosfato de sddio-PBS pH 7,4; os materiais foram
incluido em agarose e posteriormente seccionado num vibratomo.

Para aplicagdo da técnica de TUNEL foi seguido o protocolo do Kit AP “In Situ
Cell Death Detection” (Roche). Os cortes adquiridos em [aminas foram recobertos com
solugdo de proteinase K (20 pg/mL em 100mL Tris-HCI, pH 7,5), por 15 minutos, a
temperatura ambiente e cAmara Umida (caixa especifica que protege as ldaminas da luz e
contém algoddo com agua destilada, o que impede os cortes de secarem). Em seguida,

lavados em quatro banhos de PBS para retirar o excesso do reagente anterior, de 2
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minutos cada. Posteriormente foram colocados 50 uL da solucdo de Tunel, de acordo
com o protocolo do kit, sobre as secgdes histoldgicas tratadas, enquanto que a seccao
controle recebeu 50 pulL da solugdo 1, que contem no kit, sem a enzima. As secc¢des
foram mantidas em camara Umida por 60 minutos a 37°C e posteriormente lavadas 3
vezes em PBS, 2 minutos cada troca; em seguida as laminas foram entdo montadas com
Prolong® Diamond Antifade (Molecular Probes).

Para a realizagdo desta técnica foram feitos controles positivos e negativos. Nos
controles positivos foi adicionada a DNase, que tem a funcdo de realizar a quebra
“forgada” do DNA, para que ocorra marcacao, mesmo que nao haja morte celular neste
tecido. Neste controle, a DNase € a adicionada e o protocolo normal do Tunel é seguido
com as aplicacbes dos anticorpos. JA no controle negativo € adicionado apenas o
anticorpo sem a enzima, pois dessa forma testariamos o Kit para verificar sua
viabilidade e funcionalidade.

A marcacéo foi visualizada no Centro de Microscopia Eletronica da UNESP de
Rio Claro-SP por meio de um microscopio confocal de varredura a laser (Leica TCS-
SP5 I1); para a aquisi¢do das imagens foi utilizado o software Leica Application Suite-
AF. As laminas foram fotografadas com os mesmos parametros, sendo eles: Smart
Gain: 1141.0 V; Smart Offset: 0,2%; Pinholi: 67.97; Line: 8; Frame: 2; Resolugéo:
1024x1024; Velocidade: 40Hz; Lazer 14% Standy; NUmero de steps: 5 e Z-volume =
25um. As marcagGes nos tecidos foram analisadas estatisticamente pelo programa
Sigma Plot 13.

Foi realizada como técnica auxiliar a marcacdo da actina-F e do nucleo com
intuito de melhor estabelecimento da arquitetura tecidual no microscépio confocal de
varredura a laser, uma vez que, forneceu o delineamento do intestino médio, facilitando
a posterior analise pelo método de TUNEL. Para realizacdo desta técnica as amostras do
material foram colocadas em fixador paraformoldeido 4% por 4 horas e posteriormente
em tampdo fosfato de sodio-PBS pH 7,4; os materiais foram incluido em agarose e
posteriormente seccionado num vibratomo. Os cortes foram permeabilizados com 0,2%
de Triton X-100 (Sigma) e posteriormente lavados em PBS. Os cortes foram, entéo,
incubados por 30 minutos com faloidina conjugada com Alexa 488 (Molecular Probes),
soro normal de cabra (Vector) e PBS. Os ndcleos foram marcados com DAPI (4',6'-
diamino-2-fenilindol, Molecular Probes) e as laminas foram montadas utilizando o

Prolong® Diamond Antifade (Molecular Probes).
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As laminas foram analisadas e fotografadas seguindo os mesmos parametros:
(laser Argonio=10%, A=488 nm, Gain=957.0 V, Offset=-1.9%, Pinhole=53.64 um),
DAPI (laser diodo=10%, A=405 nm, Gain=730.0 V, Offset=-1.0%, Pinhole=67.90 um).
Como as marcacdes da actina-F e do nucleo foram realizadas para simples conferéncia
da estruturacdo do intestino médio e facilitar a localizagdo das marcacdes encontradas

no teste de TUNEL as imagens obtidas ndo foram analisadas estatisticamente.

4.9 Teste de fuga com E. andrei e F. candida

Ambos os testes foram realizados no Laboratdrio de Ecologia e Ecotoxicologia
de Solo do Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra. Os testes
de fuga com E. andrei foram realizados de acordo com o protocolo da 1SO-17512-1
(2008); cinco réplicas por combinacdo dos tratamentos (sete para vinhaca bruta e sete
para vinhaca tratada) e controle duplo, foram realizadas em recipientes plasticos de
dimensGes 20 cm de comprimento, 12 cm de largura e 5 cm de altura; os recipientes
foram divididos em duas partes utilizando uma divisoria de plastico introduzida
verticalmente. Em um dos lados foi adicionado solo com vinhaca e no outro lado o
mesmo peso de solo controle. A divisdria foi removida e 10 espécimes adultos de E.
andrei foram colocadas sobre a linha de separacdo dos dois compartimentos. Os
recipientes foram fechados com tampas perfuradas para permitir a circulacdo de ar; os
animais ndo foram alimentados durante o teste e, apos 48h, o numero de individuos
presentes em cada compartimento foi registrado para posterior analise estatistica.

A porcentagem de concentracdo de vinhaga para cada uma das sete combinagdes
foram obtidas a partir do valor da capacidade méaxima de retengdo de agua do solo
(WHC) utilizado no experimento. O solo artificial aqui empregado apresentou uma
WHC de 70,8%. De acordo com a I1SO deve-se utilizar valores entre 40 e 60% da WHC;
neste trabalho foi utilizado 60%, logo os calculos sdo baseados em 60% de 70,8
resultando em 42,48% de retencdo maxima de agua no solo, esse valor foi aplicado
tanto nos testes de fuga, quanto para os testes de reproducao.

Os testes foram montados da seguinte forma (Tabela 2):



Tabela 2. Distribuicdo das amostras de vinhaca bruta/tratada, solo e agua no teste de fuga com E. andrei.
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Combinagdes Réplicas Porcentagem de Volume de Vinhaca Agua —diluicdo  Solototal ~ Solo/compartimento
Vinhaca bruta/tratada  bruta/tratada (mL) (9) (9) (9)
Co Co 8 0% 0 1062,0 2500 356,2
Co C1 5 1% 9,2 543,0 1300 356,2
Co C2 5 5% 46,0 506,2 1300 356,2
Co C3 5 10 % 92,0 460,2 1300 356,2
Co C4 5 20 % 184,1 368,2 1300 356,2
Co C5 5 30 % 276,1 276,1 1300 356,2
Co C6 5 40 % 368,2 184,1 1300 356,2
Co C7 5 60 % 552,2 0 1300 356,2

CO0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentracdo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada; C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C3 - Solo com 10% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhaca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada.
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Os testes de fuga com a espécie F. candida foram realizados seguindo os
procedimentos descritos no protocolo 1SO: 17512-2 (2011); seguiu-se 0 mMesmo
principio dos testes de fuga com minhocas, porém os recipientes possuiam dimensoes
7cm de didmetro e 6¢cm de altura.

As combinacdes testadas foram as mesmas utilizadas no teste com as minhocas,
porém os céalculos diferiram nas quantidades de solo e de vinhaga (bruta/tratada)
utilizados; cinco repeti¢cGes foram utilizadas para cada combinacdo; apds a adicdo dos
solos com vinhaca, (bruta/tratada de acordo com os tratamentos estabelecidos), nos
compartimentos, a divisoria de plastico foi removida e foram introduzidos 20
colémbolos com 10 a 12 dias de idade (provenientes de culturas sincronizadas) sobre a
linha de separagéo entre os dois lados.

Os recipientes foram fechados com tampas transparentes perfuradas. Os animais
ndo foram alimentados durante o teste. Ao fim de 48h, o conteudo de cada
compartimento foi transferido para outro recipiente onde se adicionou agua e algumas
gotas de tinta nanquim azul para aumentar o contraste e facilitar a contagem dos
colémbolos que estavam sobre a agua. Em seguida, o nimero de individuos presente em
cada compartimento foi contabilizado e tal como para as minhocas os valores foram
registrados para posterior analise estatistica. Os valores utilizados para montagem do
experimento foram os seguintes (Tabela 3):



Tabela 3. Distribuigdo das amostras de vinhaca bruta/tratada, solo e agua no teste de fuga com F. candida.
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Combinagdes Réplicas Porcentagem de Volume de Vinhaca Agua —diluicdo  Solototal  Solo/compartimento
Vinhaca bruta/tratada  bruta/tratada (mL) (9) (9) (9)

Co Co 8 0% 0 1028,0 2420 42,7

Co C1 5 1% 1,2 71,0 170 42,7

Co C2 5 5% 6,0 66,2 170 42,7

Co C3 5 10 % 12,0 60,2 170 42,7

Co C4 5 20 % 24,1 48,1 170 42,7

Co C5 5 30 % 36,1 36,1 170 42,7

Co C6 5 40 % 48,1 24,1 170 42,7

Co C7 5 60 % 72,2 0 170 42,7

CO0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentracdo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada; C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C3 - Solo com 10% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhaca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada.
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4.10 Testes de reproducdo com E. andrei, E. crypticus e F. candida

Ambos os testes foram realizados no Laboratério de Ecologia e Ecotoxicologia
de Solo do Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra. Os ensaios
de reproducdo com E. andrei foram realizados de acordo com o protocolo proposto na
ISO - 11268 9 (2011). Para montagem dos testes foram utilizados recipientes de vidro
de dimensdes 8cm de didmetro e 16cm de altura, onde foram colocados solo preparado
com vinhaca (bruta/tratada) de acordo com os tratamentos estabelecidos; 10 minhocas
adultas (com clitelo aparente) previamente aclimatadas em solo controle durante 24h
foram lavadas com agua, pesadas e inseridas em cada unidade experimental. Os
recipientes foram fechados com tampas perfuradas e cada réplica foi alimentada com
estrume de vaca (5 g por réplica) durante as primeiras 4 semanas do teste. Utilizaram-se
quatro réplicas por concentracao e o ensaio teve duracdo total de 56 dias.

Apds decorrido 28 dias do inicio do teste, as minhocas adultas foram removidas
e ndo foi mais colocado alimento no teste até o final do experimento . Ao término de 56
dias, os recipientes foram colocados em banho-maria numa temperatura de 60 £ 5 °C,
por aproximadamente 30 minutos com o intuito de forcar o deslocamento dos juvenis
para a superficie do solo, facilitando deste modo, a contagem dos animais. O registro da
contagem foi analisado estatisticamente.

As disposicdes da quantidade de solo e dos residuos em cada réplica foram da

seguinte forma (Tabela 4):
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Tabela 4. Distribui¢do das amostras de vinhaga bruta/tratada, solo e dgua no teste de reprodugdo com E. andrei.

Tratamento Réplicas Porcentagem de Volume de Vinhaca Agua—diluicio  Solototal ~ Solo/réplica
Vinhaca bruta/tratada  bruta/tratada (mL) (9) (9) (9)
Co 4 0% 0 879,3 2070 712,4
C1l 4 1% 14,7 864,7 2070 712,4
C2 4 5% 73,3 806,1 2070 712,4
C3 4 10 % 146,6 732,8 2070 712,4
C4 4 20 % 293,1 586,2 2070 712,4
C5 4 30 % 439,7 439,7 2070 712,4
C6 4 40 % 586,2 293,1 2070 712,4
C7 4 60 % 879,3 0 2070 712,4

CO0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentracdo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada; C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou
vinhagca tratada; C3 - Solo com 10% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20% concentracdo de vinhaca bruta ou
vinhagca tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhaca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada.
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Os testes de reproducdo com E. crypticus foram realizados de acordo com o
protocolo proposto na 1SO-16387 (2013). Para a montagem dos testes foram utilizados
recipientes de vidro de dimensfes 5cm de didametro e 9cm de altura; 10 individuos
adultos clitelados foram inseridos nos recipientes contendo solo com vinhaca
(bruta/tratada) de acordo com os tratamentos estabelecidos. Os testes foram alimentados
semanalmente com flocos de aveia moidos e os recipientes foram fechados
hermeticamente. Semanalmente, os frascos foram abertos, de modo a permitir trocas
gasosas e realizada a reposicdo umidade do solo. Foram realizadas cinco réplicas para
cada tratamento (vinhaca bruta/tratada) mais uma réplica sem animal e oito réplicas para
os controles mais uma réplica sem animal. A duracdo do teste foi de 28 dias e ao
término deste periodo foi realizada a desmontagem do teste, onde foram adicionados em
cada réplica alcool 80% e corante Rosa de Bengala 1%, as réplicas foram mantidas
nestas solucdes por no minimo 12 horas para que pudesse ser iniciada a contagem dos
animais. O registro da contagem foi analisado estatisticamente.

As disposi¢des da quantidade de solo e dos residuos em cada réplica foram da

seguinte forma (Tabela 5):



Tabela 5. Distribui¢do das amostras de vinhaga bruta/tratada, solo e &gua no teste de reproducéo com E. crypticus.

Tratamento Réplicas Porcentagem de Volume de Vinhaca Agua—diluicio  Solototal ~ Solo/réplica
Vinhaca bruta/tratada  bruta/tratada (mL) (9) (9) (9)
Co 9 0% 0 97,7 230 28,5
Cl 6 1% 1,2 71,0 170 28,5
C2 6 5% 6,0 66,2 170 28,5
C3 6 10 % 12,0 60,2 170 28,5
C4 6 20 % 24,1 48,1 170 28,5
C5 6 30 % 36,1 36,1 170 28,5
C6 6 40 % 48,1 24,1 170 28,5
C7 6 60 % 72,2 0 170 28,5

CO0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentracdo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada; C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou
vinhaca tratada; C3 - Solo com 10% concentra¢do de vinhaga bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20% concentragdo de vinhaca bruta ou
vinhagca tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada.
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Os testes de reproducdo com F. candida foram realizados de acordo com
protocolo proposto na ISO - 11267 (1999). Para a montagem dos testes foram utilizados
recipientes de vidro de dimensfes 5cm de didmetro e 9cm de altura; 10 colémbolos
adultos, com idades entre 10 e 12 dias (provenientes de culturas sincronizadas), foram
introduzidos em cada unidade experimental e o0s recipientes foram fechados
hermeticamente. O teste foi alimentado com levedura granulada seca (fermento
bioldgico) no inicio do teste e apds decorrido 14 dias; semanalmente, 0s recipientes
foram abertos para permitir trocas gasosas. Foram realizadas cinco réplicas por
tratamento mais uma réplica sem animal. Decorrido 28 dias os testes foram
desmontados; o solo de cada réplica foi despejado em outro recipiente onde foram
adicionadas &gua e tinta nanquim azul para aumentar o contraste e assim facilitar a
contagem dos juvenis. Cada réplica foi fotografada para posteriormente contagem no
programa Image J. O registro das contagens dos animais foi analisado estatisticamente.
As disposicOes da quantidade de solo e dos residuos em cada réplica foram da seguinte
forma (Tabela 6):



Tabela 6. Distribuicdo das amostras de vinhaga bruta/tratada, solo e 4gua no teste de reproducéo com F. candida.

Tratamento Réplicas Porcentagem de Volume de Vinhaca Agua—diluicio  Solototal ~ Solo/réplica

Vinhaca bruta/tratada  bruta/tratada (mL) (9) (9) (9)
Co 6 0% 0 80,7 190 30
Cl 6 1% 1,3 79,4 190 30
C2 6 5% 6,7 74,0 190 30
C3 6 10 % 13,5 67,3 190 30
C4 6 20 % 26,9 53,8 190 30
C5 6 30 % 40,4 40,4 190 30
C6 6 40 % 53,8 26,9 190 30
C7 6 60 % 80,7 0 190 30

CO0 - Solo controle; C1 - Solo com 1% concentracdo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada; C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou
vinhagca tratada; C3 - Solo com 10% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20% concentracdo de vinhaca bruta ou
vinhagca tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhaca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada.
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5. RESULTADOS
Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de artigos cientificos

0s quais serdo submetidos as revistas especializadas na area.

- ARTIGO 1: Vinhaca de cana-de-agUcar tratada para ajuste em pH neutro revela

baixa toxicidade em biondicador de solo

- ARTIGO 2: Neutralizacao de pH da vinhaca de cana-de-agUcar gera diminuicéo

de processos de estresse e morte celular em representantes da fauna edéfica

- ARTIGO 3: Avaliacdo ecotoxicoldgica da influéncia da vinhaca da cana-de-
acucar bruta e apés ajuste de pH em organismos do solo por meio de testes

certificados pela 1ISO
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Resumo

Uma das principais destinacdes finais da vinhaca de cana-de-agucar tem sido a
fertirrigacdo. Para que essa prética fosse executada da melhor forma, normas para um
uso adequado foram desenvolvidas com o intuito de se respeitar as caracteristicas e 0s
limites do solo para o recebimento deste residuo; inumeros beneficios foram relatados
sobre a utilizacdo da vinhaga como fertilizante para as culturas que a recebem, no
entanto, pesquisas revelaram que a vinhaca ocasiona prejuizos aos representantes da
fauna. Diante da ampla utilizacdo da vinhaca nos cultivos este trabalho propbs o
tratamento do residuo com cal (CaO) para ajuste de seu pH em 7,0 (neutro), na tentativa
de diminuir sua toxicidade para posterior uso no solo, uma vez que, um dos grandes
problemas apresentados pela vinhaga é seu pH &cido. Para tanto ,foram utilizados como
organismos biondicadores, diplépodos da espécie Rhinocricus padbergi, animais bem
estabelecidos para testes ecotoxicoldgicos de solo. Os testes foram compostos de cinco
grupos: 1. Grupo controle (animais expostos somente ao solo); 2. Grupo de animais
expostos ao residuo em sua forma bruta (na concentracdo estabelecida pela Norma da
CETESB); 3. Grupo exposto ao dobro desta mesma concentracdo, simulando uma
situacdo de super dosagem; 4. Grupo exposto ao residuo tratado com cal com pH
ajustado para o valor 7,0 (na concentracdo estabelecida pela Norma da CETESB); 5.
Grupo exposto ao dobro desta Gltima concentracdo. O tempo de exposicdo adotado foi
30 dias; decorrido este periodo os animais foram dissecados para retirada do intestino
médio, o qual foi processado para analise em microscopia eletrdnica de transmissdo. Os
animais expostos ao grupo controle apresentaram o intestino médio com integridade
morfolégica. Os animais expostos a vinhaca bruta, tanto na concentracdo estabelecida,
quanto ao dobro desta, apresentaram diversas alteracbes morfoldgicas nas células do
intestino médio. Os animais expostos a vinhaca tratada, tanto na concentracao
estabelecida, quanto o dobro de seu valor, apresentaram a morfologia do intestino médio
com menos danos celulares quando comparados aos expostos a vinhaga bruta, atestando
que o tratamento da vinhaca para ajuste de pH em nivel neutro, representa uma

alternativa vidvel para a utilizacao do residuo como fertilizante.

