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“A grandeza de um ser humano nio estd no quanto ele sabe, mas no quanto ele
tem consciéncia que nio sabe.”

(Augusto Cury)
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1. INTRODUCAO

Atualmente, os despejos liquidos (esgotos) domésticos e industriais sdo 0s principais
responsaveis pela polui¢do de mananciais hidricos que abastecem as médias e grandes cidades
brasileiras. O agravamento da escassez de agua potavel e o aumento da conscientizacdo
ambiental da populagdo tém pressionado as autoridades publicas a busca de solucdes para
recuperar a qualidade desses mananciais, dentre elas a construcdo de Estagdes de Tratamento
de Esgoto (ETEs). A ETE, se, por um lado, contribui para alcancar aquela finalidade, em
contrapartida, gera um residuo denominado lodo de esgoto, que necessita de disposicao final
adequada (MARTINS et al., 2003).

Uma das alternativas de disposicdo final do lodo é o aproveitamento agricola
(GOMES et al., 2005) e sua utilizagdo na recupera¢do da estrutura fisica dos solos degradados
(KOCSSIS; DE MARIA, 2004), ja que suas propriedades sdo semelhantes as de outros
produtos organicos comumente usados na agricultura, como 0s estercos suino, bovino e
avicola (BARBOSA et al., 2005).

O lodo provem de ETEs, as quais realizam os tratamentos primarios e secundarios.
Tais tratamentos sdo eficientes apenas na remocdo da matéria organica biodegradavel, ndo
removendo os nutrientes existentes neste esgoto (CETESB, 2004). Entretanto, esse residuo sé
pode ser utilizado na agricultura se estiver dentro de padrées minimos exigidos pelos érgaos
ambientais quanto a presenca de metais e patégenos humanos, entre outros (DE CAMARGO
et al., 2008; CONAMA, 2006).

O lodo estritamente urbano apresenta baixa quantidade de metais, mas, quando
esgotos industriais e agua de chuva entram no sistema de captacao de esgoto, este pode ter sua
concentragdo de metais significativamente aumentada. Assim sendo, concentracdes elevadas
de diferentes metais representam risco potencial a0 meio ambiente e a satde publica, como
resultado da acumulacao destes no solo (ATSDR, 1997). Os metais contidos no lodo podem
ser absorvidos pelos tecidos de plantas e animais e, conseqientemente, acumular-se na cadeia
alimentar, comprometendo a saude humana e animal

Recentemente, tem havido um crescente interesse no uso de bioindicadores para a
avaliacdo dos efeitos adversos de substancias quimicas no solo, sendo que invertebrados
terrestres tém sido usados por ecotoxicologistas para documentar e quantificar a exposicao e
os efeitos de poluentes no meio ambiente (KAMMENGA et al., 2000).

Devido aos seus habitos nas camadas superiores do solo, invertebrados da fauna

saprofaga como Isopoda, Diplopoda e Collembola estdo regularmente expostos a metais.



Distribuidos pela atividade humana ou derivados de fontes antropogénicas, como esgoto ou
gases, eles podem exceder os niveis de tolerancia fisiolbégica do ambiente, alimento e 6rgaos
destes animais. Por essa razdo, estes invertebrados ndo necessitam apenas desenvolver
mecanismos para a absorg¢ao, armazenamento e excre¢do, mas, também, necessitam conciliar
a absorcao dos metais essenciais e nocivos com propriedades fisicoquimicas semelhantes. Por
este motivo, os invertebrados saprofagos estdo entre os oganismos mais adequados para
estudos citolégicos e bioquimicos do metabolismo de metais; muitos trabalhos sobre os
efeitos tdxicos dos metais nesses grupos tém focado no acumulo destes em relacdo a
sobrevivéncia e reproducdo dos mesmos (KOHLER, 2002).