Palavras-chaves: Toxicidade terrestre; Residuo agroindrustrial, MET; Milipede.
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1. Introducéo

A cana-de-acucar no Brasil representa fator de destaque na economia do pais;
seu cultivo ocupa atualmente uma &rea de 10 milhdes de hectares, principalmente nas
regidbes Sudeste e Nordeste (UNICA, 2018) e diante dessa expansdao do setor
sucroalcooleiro é inevitavel a preocupacdo com o volume de residuos gerados, dentre 0s
quais se destaca a vinhaca, subproduto da produgéo do etanol, visto que, para cada litro
de &lcool séo produzidos de 10 a 18 de vinhaca. Este liquido residual gerado a partir da
calda de destilacdo do licor de fermentacdo do alcool de cana-de-agUcar apresenta
coloracgdo castanho-escuro, odor incbmodo aos humanos, alto contetudo organico (COD:
50-150 gL-1), além de ser geralmente acido (pH: 3,5-5) (SILVA et al., 2017; NOCELLI
etal., 2017; CHRISTOFOLETTI et al., 2017).

Apo0s grandes quantidades de vinhaga langadas em corpos d’agua terem causado
graves problemas de poluicdo, foi instituido em 1978 no Brasil uma Portaria do
Ministério do Estado do Interior (n. 323, de 1978), o qual proibiu o langcamento direto
de vinhaca em qualquer corpo hidrico pelas destilarias de alcool instaladas no pais
(DEMATTE et al., 2004). Em virtude disso, surgiram as alternativas de reciclar a
vinhaca por meio de processos de fermentacdo, fertirrigacdo, concentracdo por
evaporacdo, aproveitamento da mesma na producdo de leveduras, uso na producdo de
energia, além das propostas de tratamento da vinhaca com cal hidratada (Ca (OHy)) e
bicarbonato de so6dio (NaHCO3), com as finalidades de neutralizar a acidez, bem como a
utilizacdo como matéria-prima para ragdo animal (ROBERTIELLO, 1982; DOLL;
FORESTI, 2010).

No entanto, a vinhaca apresenta caracteristicas antagénicas, na medida em que
pode ser benéfica proporcionando resultados positivos nas culturas, aumentando a
fertilidade do solo, pode também ocasionar situacGes de desbalanceamento nos
compostos presentes no mesmo. As elevadas concentracdes de nitrato, potassio e
matéria organica podem alterar as caracteristicas do solo proporcionando modificacGes
em suas propriedades quimicas e favorecendo o aumento da disponibilidade de alguns
elementos para as plantas. Por outro lado, a vinhaca também pode promover
modifica¢Oes das propriedades fisicas do solo ocasionando elevacdo da capacidade de
infiltracdo da agua com consequente aumento da probabilidade de lixiviagdo de ions,
contaminando aguas subterraneas quando em concentracfes elevadas. Pode também
promover dispersdo de particulas do solo, com reducdo da sua taxa de infiltracdo de

agua e elevacdo do escoamento superficial, com possivel contaminacdo de &guas
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superficiais (MEDEIROS et al., 2003; SILVA et al., 2007; BARROS et al., 2010). Por
essa razdo a Norma Tecnica P4.231 (Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental, 2015) estabelece o0s critérios e 0s procedimentos para aplicacdo adequada da
vinhaca ao solo, levando em consideracdo varios parametros fisico-quimicos e de
potencial agrondmico do solo.

Vale ressaltar que, mesmo com o estabelecimento de normas que conduzem a
uma utilizacdo segura deste residuo, inimeros estudos demonstram que a utilizacdo da
vinhaca na fertirrigacdo apresentou ndo so6 vantagens do ponto de vista econdmico e
com melhorias nos cultivos, mas, sobretudo desvantagens quando se trata dos efeitos e
impactos gerados em diferentes organismos bioindicadores (SILVA et al., 2007; LYRA,
2003; 2008; CHRISTOFOLETTI et al., 2013; 2016; PEDRO-ESCHER et al. 2014;
2016; GARCIA et al., 2017; COELHO et al., 2017; SOUZA et al., 2017).

O estreito contato com solo faz de alguns grupos taxonémicos de invertebrados
excelentes biondicadores da qualidade do solo, tais como, Isopoda, Collembola,
Oligochaeta e Diplopoda (NATAL-DA-LUZ et al., 2004; SOCHOVA et al., 2006;
FONTANETTI et al.,, 2011; 2012). Os diplépodos sdo animais cosmopolitas que
colonizam camadas de solo em diferentes extensGes, participam de processo de
formagéo do solo e atuam como decompositores revolvendo o solo onde se encontram;
diante dessas caracteristicas e das respostas bioldgicas que fornecem representam
excelentes biondicadores de solo (PETERSEN, LUXTON, 1982; FONTANETTI etal.,
2011; 2012; SOUZA et al., 2014).

Como o processo de calagem é comumente executado nas culturas de cana-de-
acUcar para promover neutralizagdo de AI**, elevacéo do pH, fornecimento de Ca* e
Mg*2, que consequentemente possibilitam a proliferacdo das raizes e as tornam
resistentes mesmo em periodos de seca, por esta razdo justifica-se a utilizacdo da cal
para neutralizacdo do pH da vinhaca.

O objetivo deste trabalho foi verificar se o tratamento da vinhaca de cana-de-
acucar com a finalidade de neutralizar seu pH (7,0) diminui sua toxicidade, expondo
animais bioindicadores & concentracbes do residuo a partir da Norma Técnica
P4.231estabelecida pela Companhia de Tecnologia de Saneamento do Estado de Sao
Paulo (CETESB), comparando os resultados obtidos com os de animais expostos a
vinhaca bruta. A proposta da pesquisa foi oferecer evidéncias que o tratamento por
ajuste de pH torne o residuo vidvel ndo sé economicamente, mas também

ambientalmente.
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2. Material e métodos
2.1 Solo

O solo utilizado para os bioensaios, classificado como latossolo (OLIVEIRA,
1999), foi coletado no local onde diplopodos foram obtidos (campus da Universidade
Estadual Paulista — UNESP — Rio Claro) (22° 24' 36'S/ 47° 33' 36" W), Sé&o Paulo,
Brasil. A amostras de solo, utilizadas tanto para o controle quanto para a mistura com o
residuo, foram coletadas a uma profundidade de 20 cm; o solo foi previamente seco a

temperatura ambiente, peneirado com uma de tela de 4 mm e analisado quimicamente.

2.2 Vinhaca de cana-de-agucar

O residuo foi coletado em usina localizada no interior do estado de S&o Paulo,
Brasil. O efluente foi submetido a analises fisico-quimicas e mantido em camara fria a
4°C ate a montagem dos experimentos.

A aplicacdo da vinhaca bruta (com caracteristicas fisico-quimicas mantidas
desde a coleta na usina), bem como da vinhagca tratada para ajuste de pH (com adi¢éo de
CaO até que o pH atingisse o valor 7,0) simulou a situacdo de fertirrigacdo empregada
nas culturas aplicadas a partir de concentragfes segundo legislagédo vigente (CETESB
P4.231, 2015).

2.3 Caracterizagdo quimica das amostras

As analises, quimica e fisico-quimica, das amostras de solo e das amostras de
vinhaca foram realizadas pelo laboratério ASL Anédlise Ambiental (Rio Claro, S&o
Paulo, Brasil).

A caracterizacdo de amostras de solo foi baseada em macronutrientes e
micronutrientes (P, K, Ca, Mg, Al), matéria organica, pH, capacidade de troca catidnica
(CTC), porcentagem de saturacdo de base e saturacdo de aluminio.

A caracterizacdo de amostras de vinhaca foi baseada no conteddo de
oligoelementos (Al, Sh, As, Ba, B, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg, Mo, Ni, Ag, Se, V,
Zn), no potencial agronémico (carbono organico, condutividade elétrica, nitrito,
nitrogénio, nitrogénio Kjeldahl, nitrogénio amoniacal, sodio total, potassio total, calcio
total, magnésio total 0xido de potéssio, sélidos suspensos totais) e DQO (Demanda

Quimica de Oxigénio) e DBO (Demanda Biol6gica de Oxigénio).
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2.4 Calculo para aplicacdo da vinhaca no solo (Norma Técnica — CETESB —
P4.231)

Para calcular a dosagem adequada de vinhaca a ser aplicada no solo foram
necessarias as analises fisico-quimicas da mesma e do potencial agronémico do solo,
juntamente com os critérios e procedimentos para aplicacdo da vinhaca no solo agricola
estabelecidos pela Norma Técnica P4.231 da Companhia de Tecnologia de Saneamento
do Estado de S&o Paulo (CETESB, 2015), agéncia governamental responsavel pela
fiscalizacdo de atividades poluidoras no estado de Sdo Paulo, Brasil. Neste estudo foi
discriminado o termo ‘“concentragao de campo” para dosagem de vinhaga estipulada

pela norma.

2.4 Material biologico

Foram utilizados como organismo-teste, individuos adultos da espécie
Rhinocricus padbergi. Os espécimes foram coletados no campus da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro, (22° 24' 36'S/ 47° 33' 36' W) S&o Paulo, Brasil.
Os animais foram previamente aclimatados em laboratério por 30 dias em terrario
contendo como substrato terra oriunda do local de coleta, temperatura de + 23° C e

fotoperiodo controlado 12 horas claro/12 horas escuro.

2.6 Bioensaios com R. padbergi

Para a montagem dos experimentos foram utilizados 15 terrarios de dimensdes
20 cm de largura, 25 cm de altura e 45 cm de comprimento, nos quais foram colocados
5 Kg de solo em cada. Os bioensaios foram montados em triplicata de acordo com 0s
tratamentos propostos e em conformidade com a Norma P4.231 (CETESB, 2015),

organizados da seguinte forma:

1. Solo Controle: 5 Kg de solo + 10 diplépodos.

2. Vinhacga bruta na concentracao de campo: 5 Kg de solo + 73,5 mL de vinhaca
bruta + 10 dipl6podos.

3. Vinhaga bruta no dobro da concentracdo de campo: 5 Kg de solo + 147 mL de
vinhaca bruta + 10 diplopodos.

4. Vinhaca tratada (pH neutro) na concentracdo de campo: 5 Kg de solo + 73,5 mL

de vinhaca tratada + 10 dipl6podos.
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5. Vinhaca tratada (pH neutro) no dobro da concentracéo de campo: 5 Kg de solo

+ 147 mL de vinhaga tratada + 10 diplopodos.

2.7 Dissec¢do dos animais

Decorrido o periodo de 30 dias de exposi¢cdo dos animais aos residuos foram
coletados trés individuos de cada tratamento; os animais foram anestesiados com éter
sulfarico e dissecados em placas de petri contendo solugdo fisioldgica; o intestino
médio foi retirado e as amostras do material foram previamente limpas; pequenos
fragmentos do intestino medio foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampédo
cacodilato 0.1M a 4°C por 24 horas, apds a fixacdo o material foi transferido para o
tampao fostato de sodio (pH 7,4) e armazenado a 4°C para posterior processamento.

2.8 Ultraestrutura

Para a analise ultraestrutural as amostras fixadas foram lavadas em tampéo
cacodilato e poés-fixados em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas. O material foi
novamente lavado no mesmo tampdo, colocado em alcool 10% por 15 minutos e
contrastado com acetato de uranila 2% em alcool 10% por 4 horas. Em seguida, foi feita
uma desidratacdo em série crescente de acetona e submetido a solucdo resina: acetona
(1:1) por 12 horas; o material foi embebido em resina Epon-araldite com catalisador por
24 horas e levado para estufa a 70°C por 24 horas para a polimerizacdo da resina, em
seguida foi seccionado em ultramicrétomo e as grades obtidas foram contrastadas com
acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas ao microscépio eletrénico de
transmisséo Philips CM 100 para posterior documentacao.

2.9 Analises dos resultados

A ultraestrutura do intestino médio dos diplédodos expostos a vinhaca bruta e
tratada para ajuste de pH (ambas na concentracdo de campo e no dobro desta mesma
concentracdo), foi descrita qualitativamente e as alteracdes morfolégicas observadas
foram analisadas semi-quantitativamente para cada diplépodo. O protocolo para tais
alteracdes foi proposto por Christofoletti et al. (2016), o qual propde as seguintes
classificagbes: (1) patologia de importancia minima, ou seja, alteragfes morfologicas
facilmente reversiveis quando expostos a agentes estressantes; (2) patologia de
importancia moderada, a lesdo do tecido é reversivel, na maioria dos casos, quando o

agente estressor é neutralizado; (3) patologia de importancia acentuada, onde a alteracéo
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geralmente € irreversivel, resultando na perda parcial ou total da funcdo do orgéo.
Juntamente com estas classificaces foram adicionados critérios do protocolo
estabelecido por Kohler e Triebskorn (1998), que propuseram que as alteragdes devem
ser classificadas de acordo com trés categorias (estado de controle; compensacao/reacdo
e ndo compensacdo/destruicdo) e que para cada seccdo do tecido analisado deve-se
examinar um minimo de cinco células, resultando num ndmero de quinze células
investigadas por réplica.

A adequacéo dos protocolos para avaliacdo da toxicidade da vinhaca de cana-de-
acucar foi investigada por meio dos impactos ultraestruturais que este residuo provocou
nos tecidos do intestino médio dos diplopodos (regido de tubo digestorio responsavel
pela maior parte da digestdo destes animais) expostos aos tratamentos descritos
anteriormente.

A tabela 1 traz as classificacdes para 0s danos investigados no presente trabalho,
bem como o fator de importancia atribuido para cada dano observado no intestino
médio dos animais.

Escores de 0 a 6 foram utilizados para classificar o exame das alteragdes
ultraestruturais dependendo do nivel ou extensdo da alteracdo: (0) inalterada; (2)
pequena alteracdo; (4) alteracdo moderada e (6) alteracdo grave. Escores intermediarios
também foram utilizados. Os escores (a) foram multiplicados pelo fator de importancia
de cada alteracdo (w) para definir um indice de dano (1) por individuo. Os resultados da
avaliacdo ultraestrutural semiquantitativa foram obtidos comparando as alteracées nos
tecidos do intestino médio de individuos expostos aos solos contaminados com as
diferentes concentra¢des de vinhaca aos individuos expostos ao solo controle.

A distribuicdo dos dados quanto a normalidade e a homogeneidade de variancias
foram avaliadas pelos testes de Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. De modo a
néo violar o pressuposto de homogeneidade de variancias para a aplicacdo de um teste
paramétrico, os dados foram transformados por meio dos valores de raiz quadrada.
Realizou-se entdo com o Teste de Analise de Variancias (ANOVA) um critério, seguido
pelo Teste de Dunnett para comparagdes multiplas dos efeitos entre os diferentes

grupos.

3. Resultados

3.1 Analises quimicas das amostras
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Os valores sobre o potencial agronémico e fertilidade do solo, os quais sdo
fundamentais para os célculos de aplicacdo do residuo no solo de acordo com a
legislacdo brasileira encontram-se na tabela 2. Na tabela 3 sdo apresentadas as anélises
fisico-quimicas e de metais das amostras de solo e de vinhaga. Os valores de DBO e
DQO séo considerados altos, demonstrando grande quantidade de matéria organica; o
pH apresenta valor baixo, confirmando a acidez do residuo e as quantidades de metais
néo se apresentaram significativas de acordo com a legislagéo que prevé as quantidades
desses elementos no solo (VALORES ORIENTADORES PARA SOLO E AGUA
SUBTERRANEA NO ESTADO DE SAO PAULO, 2016).

3.2 Ultraestrutura
3.2.1 Grupo controle

A anélise ultraestrutural do intestino médio dos animais do grupo controle
demonstrou-se de acordo com o padrdo descrito para espécie R. padbergi
(FONTANETTI et al.,, 2015). O epitélio apresentou células absortivas (também
chamadas de células principais), dotadas de microvilosidades integras e nucleos
integros; o citoplasma destas células apresentou-se eletrondenso com mitocondrias
alongadas, localizadas preferencialmente na regido apical, grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso e esferocristais (Fig. Al). Abaixo do epitélio as células
hepéticas apresentaram o0s nucleos integros e citoplasma eletronlicido e heterogéneo,
com poucos Vvacuolos autofagicos de contetdo eletreondensso; o material intercelular
estava preservado com presenca de traqueiolas, as quais sdo comumente observadas no

6rgdo sadio (Fig. A2).

3.2.2 Grupo exposto a vinhaca bruta — concentracdo de campo

As células epiteliais observadas neste grupo apresentaram poucas alteracdes. As
microvilosidades apresentaram diminui¢cdo no tamanho e na presenca ao longo do
epitélio (seta na Fig. A3); o citoplasma apresentou grande quantidade reticulo
endoplasmatico rugoso exibindo um arranjo mielinico, onde as cisternas estavam
dispostas de maneira concéntrica, e que em algumas células promoveram a altera¢éo da
morfologia do ndcleo (Fig. A3). Também se observou dilatacdo e degranulacdo das
cisternas do RER (setas na Fig. A4). Observou-se aumento dos espacos intercelulares
entre as células absortivas (setas na Fig. A5). Houve perda da integridade das

membranas das células hepéticas e condensacdo do citoplasma, resultando em um
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citoplasma eletrondenso (Fig. A6). Todas as alteragdes foram estatisticamente
significativas em relagdo ao grupo controle (Tabela 4).
3.2.3 Grupo exposto a vinhaca bruta — dobro da concentragdo de campo

A andlise do intestino médio deste grupo revelou alteracdes morfologicas mais
acentuadas, quando comparadas ao tratamento anterior.

No epitélio foram observadas reducéo (Fig. B1) e em alguns pontos perda total
das microvilosidades (Fig. B2) das células absortivas; aumento de liberacdo de
vesiculas de secrecdo com contetdo heterogéneo pelas microvilosidades em toda
extensdo do epitélio (Fig. B3 e detalhe); alteracdo do conteGdo citoplasmatico das
células absortivas (Fig. B2); aumento no nimero de dilatacdo e degranulacdo das
cisternas do RER (Fig. B4). Em parte do material a regido epitelial apresentou
desprendimento celular; houve perda da integridade citoplasmatica das células epiteliais
(citoplasma completamente danificado), bem como perda da adesédo intercelular (setas
na Fig. B1) indicativo do processo de morte celular. A camada de células hepéticas
apresentou-se bastante danificada, com perda da integridade do nucleo e do citoplasma,
bem como das membranas citoplasmaticas revelando alteracdo do conteddo
citoplasmatico (Fig. B5). Todas as alteracbes foram estatisticamente significativas em

relagdo ao grupo controle (Tabela 4).

3.2.4 Grupo exposto a vinhaca tratada — concentracéo de campo

Observou-se que ndo houve danos celulares comparando aos tratamentos
anteriores. As células epiteliais mantiveram a integridade morfoldgica e organelas
integras (Fig. C1); a camada de células hepéticas apresentou citoplasma eletronltcido e
homogéneo, repleto de goticulas lipidicas (setas na Fig. 2C). As células néao

apresentaram alteracdes estatisticamente significativas.

3.2.5 Grupo exposto a vinhaca tratada — dobro da concentracdo de campo

Observou-se que neste tratamento foi mantida a integridade morfologica do
epitélio (Fig. C3); a camada de células hepaticas apresentou-se preservada (Fig. C4). No
geral a morfologia do tecido apresentou-se similar ao padrdo morfolégico descrito no

controle. As células ndo apresentaram alteracfes estatisticamente significativas.

4. Discussao
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A utilizacdo da vinhaca de cana-de-aclcar na fertirrigacdo € uma pratica que
levanta muitos questionamentos do ponto de vista cientifico. Inimeros pesquisadores a
defendem como um excelente fertilizante, uma vez que, aumenta a produtividade nas
culturas, enriquece e aumenta a fertilidade do solo (FEIGIN et al., 1991; FREIRE;
CORTEZ, 2000; MEDEIROS et al., 2003; BEBE et al., 2009; BARROS et al., 2010;
ESPANA-GAMBOA, 2011; SILVA et al., 2014). Porém, varios estudos apontam que o
uso desse residuo como fertilizante ainda apresenta risco ao meio ambiente
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013a; b; 2016; PEDRO-ESCHER et al., 2014; 2016;
MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a; b; GARCIA et al., 2017; COELHO et
al., 2017; SOUZA et al., 2017; ALFARO-SOTO, et al., 2017; SOUZA-CAMPANA, et
al., 2017).

A utilizacdo de animais biondicadores, em contato com o residuo, juntamente
com analises morfologicas de seus tecidos, fornece uma importante analise sobre os
possiveis impactos que a vinhaca pode ocasionar na fisiologia, bem como na morfologia
celular destes animais (KOHLER, TRIEBSKORN, 1988; CHRISTOFOLETTI et al.,
2016). Sabe-se que o contato com o0 ambiente externo pode ocasionar impactos e
modificacdes fisioldgicas em dérgdos e tecidos, que consequentemente sdo refletidos na
constituicdo ultraestrutural das células (STORCH, 1988; BERTOSSA, 2011). Somado
as analises qualitativas, a abordagem quantitativa para avaliar as reacdes de estresse
ultraestrututral tem ganhado destaque nos campos da patologia, toxicologia e
ecotoxicologia (KOHLER, TRIEBSKORN, 1988; DITTBRENNER et al. 2011;
CHRISTOFOLETTI et al., 2016).

O presente estudo traz a combinacdo das andlises qualitativas com anélises
semiquantitativas das alteracdes ultraestruturais oferecendo uma melhor classificacédo
nas analises dos efeitos da vinhaca da cana-de-acUcar bruta e apds neutralizacdo de seu
pH, sobre um bioindicador de solo.

As observag0es realizadas neste trabalho corroboram ao que se tem encontrado
na literatura. Os animais do grupo controle apresentaram a constituicdo
ultramorfoldgica do intestino médio semelhante ao descrito para a espécie R. padbergi
por Camargo-Mathias et al. (2004), logo, essa constitui¢do celular sinaliza que o 6rgao
encontra-se saudavel.

A ultramorfologia do intestino médio dos animais expostos a vinhaga bruta,
tanto na concentracdo de campo, quanto 0s expostos ao dobro da concentracéo,

apresentaram danos morfoldgicos consideraveis.
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A exposicdo a concentracdo de campo revelou nas células absortivas diminuicéo,
em numero e tamanho, das microvilosidades ao longo do epitélio, enquanto que na
exposicdo ao dobro da concentracdo de campo houve reducdo e perda das
microvilosidades. Sabe-se que as microvilosidades além de aumentar a superficie
também possuem fungdo de manter o equilibrio homeostatico interno, adeséo celular,
absorcdo e secrecdo (STEVENS, LOWE, 2002). Porém, quando ocorre reducdo ou o
desaparecimento das microvilosidades, sugere-se que estas alteragcbes sejam uma
resposta ao processo de intoxicacdo celular, pois a perda das microvilosidades
geralmente esta relacionada com a concentracdo do agente toxicante (CHARLES; DE
BARJAC, 1983; ARRUDA et al., 2008). Kolher e Triebskorn (1998) classificaram a
reducdo em numero das microvilosidades como um processo de compensagao, ou seja,
uma reacdo frente a um agente estressor, enquanto que, o total desaparecimento das
micorvilosidades implicam num processo de ndo-compensacao, ou seja, um sintoma de
destruicdo num modo ndo reversivel de alteracdo ultramorfoldgica.

Diante destas observacdes pode-se inferir que, no presente estudo, este foi um
recurso em diminuir a superficie de contato e, consequentemente, diminuir a absorcao
do residuo nocivo ao organismo, na tentativa de manter o equilibrio homeostatico e a
viabilidade das células, sendo reversivel diante da auséncia do agente estressor.

O citoplasma das células absortivas dos animais, expostos a concentracdo de
campo da vinhaca, apresentou um aumento na quantidade de reticulo endoplasmatico
rugoso, 0s quais apresentaram uma estruturacdo concéntrica das cisternas, resultando na
deformacéo do ndcleo em diversas células. De acordo com a literatura este arranjo
mielinico das cisternas € uma forma espacialmente econémica para uma célula com
abundancia de RER e com necessidade de espaco para acumulo temporario de
determinadas substancias (BIOLOGIA CELULAR ATLAS DIGITAL, 2018).

Tanto na exposi¢do a concentracdo de campo da vinhaca, quanto ao dobro da
concentracdo, verificou-se que o reticulo endoplasmatico rugoso apresentou dilatacdo e
degranulacdo das cisternas. Kolher e Triebskorn (1998) listaram 0s processos de
dilatacdo e degranulagdo do RER como alteracOes celulares reversiveis, segundo 0s
autores esses processos representam um sintoma de reagé@o celular, onde as alteragoes
ultraestruturais ndo afetaram a integridade morfologica das organelas, mas refletiram
alteracdes fisioldgicas. Outras explicacfes também sdo atribuidas a estes processos, pois
de acordo com outros autores, alteragdes na morfologia do RER podem indicar que as

células estdo severamente afetadas, pois as areas de dilatacdo das cisternas livres de
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ribossomos possivelmente estdo retendo produtos de secrecdo (HASSUNUMA, 2006).
Matsuo et al. (1996; 1998) observaram que a dilatacdo das cisternas sugere algum
disturbio na via de transporte das proteinas produzidas e acumulo de material
intracisternal. Possivelmente um agente estressor interfere no mecanismo de transporte
intracelular, retardando o material proteico dentro das cisternas do RER.

Kubota et al. (2005) mencionaram que um caso de estresse no RER pode alterar
0 processo de sintese e retengdo das proteinas e isso favorece a ativacao de caspases, as
quais atuam no DNA, provocando danos que poderiam levar a apoptose. A literatura
também aponta que quando a célula encontra-se muito ativa, com alta sintese proteica,
ha dilatacdo das cisternas do RER e os ribossomos se desligam do RER (BIOLOGIA
CELULAR ATLAS DIGITAL, 2018).

Para o presente estudo sugere-se que essas alteracdes no RER estejam
relacionadas a exposicao a vinhaca. Por analogia houve um aumento na quantidade dos
processos de dilatacdo e degranulacdo das cisternas dos animais expostos ao grupo da
vinhaca bruta na concentracdo de campo em relacdo a vinhaca no dobro da
concentracdo. O residuo pode ter provocado um estresse no RER e, consequentemente,
a retencdo das proteinas nas cisternas.

O grupo exposto a concentracdo de campo da vinhaga revelou aumento dos
espacos intercelulares entre as células epiteliais, enquanto que o grupo exposto ao dobro
da concentracdo revelou a perda de adesdo celular. As jungdes celulares sdo
responsaveis por proporcionar estabilidade entre as células epiteliais
(KIERSZENBAUM; TRES, 2016). Se houver a formacgdo, bem como a ampliacdo dos
espacos intercelulares, isso pode refletir em efeitos iniciais de processo de morte celular,
uma vez que os complexos funcionais foram rompidos permitindo a formacdo destes
espacos e consequente separacdo das células (STEINLY; BEREBAUM, 1985; REY et
al., 1999).

Esse processo pode ser entendido como uma supressdo na sintese de moléculas
de adesd@o e consequente desintegracdo das juncOes celulares levando & dissociacéo e
perda da coesdo entre as células (CHEVILLE, 1994). Deste modo, propde-se que 0s
espacos celulares formados observados entre as células epiteliais analisadas na
exposicdo a vinhaga na concentragdo de campo, bem como a perda da adeséo
intercelular verificada no tratamento com o dobro da concentracdo da vinhaca, seja um
indicativo de que estas células estavam perdendo as moléculas que conferem a juncao

celular e num estado de dilatagdo mais severa destes espacos as celulas perderam
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totalmente a coesdo celular, atingindo o processo de morte celular, visto que, a perda de
limites de células estéa entre as principais caracteristicas de células em morte (ZAKERI;
LOCKSHIN, 2002).

O grupo da vinhaca na concentracao de campo demonstrou nas células hepaticas
um estado de condensacéo citoplasmatica, visto que as células apresentaram reducdo do
volume celular e um estado de retracdo. Esse tipo de alteragdo celular também pode ser
entendido como um processo de hipotrofia, uma adaptagdo celular em resposta a um
determinado estimulo (PORTH; GROSSMAN, 2016). Em células encolhidas o
citoplasma curva-se e apresenta projecdes irregulares do citoplasma (MORRIS et al.,
1986). A razdo para o estado de plasmolise pode estar relacionada com a capacidade da
célula em regular seu volume face ao desafio osmético, considerado um mecanismo
homeostatico celular fundamental (HALLOWS; KNAUF, 1993). O estresse osmotico é
um potente regulador da funcdo normal das células que se encontram expostas a
ambientes osmoticamente ativos em condicGes fisiologicas ou patoldgicas. Alteragdes
na osmolaridade extracelular alteram o volume celular e, portanto, a concentracdo de
macromoléculas intracelulares (RAND et al., 2000; FINAN; GUILAK, 2010). O pH é
um fator que também afeta a estrutura e a atividade das macromoléculas bioldgicas
(NELSON; COX, 2014). Sendo assim pode-se inferir que a exposic¢éo da vinhaca tenha
alterado o meio extracelular, uma vez que este residuo apresenta um pH &cido, além da
presenca de metais, e deste modo pode ter provocado um estresse osmotico
desequilibrando a permeabilidade das membranas, bem como sua regulacdo interna e a
mobilidade de solutos.

O processo de desprendimento celular foi observado com frequéncia no epitélio
do intestino médio dos animais expostos ao dobro da concentracdo de vinhaca, o que
permite ser interpretado como um processo de morte celular, pois houve total
desintegracdo do nucleo e do citoplasma. De acordo com as observacgdes feitas por
Christofoletti et al. (2016) em suas analises histopatoldgicas, o desprendimento celular,
aqui observado, pode ser entendido como um processo de renovacao celular.

A renovacdo celular atesta que ocorreu uma lesdo tecidual, com possivel
substituicdo de celulas e a finalidade de manter a integridade e funcionalidade do
epitélio. Quando a ocorréncia deste processo ocorre de maneira moderada é considerado
um processo fisiologico normal, devido ao crescimento e divisdo de células
regenerativas (HOPKIN, READ, 1992), porém células epiteliais expostas a diferentes

contaminantes estdo sujeitas a alteraces que podem levar a morte, representando uma
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alternativa do organismo do animal em compensar o dano sofrido apés a ingestdo de
solo contaminado (SOUZA; FONTANETTI, 2011).

A camada de células hepaticas concentra-se ativamente na desintoxicacdo do
organismo quando é prejudicado por substancias toxicas (KOHLER et al., 2002). A
tentativa de manter a homeostase e o equilibrio i6nico fazem com que as células
hepaticas absorvam metais e demais substancias e assim evitem comprometer todo o
organismo. Diversos estudos apontam a reacdo da camada das células hepéticas frente a
agentes contaminantes, 0 que sugere uma resposta do tecido, perante aos agentes
estressores, mediando e defendendo as células (FONTANETTI et al., 2006; GODOY;
FONTANETTI, 2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010; PEREZ; FONTANETTI,
2011; MERLINI et al., 2012).

Tanto os processos de condensacéo citoplasmatica, quanto a ocorréncia da perda
de integridade citoplasmatica, observados nas células hepaticas do presente estudo
sinalizam a reacdo destas células frente a exposicéo a vinhaca. Com efeito, estas células
desempenharam sua funcdo até que a concentracdo da vinhaca excedesse o limite de
desintoxicacdo das células hepaticas, levando-as a morte nos animais do grupo exposto
ao dobro da concentracao.

Os animais expostos a vinhaca tratada (pH neutro) na concentracdo de campo
ndo demonstraram alteracGes ultramorfoldgicas, comparativamente aos grupos com a
vinhaca bruta. Nesta concentracdo as células epiteliais, tal como suas organelas
revelaram total integridade e a camada de células hepéticas apresentou citoplasma
homogéneo e eletronltcido similar ao material do grupo controle.

No dobro da concentracdo de campo da vinhaga tratada, também ndo houve
alteracdo ultramorfolégica nas células epiteliais; a morfologia observada foi muito
semelhante ao descrito para a o grupo controle, o que evidencia que o tratamento da
vinhaga para ajuste de seu pH é de fato uma alternativa viavel para que o residuo
amenize os impactos que, comprovadamente, acarreta no meio ambiente.

O tratamento da vinhaca de cana-de-acucar com cal (CaO) foi um recurso
também utilizado por Correia et al. (2017b), que verificaram o potencial toxico da
vinhaca fazendo wuso de tilapias (Oreochromis niloticus) como organismos
biondicadores. O objetivo dos autores foi ajustar o pH, neutralizando-o e assim observar
os efeitos da mesma nos animais expostos; o resultado foi satisfatorio, uma vez que
reduziu a mortalidade dos peixes em concentracbes que previamente apresentaram

danos ao DNA, provando que este recurso demonstrou ser uma alternativa eficaz.
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5. Concluséao

Em sintese, o presente estudo forneceu informacdes bastante pertinentes a cerca
das respostas ultramorfoldgicas obtidas diante da exposi¢édo de animais biondicadores a
vinhaca da cana-de-agUcar em sua forma bruta e apds a neutralizacdo de seu pH. As
alteracOes celulares analisadas sob a 6tica semiquantitativa atrelada a anélise qualitativa,
também permitiram uma classificagdo mais adequada dos danos celulares. O tratamento
da vinhaca para ajuste de pH representou uma alternativa viavel no que diz respeito aos
impactos causados aos animais habitantes do solo utilizados neste trabalho; o contato
com o residuo tratado, apresentando pH neutro, apresentou menores danos celulares aos
animais, atestando sua viabilidade e um possivel meio de utilizagdo da vinhaga como

fertilizante.
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Tabela 1. Classificagdo das alteracOes ultraestruturais no intestino medio dos diplopodos expostos a vinhaca bruta e tratada com base em uma avaliagdo semiquantitativa.

Regides analisadas Importancia Patoldgica Minima (1) Importancia Patoldgica Moderada (2) Importancia Patoldgica Acentuada (3)
Reducéo das microvilosidades nas células Ruptura de membrana ou auséncia total
o absortivas o
Epitélio das microvilosidades
Aumento na quantidade de RER Dilatac&o e degranulagéo das cisternas Degradacdo do nucleo
do RER
Aumento da liberacdo de vesiculas de Dilatacdo de espacos intercelulares Perda da integridade de membranas

) citoplasmaticas
secrecdo

Formagcdo de arranjo mielinico do RER Perda de adesdo intercelular /desprendimento
celulas epiteliais

Degradagcéo citoplasmatica

Perda da integridade das membranas

; - citoplasmaticas
Células hepéticas

Alteracdo do contetdo citoplasmatico Condensacdo/Degradacao citoplasmatica

Degradacéo do nucleo

Fator de importancia: (1) Importancia Patol6gica Minima, onde o dano morfoldgico é facilmente reversivel na medida em que a exposi¢do ao agente estressor cessa; (2)
Importéncia Patoldgica Moderada, o dano morfoldgico é reversivel na maioria dos casos quando o agente estressor € neutralizado; (3) Importancia Patol6gica Acentuada, o

dano morfoldgico é irreversivel, resultando na perda parcial ou total da fungéo do érgéo.
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Tabela 2. Dados referentes a fertilidade do solo controle.

Parametro
oH (CaCly)
MO(g/dm?)
P (mg/dm?®)

K (mmol./dm?)
Ca (mmol/dm?®)
Mg (mmol/dm?®)

H+Al (mmol/dm®)
SB (mmol/dm?®)
CTC (mmol/dm?)

V%

Solo

20

1,4

19

10

23

30,4

53,4

57

MO: matéria organica; CTC: capacidade de troca catibnica; SB: soma das bases; V:

saturacao de bases.

Meétodo: Analise quimica para a avaliacdo da fertilidade de solos tropicais, Instituto

Agrondmico, 2001.
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Tabela 3. Analises fisico-quimicas e de metais das amostras de solo e de vinhaca.

Parametro Amostras VPM Método
Solo (mg/Kg) Vinhaca (mg/L) Solo Vinhaca Solo Vinhaca
Arsénio 9,25 <0,005 NA NA USEPA 7062 USEPA 7062
Bario 24,95 0,201 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Cadmio <0,167 <0,001 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Caélcio 360 992 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
(Diluicéo: 50)
Carbono organico total? 3,49 7820 NA NA POPPA 182 SMEWW 5310B
Chumbo 25,67 <0,005 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Cobre 13,67 0,119 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Aluminio®/Aluminio 1 2,18 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Ferro - 6,33 NA NA - SMEWW 3030E
Manganés - 3,357 NA NA - SMEWW 3030E
(Diluicdo: 10)
Condutividade eletrolitica 78 10740 NA NA IAC 2009 SMEWW 25108
(us/cm)
Cromo 15,93 0,025 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Cloreto - 1443 250 - USEPA 300.1
(Diluicéo: 100)
Enxofre total 41,75 - NA NA USEPA 3050B -
Fésforo total 237 49,3 NA NA USEPA 3050B USEPA 300.1
(Diluicéo: 10) (Diluicéo: 50)
Magnésio 158 307 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
(Diluicéo: 10)
Mercurio <0,011 <0,0002 NA NA USEPA 7471 USEPA 7470
Molibdénio 1,750 0,010 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Niquel 4,060 0,024 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Nitrogénio nitrico <1,262 <11,400 (Diluigao: NA NA USEPA 300.1 USEPA 300.1
100)
Nitrogénio nitroso <0,033 <0,300 NA NA USEPA 300.1 USEPA 300.1
(Diluicgo: 100)
Nitrogénio amoniacal 18,5 10,77 NA NA SMEWW 4500-  SMEWW 4500-
(Diluicéo: 10) NH3 B, C NH3D
Nitrogénio kjedahl 433,1 278,9 NA NA SMEWW 4500- SMEWW 4500-
Norg B NorgB
pH 5 4,23 NA NA USEPA 9045 USEPA 9045
Potassio 14 3210 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
(Diluigéo: 50)
Selénio <0,278 <0,005 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Sadio total <55,556 12,4 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Contetdo s6lido 3860 NA NA - SMEWW 2540D
Umidade 10,12 - NA NA POPDAM 049 -
Zinco 9,61 0,754 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Prata - <0,005 NA 0,01 USEPA 3050B SMEWW 3030E
Dureza calculada - 1457,0 NA NA - SMEWW 2340B
DBO - 16586 NA NA - SMEWW 5210B
(incubacéo de 5dias)
DQO - 31257 NA NA - SMEWW 5220D
(Diluicéo: 50)

VMP: valor maximo permitido, segundo a CETESB (195/2005-E); SMEWW: Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 22th Edition, 2012; USEPA: United States Environmental Protection Agency; POP: Procedimento Operacional Padrdo
para determinacdo por calculo; ICA: Métodos de analise quimica, mineraldgica e fisica de solos do Instituto Agrondmico de
Campinas, 2009; NA: néo aplicavel.
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Tabela 4. Média e desvio padréo das altera¢fes utraestruturais observadas no intestino médio dos diplopodos expostos & vinhaga bruta e tratada.