Diplépodos, de modo geral, sdo reconhecidamente resistentes a diversas substancias
quimicas e, quando em contato com substancias tdxicas, muitas vezes preferem morrer de
inanicdo a ingerir alimentos contaminados. Por este comportamento, alguns pesquisadores
tém discutido a possibilidade de seu uso como bioindicadores na toxicidade do solo,
utilizando o corpo gorduroso e também o tubo digestivo (HOPKIN et al., 1985;
TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER; TRIEBSKORN, 1998).

O corpo gorduroso de milipedes tem como funcdo priméria o armazenamento de
lipidios, glicogénio, proteina e 4&cido drico, além de ser um permanente local de
armazenamento de substancias a serem excretadas (HOPKIN; READ, 1992).

Em contraste com a importancia ecoldgica de artropodos invertebrados saprofagos do
solo, 0 conhecimento da agdo citologica de metais em Diplopoda é escasso (KOHLER, 2002).
Devido a esse fato e ao exposto acima, este projeto teve a finalidade de analisar os possiveis
efeitos toxicos causados pela exposicdo ao lodo de esgoto em espécimens de Rhinocricus
padbergi. A espécie foi escolhida devido sua abundancia na regido e pelo histérico de
trabalhos desenvolvidos com a mesma pela equipe proponente do projeto (CAMARGO-
MATHIAS et al., 1998; 2004; FANTAZZINI et al., 1998; 2002; CAMARGO-MATHIAS;
FONTANETTI, 2000; ARAB et al., 2003; FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 2004;
MIYOSHI et al., 2005; FONTANETTI et al., 2004; 2006).

O projeto esta vinculado a uma proposta da CETESB (Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental) sobre “Caracterizacdo de Lodos de ETES” para sua caracterizacdo
toxicoldgica. Através destes testes toxicoldgicos serd possivel o desenvolvimento de matrizes
de decisdo que visam diminuir os custos e aumentar a confiabilidade dos lodos gerados pelas
ETEs.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A Classe Diplopoda

Milipedes, popularmente conhecidos no Brasil como piolho-de-cobra, emboa ou
gongold, constituem uma classe de Myriapoda (Diplopoda) e possuem uma distribuigdo
cosmopolita, sendo abundantes, principalmente, nos trépicos. Uma caracteristica distinguivel
dos membros dessa classe é a presenca de segmentos duplos, portando dois pares de pernas.
Milipedes sdo animais predominantemente noturnos que se protegem do sol vivendo sob
rochas ou troncos de arvores, com poucas espécies sendo comensalistas em ninhos de
formigas e cupins. Este grupo compde a terceira maior classe de Arthropoda, com estimativa
de 80.000 espécies, perdendo em diversidade apenas para as classes Insecta e Arachnida
(GOLOVATCH, 1997).

Os diplopodos possuem um importante papel na dinamica dos solos, onde ocupam o
nivel trofico de decompositores, por promover sua aeragdo e Seu enriquecimento. Sua
alimentacdo € composta por detritos, matéria organica em decomposicdo, frutas, musgos e
relativa quantidade de matéria mineral do solo (SCHUBART, 1942).

Seus habitos sdo predominantemente noturnos, evitando a exposi¢do ao sol e ao calor,
exceto em condicdes de alagamento do solo devido as chuvas de verdo ou quando migram
para lugares alternativos de sobrevivéncia. Séo tipicos de habitats Gmidos e com grande
disponibilidade de material organico, sendo geralmente encontrados nos lugares sombrios das
matas, vivendo sob folhas caidas, cascas e troncos apodrecidos. Muitos habitam galerias
deixadas por outros animais, como minhocas, outros sdo cavernicolas, e ainda existem aqueles
que podem ser considerados como uma fauna sinantropica (SCHUBART, 1947). Os
diplépodos com carater sinantropico sdo 0s que vivem na dependéncia direta do homem,
vivendo em hortas, quintais, estufas, pomares, e até mesmo nas préprias casas, alimentando-se
de detritos do lixo doméstico.