Tratamentos
Regides analisadas Alteracdes Vinhaga bruta Vinhaga bruta Vinhaga tratada Vinhaga tratada
concentracdo de dobro da concentragéo de dobro da
Controle campo concentracdo de campo concentracéo de
campo campo
Epitélio Reducéo das microvilosidades 0+0 1,66+0,5* 12,66+2,5* 0+0 0+0
Auséncia total das microvilosidades 1,66+1,58 310 12,66+2,5* 0,66+1,32 1+1,5
Aumento de RER 0,55+0,52 5,4+0,52* 4,55+0,72* 0,44+0,52 0,33+0,5
Dilatacdo/ degranulagéo das cisternas do RER 0+0 9,77+£2,1* 9,77+1,56* 0+0 0+0
Formacdo de arranjo mielinico do RER 0+0 9,77+£2,1* 0+0 0+0 0+0
Dilatac&o dos espacos intercelulares 1,11+1,23 9,55+1,66* 12+0* 1,77£1,2 1,33+£1,41
Liberacao de vesiculas de secrecdo 1,33+0,5 4+0,7* 5,33+0,7* 1,33+0,5 1,33+0,5
Degradacéo do nucleo 1+1,5 3+0* 12,66+1,32* 1+15 1,33+1,58
Perda da integridade das membranas 1+15 15,66+2,5* 16,66+1,58* 1,33+1,58 0+0
citoplasméticas
Desprendimento de células epiteliais 1,66+1,58 12,33+1,8* 16,66+1,58* 1,33+1,58 1£15
Células hepaticas Condensacdo/Degradacao citoplasmatica 0+0 15,66+2,5* 17,66+1* 0+0 0+0
Alteracao do contetido citoplasmatico 0+0 8,66+1,73* 10,88+1,05* 1,77+2,1 1,77+2,1
Perda da integridade das membranas 1+15 15,66+2,5* 16,66+1,58* 1,33+1,58 0+0
citoplasmaticas
Degradacéo do nucleo 1+1,5 3+0* 12,66+1,32* 1415 1,33+1,58

* estatisticamente significativo - ANOVA/Dunnett (p<0, 05).
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Figura A: Micrografias eletrénicas do intestino médio do diplépodos Rhinocricus

padbergi. 1 — 2: grupo controle; 3 — 6: grupo exposto a vinhaca bruta na concentragdo
de campo.

ca: célula absortiva; ch: célula hepatica; es: esferocristal; jc: juncdo celular; m:
mitocdndria; mp: membrana plasmatica; mv: microvilosidades; n: ndcleo; rer: reticulo
endoplasmatico rugoso; t: traqueiola; va: vaclolo autofagico; seta em 3: reducdo das
microvilosidades; setas em 4: dialtacdo e degranulacdo das cisternas do reticulo

endoplasmatico rugoso; setas em 5: espacos intercelulares.
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Figura B: Micrografias eletronicas do intestino médio do diplépodos Rhinocricus

padbergi. 1 - 5: exposto a vinhaca com o dobro da concentragdo de campo.
ca: célula absortiva; ch: célula hepética; d: dilatacdo e degranulagdo das cisternas do
reticulo endoplasmaético rugoso; es: esferocristal; mv: microvilosidade; n: nucleo; vs:

vesicula secretora; seta em 1: perda de adesao celular.
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Figura C: Micrografias eletronicas do intestino medio do diplépodos Rhinocricus

padbergi. 1 — 2: grupo exposto & vinhaga tratada na concentracdo de campo; 3 — 4:
grupo exposto a vinhaca tratada com o dobro da concentragdo de campo.
ca: célula absortiva; ch: célula hepética; es: esferocristal; mv: microvilosidade; n:

nucleo; t: traqueiola; va: vacuolo autofagico; setas em 2: goticulas de lipideo.
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Resumo

A prética da fertirrigacdo utilizando-se da vinhaca de cana-de-acUcar é descrita
como a forma mais empregada de reaproveitamento deste residuo. Representa uma
medida satisfatoria tanto do ponto vista econémico, quanto agrondémico, visto que a
grande quantidade de matéria organica presente no residuo exclui a necessidade de
adubacdo das lavouras, aléem de apresentar aumento na produtividade. Entretanto,
efeitos negativos em organismos bioindicadores foram relatados diante do uso da
vinhaca como fertilizante, gerando alerta quanto ao emprego do residuo. A utilizacdo de
diplopodos como organismos-teste na avaliacdo de toxicidade de solo, bem como a
utilizacdo de marcadores moleculares, tem sido empregada com sucesso, pois a jun¢ao
destas duas ferramentas fornece respostas importantes sobre o efeito de agentes
estressores no meio ambiente. Nesse sentido, este trabalho traz como proposta a
correcdo do pH da vinhaca, para seu nivel neutro na tentativa de diminuir sua toxicidade
para posterior uso no solo, visto que uma das caracteristicas negativas da vinhaca é seu
pH é&cido. Diplépodos da espécie Rhinocricus padbergi foram utilizados como
bioindicadores para realizacdo dos testes, os quais foram elaborados da seguinte forma:
1. Grupo controle (animais expostos somente ao solo); 2. Grupo de animais expostos ao
residuo em sua forma bruta (na concentracdo estabelecida pela Norma da CETESB); 3.
Grupo exposto ao dobro desta mesma concentracdo, simulando uma situacéo de super
dosagem; 4. Grupo exposto ao residuo tratado com cal - pH ajustado para o valor 7,0
(na concentracdo estabelecida pela Norma da CETESB); 5. Grupo exposto ao dobro
desta Gltima concentracdo. Apds a exposicdo de 30 dias os animais foram dissecados
para retirada do intestino médio, o qual foi processado para posteriores analises. Os
efeitos dos residuos foram avaliados por meio da imunomarcacdo da proteina de
estresse HSP70 e por meio da investigacdo de células em morte programada, utilizando-
se do método de TUNEL, ambos de forma quantitativa e qualitativa. Os efeitos da
vinhaca bruta na concentracdo de campo e no dobro desta concentracdo foram
analisados comparativamente aos efeitos da vinhaga tratada na concentracdo de campo e
no dobro desta concentragdo. Os resultados apontaram que os animais em contato com a
vinhaga tratada, tanto na concentracdo de campo, quanto ao dobro da concentracéo,
apresentaram menores marcacfes da proteina HSP70 em comparacdo aos animais
expostos a vinhaga bruta. Os resultados do método de TUNEL também revelaram

menores indices de marcagdo na vinhaga tratada, nas duas concentragdes,
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comparativamente ao que se observou na vinhaca bruta. Essas observagdes atestam que
o0 tratamento da vinhaga com a finalidade de neutralizar o pH demonstrou ser menos
prejudicial aos animais.

Palavras-chave: HSP70, TUNEL, bioindicador de solo, diplépodo, toxicidade,

vinhaca.

Introducéo

O Brasil ocupa posicdo de destaque no cultivo da cana-de-agucar e €
considerado um dos maiores produtores de etanol do mundo, logo essa categoria
também apresenta como resultado altas quantidades de residuos gerados. A vinhaca é o
principal liquido residual proveniente da calda de destilac&o do licor de fermentagdo do
alcool, de coloracdo acastanhada, acido; cerca de 93% da vinhaca € de dgua e 75% da
matéria seca é composta, principalmente, por glicerol, etanol, acido lactico, acido
acético e compostos fendlicos, altos teores de fosforo e de potéssio, caracterizando-a por
alto poder fertilizante, mas também alto valor poluente (RAHMAN et al., 2018;
FREITAS et al., 2018).

A inddstria sucroalcooleira geralmente produz em média 156L de vinhaca para
12L de etanol; com base nessa relacdo de producdo é esperado que o volume deste
efluente devard aumentar com a producdo de etanol; a perspectiva € de que em 2024
serdo produzidos 1742 bilhdo de litros de vinhaca (HOARAU et al., 2018).

No passado, 0 manejo inadequado desse residuo provocou graves problemas de
poluicdo e diante disso medidas foram tomadas para que houvesse uma maior
conscientizacdo do destino da vinhaga. Foi instituida, em 1978 no Brasil, uma Portaria
do Ministério do Estado do Interior (n. 323, de 1978), que proibiu o lancamento direto
de vinhaca em qualquer corpo hidrico pelas destilarias de alcool instaladas no pais
(DEMATTE et al., 2004). Dentre as possibilidades de reaproveitamento da vinhaca a
fertirrigacdo passou a ser a mais empregada, gracas ao seu elevado conteido de matéria
organica (CHRISTOFOLETTI et al.,2017).

Os riscos de fertirrigacdo com a vinhaga estdo associados principalmente
acumulo de nutrientes no solo, incluindo salinizacdo e super fertilizacdo, levando a
lixiviagdo de sal para as aguas subterrdneas, aumentando a instabilidade e/ou
eutrofizacdo dos corpos d'agua. As altas quantidades de metais e conteidos organicos

representa um grande desafio para 0s ambientes naturais e, consequentemente, 0s
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processos de despolui¢do da vinhaca devem ser aplicados antes da descarga no meio
ambiente (HOARAU et al., 2018).

Sabendo que a vinhaca apresenta nao so alto contetido de matéria orgénica, mas
também, apresenta varios metais em sua constituicdo (Cu, Cr, Ni e Zn), uma norma de
aplicacdo foi criada para o emprego deste residuo. A Norma Técnica P4.231 (CETESB -
Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo, 2015) estabelece os critérios e
procedimentos para aplicacdo adequada da vinhaga no solo, proibindo a fertirrigacdo em
areas de risco, estabelecendo dosagens permitidas de acordo com o tipo de solo e
variedade de cana-de-agucar e alertando para que 0s tanques de armazenamentos e
drenos sejam impermedaveis de modo a impedir contaminacdes de solo e de agua
(MORINI et al., 2017). No entanto, esta norma prevé apenas 0s riscos de alteragdes nas
caracteristicas quimicas do solo, os efeitos ecologicos da sua aplicacdo ndo sdo
considerados, principalmente os relacionados a fauna do solo (SOUZA et al., 2017).

Estudos realizados no sentido de avaliar o potencial téxico da vinhaca
comprovaram seus efeitos nocivos em diferentes organismos bioindicadores, alertando
que a utilizacdo da vinhaca como fertilizante ainda requer cautela (SILVA et al., 2007;
LYRA, 2008; CHRISTOFOLETTI et al., 2013; 2016; PEDRO-ESCHER et al. 2014;
2016; MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a; b; GARCIA et al., 2017;
COELHO et al., 2017; SOUZA et al., 2017).

Nesse sentido, o emprego de diplopodos para analises ecotoxicoldgicas de solo
tem sido uma ferramenta de grande auxilio, pois estes animais, além de possuir um
intimo contato com o solo, se movem por véarias camadas de solo, 0 que reverte em
informacdes essenciais no que diz respeito ao ambiente onde se encontram (SOUZA et
al., 2017). E acrescido a utilizacdo dos dipldépodos, fazer uso das ferramentas
moleculares representa uma forma mais abrangente de avaliar a complexidade com a
qual agentes estressores podem afetar os bioindicadores.

As proteinas de choque térmico (HSPs), conservadas desde os organismos mais
primitivos até os mais complexos, exercem funcéo citoprotetora e permite que as células
respondam a diversas perturbacfes homeostaticas induzidas por estresse. Em virtude
disso, essas proteinas sdo consideradas uma ferramenta eficiente em estudos de
toxicidade, e, especificamente as HSP70, as quais, além de executar diferentes tarefas
nos compartimentos celulares, encontram-se em todos 0s organismos Vvivos, sdo

abundantes, altamente sensiveis e apresentam rapida expressdo diante de um agente
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estressor (MISHRA; PALAI, 2014; COELHO et al., 2017; MOREIRA-DE-SOUSA et
al., 2018).

A apoptose, ou morte celular programada, € um processo fisioldgico pelo qual as
células sdo removidas dos tecidos de maneira controlada. Células condenadas a
apoptose apresentam alteracbes morfoldgicas caracteristicas, as quais incluem
condensacdo do citoplasma e nucleo da célula, fragmentacdo do DNA, dissociacdo das
organelas celulares e ruptura da membrana plasmaética da célula. Células apoptdticas sao
fagocitadas por células vizinhas e macréfagos e entre as alteracfes bioquimicas da
apoptose estdo a translocacdo da fosfatidilserina para o lado externo da membrana
plasmaética da célula, a exposicdo da anexina | e da calreticulina na superficie celular e o
aumento do citocromo ¢ no citoplasma da célula. As caspases sdo proteinas pro-
apoptoticas presentes como zimogénios e ativadas por hidrélise. Uma vez ativadas, elas
funcionam como proteases de cisteina e ativam outras caspases, as quais podem ser
distinguidas em dois grupos, as caspases iniciadoras, que iniciam 0 processo, € as
caspases efetoras, que especificamente lisam moléculas que sdo essenciais para a
sobrevivéncia celular. A apoptose pode ser desencadeada por estimulos provenientes do
meio extracelular (via extrinseca) ou dentro da célula (vias intrinsecas) (BLANCO;
BLANCO, 2017).

Nesse sentido, a apoptose desempenha um papel critico durante o
desenvolvimento normal e a homeostase dos tecidos, consequentemente, a desregulacédo
da apoptose esta associada ndo sé a doencas, mas também pelo contato com substancias
toxicas que induzem a morte celular via apoptose e, o indice apoptético pode servir de
indicador de estresse ambiental (GARCIA-CASCA et al., 2010; MALLADI et al.,
2010).

O objetivo deste trabalho foi verificar se o tratamento da vinhaca de cana-de-
acucar com a finalidade de neutralizar seu pH (7,0) diminui sua toxicidade, expondo
animais bioindicadores a concentracbes do residuo a partir da Norma Técnica
P4.231estabelecida pela CETESB, comparando os resultados obtidos com os de animais
expostos a vinhaga bruta por meio da anélise da marcacdo da proteina de estresse
HSP70 e da marcagdo dos nudcleos no processo de morte celular pelo método de
TUNEL correlacionado os resultados de ambas as técnicas. A proposta da pesquisa €
oferecer evidéncias que o tratamento por ajuste de pH torne o residuo viavel ndo so

economicamente, mas também ambientalmente.
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2. Material e métodos
2.1 Solo

O solo utilizado para os bioensaios, classificado como latossolo (OLIVEIRA,
1999), foi coletado no local onde diplopodos foram obtidos (campus da Universidade
Estadual Paulista — UNESP — Rio Claro) (22° 24' 36'S/ 47° 33' 36" W), Sao Paulo,
Brasil. A amostras de solo, utilizadas tanto para o controle quanto para a mistura com o
residuo, foram coletadas a uma profundidade de 20 cm; o solo foi previamente seco a

temperatura ambiente, peneirado com uma de tela de 4 mm e analisado quimicamente.

2.2 Vinhaca de cana-de-agucar

O residuo foi coletado em usina localizada no interior do estado de S&o Paulo,
Brasil. O efluente foi submetido a analises fisico-quimicas e mantido em camara fria a
4°C até a montagem dos experimentos.

A aplicacdo da vinhaca bruta (com caracteristicas fisico-quimicas mantidas
desde a coleta na usina), bem como da vinhaga tratada para ajuste de pH (com adicéo de
CaO até que o pH atingisse o valor 7,0) simulou a situacdo de fertirrigacdo empregada
nas culturas aplicadas a partir de concentragdes segundo legislacdo vigente (CETESB
P4.231, 2015).

2.3 Caracterizagdo quimica das amostras

As analises, quimica e fisico-quimica, das amostras de solo e das amostras de
vinhaca foram realizadas pelo laboratério ASL Anélise Ambiental (Rio Claro, S&o
Paulo, Brasil).

A caracterizacdo de amostras de solo foi baseada em macronutrientes e
micronutrientes (P, K, Ca, Mg, Al), matéria organica, pH, capacidade de troca catidnica
(CTC), porcentagem de saturacdo de base e saturagdo de aluminio.

A caracterizagdo de amostras de vinhaga foi baseada no contetdo de
oligoelementos (Al, Sh, As, Ba, B, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg, Mo, Ni, Ag, Se, V,
Zn), no potencial agronémico (carbono organico, condutividade elétrica, nitrito,
nitrogénio, nitrogénio Kjeldahl, nitrogénio amoniacal, sddio total, potassio total, calcio
total, magnésio total oxido de potéssio, sélidos suspensos totais) e DQO (Demanda
Quimica de Oxigénio) e DBO (Demanda Bioldgica de Oxigénio).
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2.4 Calculo para aplicacdo da vinhaca no solo (Norma Técnica — CETESB —
P4.231)

Para calcular a dosagem adequada de vinhagca a ser aplicada no solo foram
necessarias as analises fisico-quimicas da mesma e do potencial agronémico do solo,
juntamente com os critérios e procedimentos para aplicacdo da vinhaca no solo agricola
estabelecidos pela Norma Técnica P4.231 (CETESB, 2015), agéncia governamental
responsavel pela fiscalizagdo de atividades poluidoras no estado de S&o Paulo, Brasil.
Neste estudo foi discriminado o termo “concentracdo de campo” para dosagem de

vinhaca estipulada pela norma.

2.4 Material biolégico

Foram utilizados como organismo-teste, individuos adultos da espécie
Rhinocricus padbergi. Os espécimes foram coletados no campus da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro, (22° 24' 36'S/ 47° 33' 36' W) S&o Paulo, Brasil.
Os animais foram previamente aclimatados em laboratério por 30 dias em terrério
contendo como substrato terra oriunda do local de coleta, temperatura de + 23° C e

fotoperiodo controlado 12 horas claro/12 horas escuro.

2.6 Bioensaios com R. padbergi

Para a montagem dos experimentos foram utilizados 15 terrarios de dimensdes
20 cm de largura, 25 cm de altura e 45 cm de comprimento, nos quais foram colocados
5 Kg de solo em cada juntamente com 10 animais. Os bioensaios foram montados em
triplicata de acordo com os tratamentos propostos e em conformidade com a Norma
P4.231 (CETESB, 2015), estruturados da seguinte forma:

1. Solo Controle: 5 Kg de solo + 10 dipl6podos.

2. Vinhaca bruta na concentracdo de campo: 5 Kg de solo + 73,5 mL de vinhaca
bruta + 10 dipl6podos.

3. Vinhaga bruta no dobro da concentragdo de campo: 5 Kg de solo + 147 mL de
vinhaca bruta + 10 diplépodos.

4. Vinhaca tratada (pH neutro) na concentracdo de campo: 5 Kg de solo + 73,5 mL
de vinhaga tratada + 10 diplépodos.
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5. Vinhaca tratada (pH neutro) no dobro da concentracdo de campo: 5 Kg de solo

+ 147 mL de vinhaga tratada + 10 diplopodos.

2.7 Dissec¢do dos animais

Apds 30 dias de exposicdo aos residuos foram coletados trés individuos de cada
tratamento; os animais foram anestesiados com éter sulfurico e dissecados em placas de
petri contendo solucdo fisiologica; o intestino médio foi retirado e as amostras do
material foram previamente limpas; pequenos fragmentos do intestino médio foram
fixados em paraformoldeido 4% por 24 horas e apds a fixacdo as amostras foram
transferidas para o tampdo fostato de sodio (pH 7,4) e armazenadas a 4°C para posterior

processamento.

2.8 Imunomarcacao da proteina HSP70 (Imuno-histoquimica)

As amostras do material foram desidratadas em série crescente de alcool gelado
preparado com tampao fosfato de sédio (PBS) pH 7,4 (15, 30, 50, 70, 85, 90, e 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. Apds este procedimento, foi
feita a embebicdo do material em parafina liquida (Paraplast), sendo trés trocas de 8
horas cada e inclusdo em parafina ultra-pura (Paraplast). Posteriormente, o material foi
seccionado em sec¢des de 6um com auxilio do microtomo; as seccGes foram entdo
hidratadas e recolhidas em laminas apropriadas para imuno-histoquimica (Immunoslide,
Ref. EP-51-30185).

Para a realizacdo da imuno-histoquimica, foi seguido um protocolo proposto em
Coelho et al. (2017). Para marcacdo da HSP70 foi utilizado o anticorpo primario
(monoclonal anti heat shock protein 70 - HSP70 produzido em mouse, Sigma) e, em
seguida, o anticorpo secundario (anti mouse IgG molécula inteira) conjugado com
fosfatase alcalina. Para a revelagdo da imunomarcacdo foi utilizado o Kit Dako
EnVision™ G|2 System/AP Rabbit/Mouse (Permanent Red).

O material foi fotografado e analisado no programa Image J e partir destas

analises testes estatisticos foram realizados pelo programa Sigma Plot 13.

2.9 Analises dos resultados — HSP70
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Utilizando-se do microscopio de luz, todas as laminas foram qualitativamente
analisadas nas objetivas de 10x, 20x e 40x. A imunomarcagdo positiva foi definida
quando da observacdo da cor vermelho-rosada e de acordo com sua intensidade,
podendo ser maior ou menor conforme a quantidade de proteinas da familia HSP70
presente nas células; a marcacdo negativa foi definida quando ndo se observou
coloragdo no tecido/célula. Somada a esta analise, as Iaminas também foram analisadas
quantitativamente. As imagens obtidas de todos os cortes foram digitalizadas a partir de
uma camera acoplada ao microscopio, fazendo-se uso de um programa para captura de
imagens — Leica Qwin Standard v. 2.8. As imagens foram transferidas ao programa
Image J e a partir dele, calculou-se a porcentagem de &rea imunomarcada em relacao a
area total do material analisado em cada sec¢do histoldgica. Os dados obtidos na
avaliacdo quantitativa de cada tratamento foram comparados aos resultados obtidos para
os individuos expostos a amostra de solo controle, por meio do teste estatistico
Kruskall-Wallis. Antes da execucdo do teste estatistico de multipla comparacdo, a
normalidade e a homogeneidade de variancia dos dados foram testadas por meio dos
testes Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe, respectivamente. O teste estatistico e a

representacdo grafica foram realizados no programa Sigma Plot 13.

2.10 Método de TUNEL

Para melhor estabelecimento da arquitetura tecidual no microscopio confocal de
varredura a laser foi necessaria a utilizacdo de uma técnica auxiliar para marcacdo da
actina-F e nucleo, a qual forneceu o delineamento do intestino médio, facilitando a
posterior analise pelo método de TUNEL.

Para a marcacdo da actina-F e do nucleo as amostras do material foram fixadas
em paraformoldeido 4% por 4 horas e colocadas em tampdo fosfato de sédio (PBS) pH
7,4; os materiais foram incluido em agarose e seccionados num vibratomo. Os cortes
foram permeabilizados com 0,2% de Triton X-100 (Sigma) e lavados em PBS e em
seguida foram incubados por 30 minutos com faloidina conjugada com Alexa 488
(Molecular Probes), soro normal de cabra (Vector) e PBS. Os nucleos foram marcados
com DAPI (4',6'-diamino-2-fenilindol, Molecular Probes); as laminas foram montadas
utilizando o Prolong® Diamond Antifade (Molecular Probes).

As laminas foram analisadas e fotografadas por meio do microscopio confocal

de varredura a laser (Leica TCS-SP5 II) e seguindo os mesmos parametros: (laser
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Argonio=10%, A=488 nm, Gain=957.0 V, Offset=-1.9%, Pinhole=53.64 pm), DAPI
(laser diodo=10%, A=405 nm, Gain=730.0 V, Offset=-1.0%, Pinhole=67.90 um). Como
estas marcacOes da actina-F e do nucleo foram realizadas para simples conferéncia da
estruturacdo do intestino médio, e também para facilitar a localizacdo das marcacGes
encontradas no teste de TUNEL, as imagens nao foram analisadas estatisticamente.

Para a realizacdo do método de TUNEL as amostras do material foram fixadas e,
paraformoldeido 4% por 24 horas e transferidas para tampdo fosfato de sédio (PBS) pH
7,4; as amostras foram incluidas em agarose e seccionadas em vibratomo.

Para aplicacédo da técnica de TUNEL foi seguido o protocolo do kit AP “In Situ
Cell Death Detection” (Roche). Os cortes adquiridos em laminas foram recobertos com
solugéo de proteinase K (20 pg/mL em 100mL Tris-HCI, pH 7,5), por 15 minutos, a
temperatura ambiente e cAmara Umida (caixa especifica que protege as ldaminas da luz e
contém algoddo com &gua destilada, o que impede os cortes de secarem). Em seguida,
lavados em quatro banhos de PBS para retirar o excesso do reagente anterior, de 2
minutos cada. Posteriormente foram colocados 50 pL da solu¢do de TUNEL, de acordo
com o protocolo do Kit, sobre as sec¢des histoldgicas tratadas, enquanto que a sec¢do
controle recebeu 50 pL da solugdo 1, que contem no Kit, sem a enzima. As seccdes
foram mantidas em camara imida por 60 minutos a 37°C e posteriormente lavadas trés
vezes em PBS, 2 minutos cada troca; em seguida as laminas foram entdo montadas com
Prolong® Diamond Antifade (Molecular Probes).

Para a realizacdo desta técnica foram feitos controles positivos e negativos. Nos
controles positivos foi adicionada a DNase, que tem a fungdo de induzir a quebra do
DNA, para que ocorra marcagao, mesmo que ndo haja morte celular neste tecido. Neste
controle, a DNase é a adicionada e o protocolo normal do TUNEL é seguido com as
aplicacdes dos anticorpos. Ja no controle negativo é adicionado apenas 0 anticorpo sem

a enzima, pois dessa forma testa-se a viabilidade e funcionalidade do kit.

2.11 Anélises dos resultados — TUNEL

As laminas foram visualizadas e analisadas no laboratério de Microscopia
Eletrbnica da UNESP de Rio Claro-SP por meio de um microscopio confocal de
varredura a laser (Leica TCS-SP5 Il) e para a aquisi¢do das imagens foi utilizado o
software Leica Application Suite-AF. Todas as laminas foram fotografadas com os

mesmos parametros, sendo eles: Smart Gain: 1141.0 V; Smart Offset: 0,2%; Pinholi:
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67.97; Line: 8; Frame: 2; Resolucdo: 1024x1024; Velocidade: 40Hz; Lazer 14%
Standy; NUmero de steps: 5 e Z-volume = 25 um. A quantificacdo da marcacdo de
TUNEL nas imagens adquiridas foi feita com auxilio do software Leica Application
Suite-AF, nas quais a intensidade de fluorescéncia emitida foi mensurada em escala de
cinza. Os valores da marcacdo de TUNEL obtidos para cada grupo experimental foram
comparados estatisticamente pelo teste de Kruskall-Wallis, programa Sigma Plot 13. A
partir das imagens obtidas foi realizado teste estatistico e a representacdo gréafica, os
quais foram realizados no programa. Antes da execucdo do teste estatistico de mdultipla
comparacdo, a normalidade e a homogeneidade de variancia dos dados foram testadas

por meio dos testes Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe, respectivamente.

3. Resultados
3.1 Analises quimicas das amostras

Os resultados da sobre o potencial agrondmico e fertilidade do solo, os quais s&o
fundamentais para os célculos de aplicacdo do residuo no solo de acordo com a
legislacdo brasileira encontram-se na tabela 1.

Na tabela 2 sdo apresentadas as andlises fisico-quimicas e de metais das
amostras de solo e de vinhaca. Os valores de DBO e DQO s&o considerados altos,
demonstrando grande quantidade de matéria organica; o pH apresenta valor baixo,
confirmando a acidez do residuo e as quantidades de metais ndo se apresentaram
significativas de acordo com a legislacdo que prevé as quantidades desses elementos no
solo (VALORES ORIENTADORES PARA SOLO E AGUA SUBTERRANEA NO
ESTADO DE SAO PAULO, 2016).

3.2 Imuno-histoquimica — proteina HSP70

A andlise do intestino médio dos animais do grupo controle apresentou uma
marcacao evidente, porém considerada imunomarcacdo fraca na regido basal do epitélio,
moderada na regido apical do epitélio, bem como na camada de células hepaticas e
negativa para HSP70 na camada muscular (Fig. 1A).

Nos animais expostos a vinhaca bruta na concentragdo de campo, a
imunomarcacao observada revelou-se fortemente marcada na regiao apical do epitélio e
na camada de células hepaticas, houve fraca marcagdo na base do epitélio e marcacéo

negativa na camada muscular (Fig. 1B).
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No grupo exposto a vinhaca bruta no dobro da concentracdo de campo a
Imunomarcagdo observada foi bastante similar ao observado no tratamento na
concentracdo de campo, porém é possivel visualizar que as células apresentaram uma
marcacdo mais intensa. A forte marcacdo observada na regido apical do epitélio, por
vezes, se estendeu até a regido basal (seta na Fig. 1C) e a camada de células hepaticas
mostrou-se fortemente marcada e a camada muscular permaneceu negativa (Fig. 1C).

A exposicdo a vinhaga tratada na concentragdo de campo revelou uma fraca
imunomarcacao na regido apical do epitélio quando comparado aos tratamento com a
vinhaca bruta em ambas as concentragdes, aproximando-se do observado para o grupo
controle, na regido basal do epitélio a marcacdo foi negativa, assim como na camada
muscular, e, na camada de células hepéticas houve células com marcacdes fracas e
células moderadamente marcadas (setas na Fig. 1D).

No grupo exposto a vinhaca tratada no dobro da concentracdo de campo
observou-se uma imunomarcacdo fraca na regido apical e basal do epitélio, marcacdo
negativa na camada muscular e forte na camada de células hepaticas em comparacgao ao
grupo controle, mas moderada em relacdo aos tratamentos com vinhaca bruta em ambas

as concentracdes (Fig. 1E).

3.3 Andlise estatistica da imunomarcacao da proteina HSP70

Embora tenham sido observadas imunomarcacdes consideraveis de HSP70 no
intestino médio dos diplépodos de todos os tratamentos com a vinhacga, a comparacao
estatistica da area imunomarcada em relacdo a area total da imagem adquirida entre os
grupos experimentais ndo mostrou significancia (p= 0,147). A figura 2 apresenta

graficamente estes resultados.

3.4 Método de TUNEL

Uma vez estabelecida a arquitetura tecidual do intestino médio com a técnica de
marcacdo de actina-F e ndcleo observou-se que os nucleos foram marcados de azul nas
células epiteliais e nas células hepaticas; o bordo em escova foi marcado de verde,
situando a orientagdo do epitélio; os limites celulares também foram marcados de verde;
a camada muscular foi fracamente marcada em verde demonstrando o limite entre o

epitélio e a camada de células hepaticas (Fig. 3A)
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A marcacdo pelo método de TUNEL apresentou-se positiva para o intestino
meédio do diplopodo avaliado em todos os tratamentos aos quais foram submetidos, pois
o método foi considerado valido, uma vez que os controles positivos e negativos
reagiram conforme o esperado; no controle positivo da técnica ocorreram marcacdes em
todos os nucleos das células epiteliais e das células hepaticas (Fig. 3B), ao contrario do
controle negativo que ndo apresentou marcacao, atestando o funcionamento correto do
método (Fig. 3C).

No intestino médio dos animais expostos ao grupo controle o indice maior de
marcacdes foi observado na regido epitelial, sendo os nucleos da por¢éo apical e média
do epitélio os que mais apresentaram marcacOes; marcacdes mais espacadas foram
observadas nos nucleos da camada de células hepaticas, demonstrando processos
naturais de morte celular no tecido (Fig. 3D).

No grupo exposto a vinhaga bruta na concentracdo de campo, poucas marcacoes
foram observadas. Os nicleos epiteliais apresentaram marca¢des minimas, a maioria das
marcacOes dos nucleos localizou-se preferencialmente na camada de células hepéticas
(Fig. 4A).

No grupo exposto a vinhaca bruta no dobro da concentracdo de campo observou-
se que houve um aumento das marcaches em comparacdo ao tratamento na
concentracdo de campo e grupo controle, sendo a maioria concentrada nos nucleos da
camada de células hepaticas; na regido epitelial novamente houve minimas marcacoes
(Fig, 4B).

O grupo exposto a vinhaca tratada na concentracdo de campo apresentou poucas
marcacOes. Na regido epitelial poucos nucleos foram marcados na porcdo apical e
média; na camada de células hepéticas também houve marcacdo de poucos nucleos em
comparagao aos tratamentos com a vinhacga bruta em ambas as concentracdes (Fig. 4C).

No grupo exposto a vinhaca tratada no dobro da concentracdo de campo
observou-se que a regido epitelial ndo apresentou marcagdes e a camada de células
hepéticas apresentou ndcleos marcados em maior incidéncia quando comparado ao
tratamento com a vinhaga tratada na concentracdo de campo, mas ndo superior aos

tratamentos com a vinhaga bruta em ambas as concentrages (Fig. 4D).
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3.5 Analise estatistica da marcacédo dos nucleos pelo método de TUNEL
N& houve diferenca estatistica entre as intensidades de fluorescéncia
mensuradas para os diferentes grupos experimentais (p= 0,337), sendo que as médias

ficaram proximas. A figura 5 representa graficamente estes resultados.

4. Discusséo

A fertirrigacdo da vinhaga da cana-de-agUcar tem sido apresentada como uma
pratica de grande auxilio para as usinas, pois varios problemas sdo resolvidos em uma
Unica acdo, ou seja, define um destino para o residuo, ao passo que serve COmMoO
fertilizante, diminuindo gastos com adubacdo. Entretanto, essa solugéo requer cuidados
especificos no que diz respeito a contaminacdo ambiental, pois pode causar severa
deterioracdo dos solos, de aguas superficiais e lencois freaticos. Diante da alta
capacidade poluidora da vinhaca varios paises foram levados a adotar regulamentacdes
sobre a descarga deste efluente, visando reduzir o impacto ambiental e minimizando o
contato direto de vinhaga bruta com o meio ambiente (ARAUJO; OLIVEIRA, 2016;
MORINI et al., 2017; HOARAU, et al., 2018; RAHMAN et al., 2018).

Com efeito, ndo é somente o solo e os recursos hidricos que podem ser
prejudicados pela vinhaga, mas também o0s seres vivos que os habitam. Experimentos
utilizando-se de organismos bioindicadores expostos a vinhaca também revelaram os
diversos impactos negativos que o residuo pode provocar. Souza et al. (2017)
apresentaram os efeitos da vinhaca em invertebrados sob diferentes formas de analise e
as avaliacBes histopatoldgicas, imunohistoquimicas e alterages comportamentais
demonstraram o potencial toxico da vinhaca sobre estes animais.

Sabe-se que as proteinas de choque térmico HSP70 sdo chaperonas moleculares
envolvidas em inumeras fungdes intra e extracelulares, e todas elas estdo relacionadas a
citoprotecdo, participando ativamente da maquinaria de reparo celular. Nesse sentido,
essas proteinas tém sido amplamente empregadas em processos de avaliagcdo de
contaminagfes ambientais, pois sua expressdo é indicativa do quanto o agente
poluidor/estressor esta interferindo nas atividades celulares e fisiologicas dos
organismos. Sabe-se também que as HSPs estdo envolvidas no processo de apoptose,
pois inimeros trabalhos apontam as intervencfes que essas proteinas apresentam nas
vias apoptoticas, de modo que, foram classificadas como anti-apoptoticas as HSP27,
HSP70 E HSP90 e pro-apoptéticas as HSP60 e HSP10 (BEERE. GREEN, 2001,
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DIDELOT et al., 2006; ARYA et al., 2007; CASTRO et al., 2013; MOREIRA-DE-
SOUSA et al., 2018). A resisténcia adquirida das células ao estresse € um conceito bem
estabelecido, no entanto, em estudos dos principais mediadores desta resposta oriunda
das proteinas de choque térmico (HSPs) levaram a descoberta dos importantes papéis
desempenhados por essas proteinas na regulacdo da morte celular apoptotica
(KENNEDY et al., 2014).

Com base nisso, o presente estudo fornece informacgdes sobre os efeitos da
vinhaca da cana-de-acUcar bruta e apds neutralizacdo de seu pH, sobre um bioindicador
de solo, avaliando a ativacdo da proteina HSP70 e o processo de apoptose pelo método
de TUNEL, tracando um paralelo entre os resultados obtidos. O uso de diplépodos
como bioindicadores acrescido da utilizacéo das técnicas moleculares apropriadas para
avaliar os processos de estresse e morte celular tornou possivel inferir efeitos mais
complexos nestes organismos em contato com o residuo como um agente estressor.

As imunomarcagdes da HSP70 observadas nos animais expostos ao grupo
controle em regibes especificas, como células epiteliais e células hepaticas, sdo um
indicativo de que essas proteinas residem normalmente nas células e fazem parte da
linha de defesa das mesmas em condi¢cGes normais. Ao passo que as marcacdes de
apoptose no grupo controle apresentaram-se concentradas na regido epitelial, sendo os
nacleos da porcao apical e média do epitélio os que mais apresentaram marcagdes; na
camada de células hepéaticas houve marca¢bes com maior distanciamento uma das
outras, também indicativo de que este processo participa da homeostase tecidual
normal.

O processo de renovacao celular na regido epitelial, bem como a funcdo de
detoxificacdo sabidamente exercida pela camada de células hepéticas possibilita uma
interpretacdo numa area de interseccdo entre a imunomarcacdo da HSP70 e o processo
de apoptose, pois a ativacdo da proteina ocorre em mecanismos normais como, no ciclo
de divisdo celular, crescimento celular e processos de morte celular. Se no organismo ha
necessidade de renovar as células por uma razdo de desgaste, mau funcionamento ou
excesso de acumulo de substancias nocivas, as HSP70 sdo ativadas como meio de
controle da qualidade do processo e, consequentemente, a via apoptoética € também
ativada, pois a homeostase tecidual € dependente do equilibrio dindmico entre
proliferacdo celular e apoptose (JAATELA et al., 1998; CASTRO et al., 2013;
COELHO etal, 2017; MOREIRA-DE-SOUSA et al., 2018).
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No grupo de animais expostos a vinhaca bruta, na concentracdo de campo, a
HSP70 apresentou imunomarcacdo mais intensa na regido apical do epitélio e na
camada de células hepaticas, quando comparado ao grupo controle, enquanto que no
grupo exposto ao dobro da concentracdo as células hepaticas apresentaram
imunomarcacdo com maior intensidade comparativamente ao grupo exposto a
concentracdo de campo, bem como ao controle. Enquanto que no grupo exposto a
vinhagca bruta, na concentracdo de campo, poucas marcagdes de apoptose foram
observadas, sendo a maioria localizada, preferencialmente, na camada de células
hepaticas, enquanto que, no dobro da concentracdo de campo, houve um aumento das
marcagBes em comparagdo ao grupo anterior, sendo a maioria concentrada nos nucleos
da camada de células hepaticas.

Os resultados para HSP70 corroboram ao que foi descrito por Coelho et al.
(2017) que também expuseram diplopodos a vinhaca de cana-de-agucar e relataram que
nos animais expostos a esse residuo, as imunomarcacgdes positivas na regido apical do
epitélio eram compativeis com processos de protecdo celular, na medida em que as
imunomarcacfes positivas observadas nas células hepéaticas também sinalizaram a
funcdo citoprotetora, pois ambas as células asseguraram a homeostase celular
estimulando uma reacdo do organismo frente ao residuo. Diante da escassez de
trabalhos com HSP70 em diplépodos expostos a agentes estressores, 0s autores
correlacionaram os dados obtidos aos dados de morfologia existentes com estes animais
para facilitar as inferéncias sobre o contato dos animais com a vinhagca.

Deste modo, as imunomarcagdes observadas nos animais expostos a vinhaca, em
ambas as concentracdes refletem na porcdo apical do epitélio a primeira barreira de
defesa do 6rgdo. Sabe-se que nesta regido encontram-se as células absortivas dotadas de
microvilosidades, as quais participam ndo s6 da absorcdo de alimentos, como também
impedem que substéncias nocivas adentrem ao organismo; sendo assim a participacao
das HSP70 nessa etapa é recrutada. Supbe-se também que a localizacdo da expresséo da
proteina HSP70, preferencialmente em determinadas regides, relaciona-se com a
disposicdo das organelas nas células, visto que nas células absortivas a ocorréncia de
muitas mitocondrias na porcdo apical das células, bem como a grande quantidade de
reticulo endoplasmatico rugoso na porcdo mediana destas células, possivelmente
estabilizam as reacOes celulares evitando comprometimentos das funcbes proteicas
diante de substancias citotoxicas (KOLHER et al., 1995; CAMARGO-MATHIAS et al.,
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2004; ALVES FILHO, 2008; CASTRO et al., 2013; FONTANETTI et al., 2015;
CRISTOFOLETTI etal., 2016; COELHO et al., 2017). Por estas razdes, sugere-se que
as imunomarcacgdes localizadas na porcdo apical do epitélio estejam participando dos
processos de citoprotecdo ao organismo frente a substancias nocivas, funcdo esta tdo
bem desempenhada pelas HSP70.

Sabe-se que a vinhaca apresenta quantidades desbalanceadas de elementos
minerais e organicos, além de pH acido, logo uma situacdo de estresse osmotico
também pode ocorrer nas células levando ao aumento dos niveis de HSP70 na medida
em que auxiliam na sintese e maturacdo de novas proteinas que irdo substituir aquelas
afetadas pelo estresse metabdlico (CASTRO et al., 2013; CRISTOFOLETTI et al.,
2017).

As imunomarcacBes mais intensas observadas nas células hepaticas nas
exposicoes a vinhaca bruta, em ambas as concentracOes, atestam que altos niveis de
HSP70 sdo decorrentes da citoprotecdo excercida por estas células, pois correlacionando
aos varios trabalhos com o intestino médio do diplépodo R. padbergi, em todos sdo
relatados grandes acumulos de esferocristais nas células hepaticas, desempenhando o
papel de inativacdo de compostos quimicos téxicos no organismo do animal
(FONTANETTI et al., 2015).

Paralelamente aos resultados de marcacdo de apoptose, em ambos 0S grupos
expostos a vinhaca bruta, pode-se inferir que na situacdo de pouca marca¢do no método
de TUNEL a super expressdo da HSP70 (resultado de marcacGes mais intensas) tenha
inibido a apoptose, uma vez que inumeros trabalhos relatam a intervengdo das HSP70
nas vias apoptéticas, as quais também protegem as células contra estimulos apoptéticos.
A literatura ainda aponta que as HSP70 podem atuar em varios pontos nas vias
apoptoticas com a finalidade de garantir que o dano induzido pelo estresse ndo
desencadeie, inadequadamente, a morte celular, visto que o custo energético para célula
do processo de morte € grande, portanto verificagcbes apropriadas antes que a cascata
apoptdtica tenha “permissdo” para executar a morte sao de fundamental importancia. Ao
que parece as HSP70 fornecem um forte sistema de verificacdo (BEERE; GREEN 2001;
DIDELOT et al., 2006; 2007; ARYA et al., 2010).

A participacdo das mitocondrias na regulacdo da apoptose também tem sido
reportada, ao que parece varios estimulos de morte atingem essas organelas e

estimulam, por um mecanismo desconhecido, a liberacdo de vérias proteinas, incluindo
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0 citocromo ¢ e, uma vez liberado no citosol, o citocromo c liga-se a sua molécula
adaptadora Apaf-l (Apoptotic protease activating factor 1) que oligomeriza e ativa a
pro-caspase-9, formando o complexo apoptossomo, resultando na clivagem e ativagdo
de pré-caspase-9 e outras pro-caspases que sdo responsaveis pelas etapas executivas da
morte celular apoptotica (ROBERTSON; ORREINIUS, 2000). Considerando estas
informagdes e o fato de que muitas mitocéndrias ocorrem nas células principais do
intestino médio, possivelmente essas organelas estdo envolvidas tanto na ativacdo das
HSP70 quanto nos processos de apoptose destas células.

O tratamento da vinhaca para neutralizacéo de seu pH revelou-se menos danoso
aos tecidos analisados, pois as imunomarcagdes observadas no grupo exposto a vinhacga
tratada, na concentracdo de campo, foram consideradas fracas em relacdo ao observado
nos grupos expostos a vinhaca bruta, aproximando-se do observado para o grupo
controle. Enquanto que nos animais expostos a vinhaca tratada no dobro da
concentracdo houve imunomarcacdo forte na camada de células hepaticas.
Comparativamente aos resultados para marcagdo da apoptose, poucas marcagcfes foram
observadas em relacdo aos grupos expostos a vinhaga bruta e, no grupo exposto a
vinhaca tratada, dobro da concentracdo de campo, a regido epitelial ndo apresentou
marcacOes e a camada de células hepaticas apresentou ndcleos marcados em maior
incidéncia quando comparado ao tratamento anterior, mas ndo superior aos tratamentos
com a vinhagca bruta.

A correlacdo destes resultados sugere que nas células com menos ativacao da
HSP70, provavelmente, o residuo ndo alterou o meio celular, bem como neutralizou a
absorcdo de substancias toxicas pelo intestino médio. Os processos de renovacao celular
foram minimos, também atestando n&o haver muitas ocorréncias de células danificadas.
Consequentemente, 0s processos de apoptoses mantiveram-se na incidéncia normal do
tecido.

A andlise de células em apoptose pode representar grande utilidade em processos
de avaliagbes ambientais, tanto quanto a HSP70, pois além de estarem associadas,
apresentam grande sensibilidade diante de substancias citotoxicas. Alguns exemplos de
trabalhos com o uso desta ferramenta foi apresentado por Garcia-Casca et al. (2010),
que avaliaram a apoptose folicular no mexilh@o da espécie Mytella strigata e obtiveram
dados que sinalizaram que o indice apoptético em mexilhdes tropicais pode sim

representar um indicador til de estresse ambiental nos ecossistemas costeiros.
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Yavasoglu et al. (2016) utilizaram a espécie Mytilus galloprovincialis(mexilhdo negro)
para avaliar o efeitos de agentes poluidores por meio da imunorreacdo de TUNEL e o
nivel de apoptose em paralelo com altera¢des histopatologicas. O aumento da expresséo
do gene da caspase e da imunorreatividade do TUNEL nos tecidos de mexilhGes mais
expostos aos contaminantes do ambiente foram encontrados em confirmagdo com as
alteracOes histopatoldgicas, especialmente no hepatopancreas, 6rgdo mais afetado por
poluentes orgénicos e inorgéanicos devido ao fato de ser uma regido metabolicamente
ativa. Logo, os resultados mostraram que o hepatopéancreas € mais sensivel ao dano
causado por poluentes ambientais do que as branquias e que estes tecidos podem ser
usados como um sistema de alerta precoce e monitoramento da polui¢do no ecossistema

marinho.

5. Concluséo

Face ao exposto, o presente estudo trouxe como proposta o tratamento da
vinhaca para ajuste de pH e a avaliacdo dos efeitos do residuo tratado em comparacao a
sua forma bruta em animais bioindicadores de solo. Em associacdo com ferramentas
moleculares como a investigacdo da ativacdo das proteinas HSP70 e do processo de
morte por apoptose foi possivel observar que o residuo com pH neutro apresentou
menores alteracbes nestes tipos de resposta nas células dos animais, confirmando ser

uma alternativa viavel para o emprego da vinhaca na fertirrigacéo.
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Tabela 1. Dados referentes a fertilidade do solo controle.

Parametro Solo
pH (CaCl,) 5
MO(g/dm®) 20
P (mg/dm®) 6
K (mmol/dm?®) 1,4
Ca (mmol./dm?®) 19
Mg (mmolc/dm?3) 10

H+AI (mmol/dm?) 23
SB (mmol/dm?) 30,4
CTC (mmol/dm®) 534

V% 57

MO: matéria organica; CTC: capacidade de troca catibnica; SB: soma das bases; V:
saturacao de bases.
Meétodo: Analise quimica para a avaliacdo da fertilidade de solos tropicais, Instituto
Agrondmico, 2001.



Tabela 2. Analises fisico-quimicas e de metais das amostras de solo e de vinhaca.
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Parémetro Amostras VPM Método
Solo (mg/Kg) Vinhaca (mg/L) Solo Vinhaca Solo Vinhaca
Arsénio 9,25 <0,005 NA NA USEPA 7062 USEPA 7062
Bario 24,95 0,201 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Cadmio <0,167 <0,001 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Caélcio 360 992 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
(Diluicdo: 50)
Carbono organico total? 3,49 7820 NA NA POPPA 182 SMEWW 5310B
Chumbo 25,67 <0,005 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Cobre 13,67 0,119 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Aluminio®/Aluminio 1 2,18 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Ferro - 6,33 NA NA - SMEWW 3030E
Manganés - 3,357 NA NA - SMEWW 3030E
(Diluicdo: 10)
Condutividade eletrolitica 78 10740 NA NA IAC 2009 SMEWW 25108
(us/cm)
Cromo 15,93 0,025 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Cloreto - 1443 250 - USEPA 300.1
(Diluigéo: 100)
Enxofre total 41,75 - NA NA USEPA 3050B -
Foésforo total 237 49,3 NA NA USEPA 3050B USEPA 300.1
(Diluicéo: 10) (Diluicéo: 50)
Magnésio 158 307 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
(Diluicéo: 10)
Mercurio <0,011 <0,0002 NA NA USEPA 7471 USEPA 7470
Molibdénio 1,750 0,010 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Niquel 4,060 0,024 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Nitrogénio nitrico <1,262 <11,400 (Diluicéo: NA NA USEPA 300.1 USEPA 300.1
100)
Nitrogénio nitroso <0,033 <0,300 NA NA USEPA 300.1 USEPA 300.1
(Diluigédo: 100)
Nitrogénio amoniacal 18,5 10,77 NA NA SMEWW 4500-  SMEWW 4500-
(Diluicéo: 10) NH3 B, C NH3D
Nitrogénio kjedahl 433,1 278,9 NA NA SMEWW 4500- SMEWW 4500-
Norg B NorgB
pH 5 4,23 NA NA USEPA 9045 USEPA 9045
Potassio 14 3210 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
(Diluigéo: 50)
Selénio <0,278 <0,005 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Sadio total <55,556 12,4 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Contetdo s6lido 3860 NA NA - SMEWW 2540D
Umidade 10,12 - NA NA POPDAM 049 -
Zinco 9,61 0,754 NA NA USEPA 3050B SMEWW 3030E
Prata - <0,005 NA 0,01 USEPA 3050B SMEWW 3030E
Dureza calculada - 1457,0 NA NA - SMEWW 2340B
DBO - 16586 NA NA - SMEWW 5210B
(incubacéo de 5dias)
DQO - 31257 NA NA - SMEWW 5220D
(Diluicéo: 50)

VMP: valor méximo permitido, segundo a CETESB (195/2005-E); SMEWW: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater,
22th Edition, 2012; USEPA: United States Environmental Protection Agency; POP: Procedimento Operacional Padrdo para determinagdo por
calculo; ICA: Métodos de analise quimica, mineraldgica e fisica de solos do Instituto Agrondmico de Campinas, 2009; NA: ndo aplicavel.



Figura 1. Secc¢des histoldgicas do intestino médio de R. padbergi submetidas a técnica

de imunohistoquimica para marcacdo da proteina HSP70. A: grupo controle. B: grupo
exposto a vinhaga bruta na concentragdo de campo; C: grupo exposto a vinhaca bruta no
dobro da concentracdo de campo; D: grupo exposto a vinhaga tratada na concentragdo
de campo; E: grupo exposto a vinhacga no dobro da concentracéo de campo.

be: bordo em escova; cm: camada muscular; ch: célula hepética; e: epitélio
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Figura 2. Representacdo grafica das imunomarcacdos da proteina HSP70 por

porcentagem de &rea do intestino médio de R. padbergi.

controle: grupo expostos ao solo controle; [C]: grupo exposto a solo contendo vinhaga
bruta na concentracdo de campo; 2[C]: grupo exposto a solo contendo vinhaca bruta no
dobro da concentracdo de campo; Cal [C]: grupo exposto a solo contendo vinhaca
tratada na concentracdo de campo; Cal 2[C]: grupo exposto a solo contendo vinhaca
tratada no dobro da concentracdo de campo.
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Figura 3. Seccdes histolégicas do intestino médio do diplépodo R. padbergi submetidos

a aplicacdo da técnica de Marcacdo da actina-F/nlcleo e método de TUNEL. A:
Marcacdo da actina-F/nicleo; B: controle positivo do método de TUNEL; C: controle
negativo do método de TUNEL; D: grupo controle.

e- epitélio, ch- camada de células hepaticas, cm- camada muscular



124

Figura 4. Seccdes histolégicas do intestino médio do diplépodo R. padbergi submetidos

ao método de TUNEL. A: grupo exposto a vinhaca bruta na concentracdo de campo; B:
grupo exposto a vinhaca bruta no dobro da concentracdo de campo; C: grupo exposto a
vinhaca tratada na concentracdo de campo; D: grupo exposto a vinhaga no dobro da
concentracdo de campo.

e- epitelio, ch- camada de células hepaticas, cm- camada muscular
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Figura 5. Representacdo grafica das marcacdes pelo método de TUNEL no intestino
médio de R. padbergi.

controle: grupo expostos ao solo controle; [C]: grupo exposto a solo contendo vinhaca
bruta na concentracdo de campo; 2[C]: grupo exposto a solo contendo vinhaga bruta no
dobro da concentracdo de campo; Cal [C]: grupo exposto a solo contendo vinhaga
tratada na concentracdo de campo; Cal 2[C]: grupo exposto a solo contendo vinhaca

tratada no dobro da concentragdo de campo.
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Resumo

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de cana-de-aglcar, com
capacidade de produzir 31 bilhGes de litros de etanol/ano; essa grande produgédo gera
uma grande quantidade de residuos e coloca o pais em uma situacdo preocupante diante
da destinacdo destes residuos que essa alta producdo acarreta. A vinhaga € o liquido
residual de carater &cido, gerado a partir da calda de destilacdo do licor de fermentagdo
do alcool de cana-de-agUcar, sendo que sua producédo é de 8 a 13 vezes maior que a do
alcool gerado no processo. A utiliza¢do da vinhaca na fertirrigacdo tem sido uma pratica
amplamente empregada no cultivo da cana-de-agucar, com o intuito de fornecer um
melhor destino ao residuo. No entanto a fertirrigacdo com vinhaga requer alguns
cuidados, visto que ela pode promover melhorias na qualidade do solo, mas também
pode ocasionar complicacdes devido ao seu alto poder poluente. Nesse sentido, a
utilizacdo de animais bioindicadores de solo para avaliar os efeitos deste residuo faz-se
necessaria, visto que as respostas que estes animais podem fornecer sdo imprescindiveis
para que a aplicacdo deste residuo ocorra de forma correta. Este trabalho propds o
tratamento da vinhaca para neutralizacdo do pH como meio de minimizar os efeitos
provocados pela mesma. Para comprovar a eficacia desta proposta foram realizados
testes ecotoxicoldgicos internacionalmente padronizados (ISO) utilizando 0s seguintes
bioindicadores: minhocas (Eisenia andrei), colémbolos (Folsomia candida) e
enquitreideos (Enchytraeus crypticus). Foram realizados testes de avoidance com as
minhocas e 0s colémbolos e testes de reproducdo com minhocas, colémbolos e
enquitreideos. Diante dos resultados verificou-se que a neutralizacdo do pH da vinhaca
influenciou os comportamento de fuga e reproducdo das espécies testadas de maneira
distinta. As espécies E. crypticus e F. candida ndo foram influenciadas, nem pela
vinhaca bruta, nem pela vinhaca tratada, enquanto que, a espécie E. andrei apresentou-
se mais sensivel a presenca da vinhaca no solo, demonstrando comportamento de fuga
em concentracdes mais elevadas de vinhacga bruta e tratada, e, no teste de reproducéo,
apresentou aumento no nimero de juvenis na exposi¢do a vinhaca tratada, em relacéo a

vinhagca bruta.

Keywords: Bioindicadores de solo; vinhaga de cana-de-agUcar tratada; testes de fuga;

testes de reproducéo.
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1. Introducéo

No Brasil a alta producdo de etanol a partir da cana-de-agUcar resulta num
grande volume de vinhaca, um residuo de tonalidade castanho escuro, de alto contetdo
organico e pH geralmente &cido. Inicialmente este residuo era lancado em corpos
hidricos, porém causou sérios problemas de poluicdo. Frente a necessidade de encontrar
novos meios para seu descarte, diversas formas de reuso foram criadas, dentre elas a
mais difundida foi a pratica da fertirrigacdo (ALVES et al., 2015; CHRISTOFOLETTI
etal. 2017).

Amparada pela Norma Técnica P4.231 (CETESB-Companhia Ambiental do
Estado de S&o Paulo, 2015), a qual estabelece os critérios e 0s procedimentos adequados
de utilizacdo da vinhaga no solo, a fertirrigagdo foi muito bem vinda, pois muito
pesquisadores relataram grandes beneficios nas culturas, como aumento da fertilidade
do solo, disponibilidade de altas concentracdes de nitrato, potassio e matéria organica,
favorecendo positivamente a produtividade das culturas (FEIGIN et al., 1991; FREIRE;
CORTEZ, 2000; MEDEIROS et al., 2003; LYRA, 2008; BEBE et al., 2009; BARROS
et al., 2010; DOLL; FORESTI, 2010; ESPANA-GAMBOA, 2011; SILVA et al., 2014).
Em contrapartida diversos trabalhos também revelaram o potencial toxico que a vinhaca
pode apresentar, pois diferentes organismos bioindicadores expostos ao residuo
apresentaram alteracdes significativas e preocupantes (YESILADA, 1999; KUMAR;
GOPAL, 2001; CHRISTOFOLETTI et al., 2013b; 2016; PEDRO-ESCHER et al., 2014;
2016; MARINHO et al., 2014; GARCIA et al., 2017; COELHO et al., 2017; SOUZA et
al., 2017; CORREIA et al., 20173; b).

Nesse sentido, a necessidade de avaliar de forma mais completa os efeitos da
vinhaca associada a ensaios ecotoxicolégicos com 0s organismos vivos sao de grande
importancia, uma vez que buscam complementar as avalia¢cdes quimicas, investigando a
toxicidade de substancias, ou misturas, no ecossistema de forma mais pragmatica
(GUARATIN et al., 2008; ALVES et al., 2015). Para obtencdo de resultados mais
relevantes para 0 ecossistema, 0s ensaios devem ser aplicados com espécies
pertencentes a diferentes niveis troficos, visto que os efeitos resultardo ndo s6 da
concentracdo e da composicdo do poluente, mas também irdo repercutir de modo
diferente para cada espécie, podendo ser toxicos para todos 0s organismos ou limitar-se

apenas a uma ou outra espécie (BIANCHI et al., 2010).
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Espécies-padrdo, como minhocas, enquitreideos e colémbolos, séo
ecologicamente relevantes e tém sido amplamente empregadas em avalia¢Ges de risco
ecoldgico, pois fornecem respostas importantes a cerca de determinadas substancias,
bem como sua repercussdo no meio ambiente (HUND- RINKE; WIECHERING, 2001;
NATAL-DA-LUZ et al., 2004; ALVES et al.,2015).

As importantes fungOes exercidas pelas minhocas e o estreito contato com o solo
confere a estes animais um excelente papel de bioindicador da qualidade de solo. As
espécies Eisenia andrei e Eisenia fetida sdo espécies-padrdo utilizadas em estudos
ecotoxicoldgicos de solo, mundialmente empregadas para avaliagdo de residuos e
substancias quimicas, padronizadas pela SO (International Organization for
Standardization); essas espécies sdo facilmente criadas e manipuladas em laboratorio
(OECD, 2004; 1SO - 17512-1, 2008; ISO — 11268-2, 2011).

O enquitreideos desempenham papéis similares aos das minhocas, e, além disso,
possuem quimiorreceptores altamente sensiveis a compostos quimicos no ambiente
onde se encontram. Por estas razbes estes organismos também sdo considerados
excelentes bioindicadores da qualidade de solo. A facilidade de criacdo e utilizacdo das
espécies Enchytraeus albidus e Enchytraeus crypticus em laboratorio tornou-as
padronizadas no protocolo da 1SO-16387 (2013).

Tao eficientes quanto os anelideos citados anteriormente, os colémbolos também
tém sido utilizados como organismos-teste na avaliacdo de diversas substancias toxicas,
pois sdo animais com alta sensibilidade a alteracbes ambientais (BELLINGER et al.
2015). A espécie Folsomia candida é padronizada pela ISO (11267, 1999; 17512-2,
2011) nos testes de fuga e reproducéo respectivamente. Diante de seu curto ciclo de
vida e a capacidade de reproducdo partenogenética, estes animais sdo excelentes
organismos para estudar diferentes parametros individuais e populacionais em um unico
experimento (CROMMENTUIJN, et al. 1993; FOUNTAIN; HOPKIN, 2005).

Face ao exposto o0 objetivo deste trabalho foi verificar se o tratamento da vinhaga
de cana-de-acucar com a finalidade de neutralizar seu pH (7,0) afetaria o
comportamento e reproducdo dos bioindicadores utilizados em testes ecotdxicoldgicos

internacionalmente padronizados pela I1SO.

2. Material e métodos
2.1 Solo
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Para a montagem dos experimentos foi utilizado solo artificial 10% (SAT),
preparado em laboratério de acordo com protocolo proposto para os testes de fuga e
reproducdo. A mistura foi composta de 10% de fibra de coco, 20% de caulino em po e
70% de areia fina (OECD, 1984). A capacidade de retencdo méxima de agua (WHC)
deste solo foi calculada de acordo com as orientacGes do Anexo C da 1SO-16387, 2013.
A partir do valor obtido adotou-se para estes ensaios 60% da WHC do SAT 10%.

2.2 Vinhaca de cana-de-acUcar

A vinhaga foi coletada em usina localizada no interior do estado de S&o Paulo,
Brasil. O efluente foi coletado proximo da montagem dos experimentos e mantido em
camara fria (4°C), até o inicio dos mesmos.

Foram utilizadas nos ensaios vinhaca bruta e vinhaca tratada com adi¢éo de CaO
para ajuste de pH (pH 7,0). Diferentes concentragdes (1, 5, 10, 20, 30, 40 e 60%) foram
estabelecidas para o emprego dos residuos nos ensaios, as quais foram calculadas em
relacdo a WHC.

2.3 Caracterizacdo quimica da vinhaca bruta

A caracterizagdo de amostras de vinhaca foi baseada no conteudo de
oligoelementos (Al, Sb, As, Ba, B, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg, Mo, Ni, Ag, Se, V,
Zn), no potencial agronémico (carbono organico, condutividade elétrica, nitrito,
nitrogénio, nitrogénio Kjeldahl, nitrogénio amoniacal, sddio total, potassio total, calcio
total, magnésio total 6xido de potéssio, sélidos suspensos totais) e DQO (Demanda
Quimica de Oxigénio) e DBO (Demanda Biol6gica de Oxigénio).

2.4 Organismos testes

Foram utilizadas nos ensaios ecotoxicoldgicos laboratoriais minhocas da espécie
E. andrei (Lumbricidae), enquitreideos da espécie E. crypticus (Enchytraeidae) e
colémbolos da espécie F. candida (Isotomidae).

As minhocas E. andrei foram aclimatadas em laboratorio em recipientes de
plastico contendo substrato de esterco de vaca. Os enquitreideos E. crypticus foram
mantidos em culturas em placas de Petri contendo agar composto por uma mistura de
solucdo de sais de cloreto de célcio, sulfato de magnésio, cloreto de potéssio e

bicarbonato de sodio, bicarbonato de sddio, cloreto de potassio, d&gua destilada e solucao
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constituida por bacti-agar, como substrato para os enquitreideos; as culturas foram
alimentadas com farinha de aveia de uma a duas vez por semana. A espécie F. candida
foi cultivada em laborat6rio em caixas de plastico contendo como substrato uma mistura
de carvdo ativado e gesso; as culturas foram alimentadas com fermento bioldgico de

duas a trés vezes por semana.

2.5 Testes ecotoxicoldgicos
2.5.1 Teste de fuga com E. andrei

Os ensaios de fuga com as minhocas foram realizados em conformidade com a
ISO 17512-1 (2008); cinco réplicas por combinacdo dos tratamentos (Sete para vinhaca
bruta e sete para vinhaca tratada) e controle duplo, foram realizadas em recipientes
plasticos de dimensbes 20 cm de comprimento, 12 cm de largura e 5 cm de altura; os
recipientes foram divididos em duas partes utilizando uma diviséria de plastico
introduzida verticalmente. Em um dos lados foi adicionado solo misturado a vinhaca e
no outro lado 0 mesmo peso de solo controle. A divisoria foi removida e 10 espécimes
adultos de E. andrei foram colocadas sobre a linha de separagdo dos dois
compartimentos. Os recipientes foram fechados com tampas perfuradas para permitir a
circulacdo de ar; os animais ndo foram alimentados durante o teste e, ao final de 48h, o
namero de individuos presentes em cada compartimento foi registrado para posterior
andlise estatistica. A porcentagem de fuga dos animais foi estabelecida, segundo a ISO-
17512-1 (2008).

2.5.2 Teste de fuga com F. candida

Os ensaios de fuga com os colémbolos ocorreram de acordo com as descri¢des
estabelecidas na 1SO-17512-2 (2001); seguiu-se 0 mesmo principio dos testes de fuga
com minhocas, porém os recipientes possuiam dimens@es 7 cm de diametro e 6 cm de
altura; as combinagOes testadas foram as mesmas utilizadas no teste com as minhocas,
porém os céalculos diferiram nas quantidades de solo e de vinhaga (bruta/tratada)
utilizados; cinco repeti¢cGes foram utilizadas para cada combinacdo; apds a adicdo dos
solos com vinhaga, (bruta/tratada de acordo com os tratamentos estabelecidos) nos
compartimentos, a divisoria de plastico foi removida e foram introduzidos 20
colémbolos com 10 a 12 dias de idade (provenientes de culturas sincronizadas) sobre a

linha de separacdo entre os dois lados. Os recipientes foram fechados com tampas
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transparentes. Os animais ndo foram alimentados durante o teste. Ao fim de 48h, o
contetdo de cada compartimento foi transferido para outro recipiente onde se adicionou
agua e algumas gotas de tinta nanquim azul para aumentar o contraste e facilitar a
contagem dos colémbolos que estavam sobre a agua. Em seguida, o numero de
individuos presentes em cada compartimento foi contabilizado e tal como para as
minhocas, os valores foram registrados para posterior analise estatistica. A porcentagem
de fuga dos animais foi estabelecida, segundo a ISO-17512-2 (2001).

2.5.3 Teste de reproducéo com E. andrei

Os ensaios de reproducdo com E. andrei foram realizados de acordo com o
protocolo proposto na ISO-11268 9 (2011). Para montagem dos testes foram utilizados
recipientes de vidro de dimensdes 8 cm de didmetro e 16 cm de altura, onde foram
colocados solo preparado com vinhaca (bruta/tratada) de acordo com os tratamentos
estabelecidos; 10 minhocas adultas (com clitelo aparente) previamente aclimatadas em
solo controle durante 24h foram lavadas com agua, pesadas e inseridas em cada unidade
experimental. Os recipientes foram fechados com tampas perfuradas e cada réplica foi
alimentada com estrume de vaca (5 g por réplica) durante as primeiras quatro semanas
do teste. Utilizaram-se quatro réplicas por concentracéo e o ensaio teve duracéo total de
56 dias.

Apds decorrido 28 dias do inicio do teste as minhocas adultas foram removidas e
ndo foi mais colocado alimento no teste até o final do experimento. Ao término de 56
dias, os recipientes foram colocados em banho-maria numa temperatura de 60 + 5°C,
por aproximadamente 30 minutos com o intuito de forcar o deslocamento dos juvenis
para a superficie do solo, facilitando deste modo, a contagem dos animais. O registro da

contagem foi analisado estatisticamente.

2.5.4 Teste de reproducdo com E. crypticus

Os testes de reproducdo com E. crypticus foram realizados de acordo com o
protocolo proposto na 1SO-16387 (2013). Para a montagem dos testes foram utilizados
recipientes de vidro de dimensdes 5 cm de didmetro e 9 cm de altura; 10 individuos
adultos clitelados foram inseridos nos recipientes contendo solo com vinhaca
(bruta/tratada) de acordo com os tratamentos estabelecidos. Os testes foram alimentados

semanalmente com farinha de aveia e os recipientes foram fechados hermeticamente.
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Semanalmente, os frascos foram abertos, de modo a permitir trocas gasosas e realizada
a reposicdo da umidade do solo. Foram realizadas cinco réplicas para cada tratamento
(vinhaca bruta/tratada) mais uma réplica sem animal e oito réplicas para os controles
mais uma réplica sem animal. A duracdo do teste foi de 28 dias e ao término deste
periodo foi realizada a desmontagem do teste, onde foram adicionados em cada réplica
alcool 96% e corante Rosa de Bengala 1%; as réplicas foram mantidas nestas solugdes
por no minimo 12 horas para que pudesse ser iniciada a contagem dos animais. O

registro da contagem foi analisado estatisticamente.

2.5.5 Teste de reproducédo com F. candida

Os testes de reproducdo com F. candida foram realizados de acordo com
protocolo proposto na 1ISO-11267 (1999). Para a montagem dos testes foram utilizados
recipientes de vidro de dimensdes 5 cm de diametro e 9 cm de altura; 10 colémbolos
adultos, com idades entre 10 e 12 dias (provenientes de culturas sincronizadas), foram
introduzidos em cada unidade experimental e os recipientes foram fechados
hermeticamente. O teste foi alimentado com levedura granulada seca (fermento
bioldgico) no inicio do teste e ap6s 14 dias; semanalmente, os recipientes foram abertos
para permitir trocas gasosas. Foram realizadas cinco réplicas por tratamento mais uma
réplica sem animal. Decorrido 28 dias os testes foram desmontados; o solo de cada
réplica foi despejado em outro recipiente onde foi adicionado agua e tinta nanquim azul
para aumentar o contraste e assim facilitar a contagem dos juvenis. Cada réplica foi
fotografada para posteriormente contagem no programa Image J. O registro das

contagens dos animais foi analisado estatisticamente.

2.6 Anélises estatisticas

Para os testes de fuga, os resultados obtidos foram avaliados pelo Exato de
Fisher (disponivel no site http://www.langsrud.com/fisher.htm), sendo que p<0,05
representa a ocorréncia de fuga. Os graficos da porcentagem de fuga apresentados
foram plotados com auxilio do programa Sigma Plot 13.

Os resultados referentes as avaliagbes de reproducdo passaram pelo teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e pelo teste de homogeneidade de variancias de Brown-
Forsythe. Posteriormente, os dados obtidos, para as diferentes concentracGes de cada
tratamento (vinhaca bruta e vinhaga tratada), foram comparados estatisticamente para 0s
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valores paramétricos pelo teste de ANOVA one way e Tukey, e para os valores ndo
paramétricos pelo teste de Kruskall-Wallis e Dunn. Foi avaliada a interacdo entre os
fatores tipo de vinhaga (bruta ou tratada com CaO) e concentragdo, com relacdo ao
namero de juvenis, pela ANOVA two way. Como 0s experimentos com 0s tipos
distintos de vinhaca ndo foram realizados concomitantemente, os dados de reproducao
de cada concentragdo foram divididos pela média dos seus respectivos controles, antes
de passar pela andlise estatistica ANOVA two way, com 0 objetivo de se avaliar a
sensibilidade dos animais e eliminar possiveis diferencas entre experimentos. Todos 0s
testes estatisticos e a representacdo grafica foram realizados no programa Sigma Plot
13.

3. Resultados
3.1 Analises quimicas da vinhaca bruta

Na tabela 1 sdo apresentadas as analises fisico-quimicas e de metais da amostra
de vinhaca. Os valores de DBO e DQO séo considerados altos, demonstrando grande
quantidade de matéria organica; o pH apresenta valor baixo, confirmando a acidez do
residuo e as quantidades de metais ndo se apresentaram significativas de acordo com a
legislacdo que prevé as quantidades desses elementos no solo (VALORES
ORIENTADORES PARA SOLO E AGUA SUBTERRANEA NO ESTADO DE SAO
PAULO, 2016).

3.2 Testes de fuga e reproducédo com F. candida

A anélise do teste de fuga demonstrou que tanto nas concentracdes da vinhaca
bruta quanto nas concentracdes da vinhacga tratada ndo houve fuga dos animais no
tempo avaliado, ndo tendo, portanto, significancia estatistica. No entanto, na Fig. 1A
pode se observar que, de modo comparativo, ndo houve “preferéncia” dos animais
expostos & vinhaga bruta na concentracdo C1, e que nas concentracBes de C2 a C7
houve maior atracdo dos animais pela vinhaca bruta. Na exposi¢do a vinhaca tratada o
resultado foi bastante similar as observacdes feitas com a vinhaca bruta, porém nao
houve diferencas estatisticas (Figs. 1A; 1B).

Na analise do teste de reproducdo observou-se que as diferentes concentracdes
de vinhaca bruta ndo ocasionaram diferencas significativas na reproducdo dos

colémbolos (ANOVA one way, p = 0,349) (Fig. 2A), assim como as concentra¢des de
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vinhaca tratada (ANOVA one way, p = 0,737) (Fig. 2B). A anélise estatistica apontou
que ndo houve diferencas significativas na reproducdo dos colémbolos quando
comparados os diferentes tipos de vinhaga utilizados (ANOVA two way, p = 0,424)

(Fig. 3).

3.3 Testes de fuga e reproducéo com E. andrei

No teste de fuga observou-se que nas duas maiores concentracfes da vinhaca
bruta (C6-40%- e C7-60%) houve fuga dos animais (Exato de Fisher, p= 0,00011 e p=
2,591x10™" respectivamente), enquanto apenas na maior concentracdo da vinhaca
tratada (C7-60%) levou a fuga das minhocas (Exato de Fisher, p= 0,00031) (Figs. 4A,
4B).

No teste de reproducdo, as diferentes concentragcbes de vinhaga bruta néo
ocasionaram diferencas significativas na reproducdo das minhocas (ANOVA one way,
p= 0,752) (Fig. 5A), assim como as concentracGes de vinhaca tratada (ANOVA one
way, p= 0,310) (Fig. 5B). Observou-se que os diferentes tipos de vinhaga resultaram em
diferencas na reproducdo, independentemente da concentracdo (ANOVA two way;
Tukey, p = 0,013), sendo que, no geral, o nimero de juvenis foi menor para vinhaca

bruta em relacdo a vinhaca tratada (Fig. 6).

3.4 Reproducéo de E. crypticus

No teste de reproducdo dos enquitreideos, houve diferenca estatistica apenas na
comparagdo entre as concentracbes C2 e C6 (5% e 40%) da vinhaca bruta (Kruskal-
Wallis; Dunn, p = 0,010) (Fig. 7A), enquanto as diferentes concentraces de vinhaca
tratada ndo causaram alteraces no comportamento reprodutivo (ANOVA one way, p =
0,121) (Fig. 7B).

Os testes mostraram que ndo houve diferencas significativas na reproducdo dos
enquitreideos quando comparados os diferentes tipos de vinhaga utilizados (ANOVA
two way, p =0,169) (Fig. 8).

4. Discussao
O reaproveitamento da vinhaca de cana-de-agucar com o intuito de contribuir
para sustentabilidade do setor sucroenergético é uma pratica bastante difundida, no

entanto, diversos cuidados sdo necessarios, ndo s6 com o local de aplica¢éo do residuo
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como fertilizante, mas também com a fauna existente (MORINI et al., 2017;
CHRISTOFOLETTI et al., 2017).

A literatura traz informagOes sobre os impactos causados em diversos
bioindicadores expostos a vinhaca e alertam que a utilizacdo deste residuo ainda requer
cautela em sua disponibilizacdo no solo devido as suas implicacdes ambientais, as quais
tém sido motivo de preocupacdo, em virtude da presenca de contaminantes, como por
exemplo, metais, compostos alcodlicos e fendlicos, substancias antibitticas entre outros
(ALVES et al., 2015; SOUZA et al., 2017).

Nesse sentido, o presente estudo utilizou testes ecotoxicoldgicos estabelecidos
mundialmente pela Organizacdo Internacional para Padronizagdo (ISO) para avaliar 0s
efeitos da vinhaca bruta e apds neutralizacdo de seu pH, em concentracdes crescentes,
empregando as espécies F. candida, E. andrei e E. crypticus bioindicadoras
padronizadas na avaliacdo da qualidade do solo.

O teste de fuga fornece informacGes sobre a capacidade dos organismos de
detectar e evitar o solo, indicando o potencial de estresse de substancias presente no
mesmo. E ecologicamente relevante devido as relacdes diretas com a biodiversidade do
solo e sua qualidade como habitat para esses organismos (HUND-RINKE;
WIECHERING, 2001).

De acordo com os resultados obtidos no teste de fuga com F. candida pode-se
perceber que ambas as vinhacas (bruta/tratada) ndo provocaram a fuga destes animais,
pelo contrério, eles foram atraidos pelos residuos. Natal-da-Luz et al. (2008) avaliaram
a resposta de minhocas e colémbolos diante de solos com diferentes propriedades
(contetdo/textura/matéria organica) e a combinacdo com contaminantes. Os autores
demonstraram que F. candida apresentou comportamento de fuga em solos com baixos
niveis de matéria organica, independente da textura do solo, e, pelo contrario houve
nitida preferéncia desses organismos por solos com maior teor de matéria organica.
Possivelmente, o comportamento de atracdo pela vinhaga, encontrado no presente
trabalho, ocorreu pelo fato da vinhaga apresentar em sua constituicdo grande quantidade
de matéria organica.

No teste de reproducdo, F. candida ndo demonstrou sensibilidade significativa
diante do contato com a vinhaga (bruta/tratada), porém, vale ressaltar que, uma
observacdo mais detalhada dos resultados permite inferir que na vinhaca bruta os

animais apresentaram um sutil aumento na taxa de reprodugdo em comparacdo a
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vinhaca tratada; como os experimentos foram realizados em dias distintos foi necessario
dividir o niumero de juvenis de cada grupo experimental pela média dos respectivos
controles para se obter o grafico de sensibilidade, o qual tem por finalidade neutralizar
as possiveis diferencas entre os experimentos que foram realizados em diferentes dias,
logo observou-se uma pequena diferenca de reproducao entre a vinhaca bruta e tratada.
Sabe-se que a vinhaca apresenta quantidades desbalanceadas de elementos minerais e
organicos (CHRISTOFOLETTI et al., 2017), logo a grande quantidade de matéria
organica pode significar inicialmente um atrativo para os animais. Mussury et al. (2008)
também afirmaram que a quantidade de matéria organica presente numa dada area
também pode influenciar na populacdo destes individuos. Segundo Cassagne et al.
(2004) e Bellini e Zeppelini (2009) fatores que podem afetar a presenga de colémbolos,
em determinadas areas, estdo relacionadas ao pH, liberacdo de ions e umidade,
aparecimento de substancias que compdem pesticidas e/ou metais.

No teste de fuga com E. andrei nas concentracfes maiores de vinhaca bruta, C6
e C7, houve comportamento de fuga dos animais, enquanto que, na vinhaca tratada
houve fuga somente na C7. Isso demonstra que a vinhaca tratada ndo foi nociva para as
minhocas, porém, quando a concentracdo do residuo excedeu ao limite suportado por
elas, também houve fuga. O teste de reproducdo mostrou que esses animais
responderam de forma distinta aos tratamentos com as vinhagas, bruta e tratada, e que,
de certo modo, houve um efeito positivo, da vinhaca tratada em relacdo a bruta, no
comportamento reprodutivo destes animais.

Natal-da-Luz et al. (2008) verificaram que, em geral, a espécie F. candida
parece ser menos sensivel do que as minhocas quando expostos a solos com diferentes
teores de matéria organica. Supondo que a matéria organica presente na vinhaca tenha
sido atratativa para os colémbolos, 0 mesmo nao foi observado no presente estudo, pois,
comparativamente, 0s colémbolos foram mais atraidos pela vinhaga (bruta/tratada) em
relagdo as com as minhocas.

A vinhaga com pH neutro representou-se mais atrativa para as minhocas, as
quais s6 apresentaram comportamento de fuga na concentracdo mais elevada.
Supostamente deve haver um limite ao qual elas suportam a mistura complexa que a
vinhaca apresenta em associacdo com o fator pH. Pode-se inferir também que as

minhocas sejam mais sensiveis, devido ao fato de apresentarem diferentes vias de
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exposicdo, ou seja, uma cuticula exposta ao contaminante presente no solo, e a ingestdo
do mesmo.

O teste de reproducdo com E. crypticus demonstrou sensibilidade em
concentracdes especificas para a vinhaca bruta, enquanto a vinhaga tratada néo
interferiu no comportamento reprodutivo destes animais. Foi possivel perceber que
houve aumento, bem como diminuicdo no ndmero de individuos, e que a vinhaca
tratada demonstrou aumento no nimero de juvenis em comparacéo a vinhaca bruta.

Alves et al. (2015) expuseram as espécies Hypoaspis aculeifer, E. andrei, E.
crypticus e F. candida a trés tipos de vinhaca, sendo duas provenientes de destilarias
diferentes e uma produzida em laboratério e testaram a disposicdo das mesmas em
diferentes tipos de solos; os autores observaram que as vinhacas das usinas foram mais
toxicas do que a vinhaca preparada em laboratorio, independente do solo utilizado.
Corroborando ao encontrado no presente estudo, em solo artificial os autores
observaram que as minhocas apresentaram maiores indices de fuga comparados aos
colémbolos. Enquanto que, de um modo geral, nos testes de reproducdo tanto as
minhocas, quanto o0s enquitreideos e os colémbolos apresentaram reproducdo reduzida
na exposicdo as vinhacas das diferentes usinas em todos os solos testados,
diferentemente do observado no presente trabalho.

Alves et al. (2015) chamaram a atencgéo para as diferencas de toxicidade entre
vinhacas, as quais sdo atribuidas, principalmente, as distintas composicdes e a origem
dos efluentes; as diferentes toxicidades observadas entre as vinhacas empregadas pelos
autores provavelmente sdo devidas as distintas composi¢des dos vinhos produzidos nas
destilarias que, por sua vez, dependem da origem e composic¢ao da matéria-prima. Além
disso, o sistema usado no preparo do mosto, método de fermentacdo, tipo de aparelho
destilatdrio, técnica de destilacdo, entre outros, sao fatores que tornam a composicdo das
vinhagas das usinas destilatdrias diferentes entre si e tudo isso pode influenciar de
diferentes maneiras os animais.

Somado as caracteristicas da vinhaga, as caracteristicas dos animais a ela
expostos, importantes fatores devem ser considerados. Minhocas apresentam diferentes
vias de absor¢do do solo, podendo ser por meio da absor¢do pela cuticula ou pela
ingestdo (HUND-RINKE et al., 2003), enquanto que os colémbolos apresentam um
exoesqueleto resistente e absorvem os contaminantes da solucdo do solo por meio de

orgaos especializados (PEIJNENBURG et al., 2012). Os enquitreideos, assim como as
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minhocas, de um modo geral interagem diretamente com as particulas e solugdes do
solo, que em contato com seu corpo mole e permedvel, fazem desse grupo
representantes sensiveis da contaminacdo do ambiente do solo (OWOJORI et al., 2009).
Além disso, os enquitreideos sdo altamente sensiveis a acidez dos solos, em alguns
casos, a toxicidade para estes organismos pode ser mais influenciada pelos baixos
valores de pH do solo do que pelas altas concentrac6es dos contaminantes (AMORIM et
al., 2005; CHELINHO et al., 2014; LUO; VERWEIJ; VAN GESTEL, 2014).

De um modo geral, tanto a vinhacga bruta, quanto a vinhaca tratada apresentaram
variadas respostas dos bioindicadores, pois concentracdes especificas promoveram
diferentes reacGes de acordo com a sensibilidade de cada uma das espécies utilizadas.
H& que se considerar que inumeros fatores podem influenciar o comportamento dos
animais, como por exemplo, a origem da vinhaca e suas caracteristicas fisico-quimicas,
bem como a interagdo da mesma com as caracteristicas e propriedades do solo. Sendo
assim, de um modo geral, observou-se que as espécies E. crypticus e F. candida ndo
tiveram seus comportamentos influenciados, nem pela vinhaca bruta, nem pela vinhaca
tratada, mas a espécie E. andrei apresentou-se mais sensivel a presenca da vinhaca no
solo demonstrando comportamento de fuga em concentragdes mais elevadas de vinhaca
bruta e, no teste de reproducdo, respondeu a exposicao a vinhaca tratada, com aumento

no numero de juvenis em relacdo a vinhaca bruta

5. Concluséao

Face ao exposto € possivel concluir que a neutralizacdo do pH da vinhaga,
refletiu em comportamentos distintos entre as espécies bioindicadoras utilizadas.
Enquanto as espécies E. crypticus e F. candida foram menos sensiveis a exposicdo a
vinhaca, tanto bruta, quanto tratada, a espécie E. andrei demonstrou, tanto no
comportamento de fuga, quanto no de reproducdo uma maior influéncia de ambas as
vinhacga. Deste modo, os resultados positivos encontrados, sutis e pontuais, necessitam

de maiores investigacoes.
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Tabela 1: Andlises fisico-quimicas e de metais da vinhaca bruta.

Parametro Vinhaca (mg/L) VPM Método
Arsénio <0,005 NA USEPA 7062
Bario 0,201 NA SMEWW 3030E
Cadmio <0,001 NA SMEWW 3030E
Calcio 992 NA SMEWW 3030E
(Diluic&o: 50)
Carbono organico total? 7820 NA SMEWW 5310B
Chumbo <0,005 NA SMEWW 3030E
Cobre 0,119 NA SMEWW 3030E
Aluminio®/Aluminio 2,18 NA SMEWW 3030E
Ferro 6,33 NA SMEWW 3030E
Manganés 3,357 NA SMEWW 3030E
(Diluigdo: 10)
Condutividade eletrolitica 10740 NA SMEWW 2510B
(us/cm)
Cromo 0,025 NA SMEWW 3030E
Cloreto 1443 250 USEPA 300.1
(Diluicgo: 100)
Enxofre total - NA -
Fésforo total 49,3 NA USEPA 300.1
(Diluicéo: 50)
Magnésio 307 NA SMEWW 3030E
(Diluicéo: 10)
Mercurio <0,0002 NA USEPA 7470
Molibdénio 0,010 NA SMEWW 3030E
Niquel 0,024 NA SMEWW 3030E
Nitrogénio nitrico <11,400 (Diluigéo: NA USEPA 300.1
100)
Nitrogénio nitroso <0,300 NA USEPA 300.1
(Diluicéo: 100)
Nitrogénio amoniacal 10,77 NA SMEWW 4500-
(Diluicéo: 10) NH3D
Nitrogénio kjedahl 278,9 NA SMEWW 4500-
NorgB
pH 4,23 NA USEPA 9045
Potassio 3210 NA SMEWW 3030E
(Diluigéo: 50)
Selénio <0,005 NA SMEWW 3030E
Sédio total 12,4 NA SMEWW 3030E
Contetdo solido 3860 NA SMEWW 2540D
Umidade - NA -
Zinco 0,754 NA SMEWW 3030E
Prata <0,005 0,01 SMEWW 3030E
Dureza calculada 1457,0 NA SMEWW 2340B
DBO 16586 NA SMEWW 5210B
(incubacéo de 5dias)
DQO 31257 NA SMEWW 5220D
(Diluicédo: 50)

VMP: valor maximo permitido, segundo a CETESB (195/2005-E); SMEWW:
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 22th Edition, 2012;
USEPA: United States Environmental Protection Agency; NA: ndo aplicavel.



Fuga de F. candida (%)

60 -

40 -

20 -

-20 A

40 4

-60 -

-80 -

-100

60

40

<
3
B
S -20 A
Q
w40 -
3
5 60
{ o
T -80 -
-100 A
. : : . . 120
N 9 5k o o A
[® o < < s ¢ )
1S o o & & & £S o
s & & & & &F & & B

Vinhacga bruta

20 A

149

9 M 5 B A
ST < e G S
G oS o & & G
& & F&F FF S

Vinhacga tratada

Figura 1: Teste de fuga de F. candida. A. Exposicdo a vinhaca bruta; B. Exposicao a

vinhaca tratada.

CO: solo controle; C1 - Solo com 1% concentragdo de vinhaga bruta ou vinhacga tratada;

C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhacga bruta ou vinhaga tratada; C3 - Solo com

10% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20%

concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaga tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de

vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C7- Solo com 60% concentragdo de vinhaga bruta ou vinhagca tratada.
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Figura 2: Reproducdo de F. candida. A. Exposicdo a vinhaca bruta; B. Exposicdo a
vinhaca tratada.

As letras minasculas e iguais no topo das barras indicam auséncia de significancia
estatistica (p>0,05).

CO: solo controle; C1 - Solo com 1% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada;
C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C3 - Solo com
10% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20%
concentracdo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de
vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhaca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada.
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Figura 3: Reproducdo de F. candida mostrando a sensibilidade dos animais aos
diferentes tipos de vinhaca.

CO: solo controle; C1 - Solo com 1% concentra¢do de vinhaga bruta ou vinhaca tratada;
C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C3 - Solo com
10% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20%
concentracéo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de
vinhaga bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentragdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaga bruta ou vinhagca tratada.
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Figura 4: Teste de fuga de E. andrei. Os asteriscos representam a ocorréncia de
significancia estatistica (p<0,05). A. Exposicdo a vinhaca bruta; B. Exposicao a vinhaca
tratada.

CO: solo controle; C1 - Solo com 1% concentracao de vinhaca bruta ou vinhaca tratada;
C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhacga bruta ou vinhaga tratada; C3 - Solo com
10% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20%
concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaga tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de
vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C7- Solo com 60% concentragdo de vinhaga bruta ou vinhagca tratada.
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Figura 5: Reproducdo de E. andrei. A. Exposicdo a vinhaca bruta; B. exposi¢do a

vinhaca tratada.

As letras mindsculas e iguais no topo das barras indicam auséncia de significancia

estatistica ANOVA one way/TUKEY (p>0,05).

CO: solo controle; C1 - Solo com 1% concentracao de vinhaca bruta ou vinhaca tratada;

C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C3 - Solo com

10% concentragdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20%

concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaga tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de

vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhaca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada.
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Figura 6: Reproducdo de E. andrei mostrando a sensibilidade dos animais aos

diferentes tipos de vinhaca.

O asterisco representa que houve diferenca estatistica entre os tipos de vinhaca,

independente da concentracédo (p<0,05).

CO: solo controle; C1 - Solo com 1% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada;

C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C3 - Solo com

10% concentragdo de vinhaca bruta ou vinhaga tratada; C4 - Solo com 20%

concentracéo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de

vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhagca tratada.



155

1400 — b 1400 —
1200 — 1200 — a
a a
a

» 1000 ab ab w 1000 — a a
K1 3
9 ab 0
*g ab ab 8 a
5 800 ab E 800
wi uj
o ] da
o 600 - a o 600
£ 2
g g
3 —_ =3
= 400 - = 400 |

200 200 |

- —
0 T T T \ T 1 T 0 T T f T T f T T
A cOo c1 ©c2 €3 €4 C5 C©C6 C7 B cO €1 €2 C3 C4 C5 C6 C7
Vinhaga bruta Vinhaga tratada

Figura 7: Reproducdo de E. crypticus. A. Exposi¢do a vinhaga bruta; B. Exposi¢do a
vinhaca tratada.

As letras mindsculas no topo dos box plots ou das barras representam os resultados
estatisticos, sendo que letras diferentes indicam significancia (p<0,05).

CO: solo controle; C1 - Solo com 1% concentracao de vinhaca bruta ou vinhaca tratada;
C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C3 - Solo com
10% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C4 - Solo com 20%
concentracédo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de
vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhaca tratada; C7- Solo com 60% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada.
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Figura 8: Reproducdo de E. crypticus mostrando a sensibilidade dos animais aos

diferentes tipos de vinhaca.

CO: solo controle; C1 - Solo com 1% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhacga tratada;

C2 — Solo com 5% concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C3 - Solo com

10% concentragdo de vinhaca bruta ou vinhaga tratada; C4 - Solo com 20%

concentracdo de vinhaca bruta ou vinhaga tratada; C5 - Solo com 30% concentracdo de

vinhaca bruta ou vinhaca tratada; C6 - Solo com 40% concentracdo de vinhaca bruta ou

vinhagca tratada; C7- Solo com 60% concentragdo de vinhaga bruta ou vinhaga tratada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Diante da extensa préatica de fertirrigacdo com a vinhaca de cana-de-aglcar e
seus diversos impactos no meio ambiente, a preocupacao de pesquisadores com o0 rumo
que esta situacdo pode tomar ainda persiste. O presente trabalho trouxe uma proposta de
tratamento para vinhaca, neutralizando seu pH, e observando como organismos
bioindicadores de solo reagiriam diante dessa alteracdo do residuo. As conclusfes

foram:

- Por meio das andlises ultraestruturais do intestino médio dos diplépodos expostos a
vinhaca bruta e tratada, em concentracdo estabelecida por lei e também ao dobro dessa
concentracdo, pode-se observar que a vinhaca bruta, em ambas as concentracdes,
provocou alteracdes celulares considerdveis, sendo algumas delas irreversiveis e
estatisticamente significativas. A exposic¢ao a vinhaca tratada ndo alterou a morfologia
celular, sendo o observado muito proximo dos animais pertencentes ao grupo controle.
Estes resultados atestaram que a neutralizacdo do pH da vinhaca foi uma alternativa

viavel na diminuicdo de sua toxicidade.

- As andlises de imunomarcacdo da proteina de estresse celular HSP70 e a marcacéo de
morte celular pelo método de TUNEL demonstraram que a proteina de estresse
apresentou maiores imunomarcacfes nos tecidos expostos a vinhaca bruta, tanto na
concentracdo estabelecida por lei quanto ao dobro dessa concentracdo quando
comparado ao controle, na medida em que os processos de morte celular também
ocorreram com maiores frequéncias nestas mesmas exposi¢des. Na vinhaca tratada as
imunomarcacbes de HSP70 apresentaram-se com menor frequéncia e intensidade
guando comparadas as observadas na exposicdo a vinhaca bruta (nas duas
concentracdes) e ao grupo controle. Do mesmo modo as marcacGes de morte celular
foram menos frequentes nos grupos expostos a vinhaca tratada em ambas as
concentracbes. Embora estes resultados ndo tenham tido relevancia estatistica,
possibilitaram inferir que o tratamento da vinhaga representou menores danos celulares
para 0s animais expostos e ainda demonstrou uma interacdo do processo de estresse

celular com as vias de morte celular.

- Por meio dos testes ecotoxicoldgicos de fuga e reproducdo os bioindicadores da
espeécie E. crypticus e F. candida, de um modo geral, ndo se apresentaram influenciados

pela presenca da vinhaga no solo, tanto a bruta, quanto a tratada em diferentes
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concentracdes, porém a espécie E. andrei apresentou comportamento de fuga na
presenca de concentragdes mais elevadas de vinhaga bruta e, no teste de reproducdo
apresentou maior nimero de juvenis na exposicdo a vinhacga tratada em relacdo a
vinhaca bruta. Apesar das andlises estatisticas ndo terem sido significativas em alguns
dos tratamentos e testes, alteracdes sutis puderam ser observadas nos comportamentos

dos animais.

- A utilizacdo de diferentes bioindicadores permitiu uma visao mais ampla e ao mesmo
tempo precisa do quanto a vinhaga de cana-de-agUcar, bruta e com pH neutro poderia
influenciar estes animais nas diferentes camadas de solo. O uso de diferentes técnicas

associadas ao uso dos bioindicadores enriqueceu os resultados obtidos.

- E importante ressaltar que, embora os resultados sinalizem que a neutraliza¢do do pH
confere uma melhora na vinhaca, isto é, uma diminui¢do em seu potencial tdxico, o uso
de cal nos solos (produto usado no presente estudo para alcance de pH neutro) merece
cuidado, uma vez que a alta carga orgénica da vinhaca associada a esse composto pode

provocar salinizagéo.
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