A grande maioria dos representantes possui um exoesqueleto forte e resistente, devido
a impregnacéo do tegumento por sais de calcio. O tronco é segmentado, sendo que apenas 0s
dois primeiros e alguns dos Ultimos ndo possuem apéndices. Em certas ordens, 0 nimero de
segmentos é constante, porém em outras pode variar de acordo com a idade e sexo.

Possuem poucos ou nenhum inimigo natural (RUPERT; BARNES, 2005). A presenca
de poro repugnatério em determinados segmentos € caracteristica da grande maioria das
ordens, havendo raras excecfes. Esse poro corresponde a abertura da glandula repugnatoria,
produtora de secrecdo que contém basicamente cianeto e iodo, com cheiro forte e

desagradavel, repelindo predadores (SCHUBART, 1942). De acordo com Nakamura et al.



(2005) o contelido e a quantidade desta secrecdo sdo diretamente influenciados pelo tipo de
vegetacdo, e, conseqiientemente, podem estar relacionados a impactos causados no solo. Além
da eliminacdo de substancias com odor forte e do tegumento resistente, uma outra forma de
defesa dos diplopodos € o enrolamento do corpo em espiral plana.

Acidentes com seres humanos sdo raros, acontecendo a maioria com criangas e
manifestando-se por eritema, vesiculas, bolhas e exulceracGes, além de hiperpigmentacdo
local (HADDAD JUNIOR et al., 2000). Uma vez em contato com a pele humana os liquidos e
vapores expelidos podem provocar sensagdo de ardéncia, lembrando uma queimadura leve
(RADFORD, 1975). Contatos prolongados com o animal (preso nas roupas, por exemplo)
podem levar a lesdes mais severas, com formacdo de vesiculas, bolhas e exulceracdes
(HADDAD JUNIOR et al., 2000).

Por serem detritivoros, alguns milipedes podem se tornar importantes pragas agricolas
e causar prejuizos (BREVAULT et al., 2005). Ebregt et al. (2004) conduziram um estudo em
Uganda, Africa, para estabelecer a relacdo dos milipedes com os danos causados em
plantagcbes de batata-doce. Foram entrevistados 148 produtores e, segundo seus relatos,
problemas causados por milipedes na regido foram significativos. Os autores observaram que,
frequentemente, os efeitos causados pelos milipedes foram confundidos como sendo causados
por outras pragas, como besouros, e que faltavam conhecimentos para reduzir os danos.

Relatos sobre migracdo, infestacdo e danos causados por milipedes tém ocorrido em
varias partes do mundo (CLOUDSLEY-THOMPSON, 1949; NIIJIMA; SHINOHARA, 1988;
UMEH et al., 2001; BOCCARDO et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2002; INYANG;
NDON, 2003). No Brasil, a partir da década de 1990, foi observada uma expansdo na
populacdo de Plusioporus setiger (Broelemann, 1901) (Spirostreptida: Spirostreptidae) em
plantagBes de café na regido de Alto Paranaiba, Minas Gerais. O fendmeno foi atribuido ao
uso de fertilizantes organicos, a irrigacéo e ao uso de pesticidas (BOCCARDO et al., 1997).

Apesar de ndo apresentarem populacdo numerosa, podem ocorrer explosdes
populacionais causadas por desequilibrios no meio ambiente, mudancgas climaticas, utilizacao
de pesticidas que podem eliminar possiveis competidores e presenca de depdsitos de lixo
oriundos da poda de arvores e mato. Recentemente, Fontanetti et al. (2007) relataram uma

infestacdo na cidade de Campinas, SP, causada pela espécie Urostreptus atrobrunneus.
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2.2 Corpo Gorduroso

O corpo gorduroso de milipedes consiste em um tecido difuso distribuido por toda
cavidade corpdrea do animal. Tem como fungdo primaria o armazenamento de lipidios,
glicogénio, proteina e acido Urico, além de ser um permanente local de armazenamento de
substancias a serem excretadas (HOPKIN; READ, 1992). Segundo Hubert (1974; 1975;
1979), as células do corpo gorduroso possuem uma variedade de granulos contendo metais ou
urato de potassio.

Pesquisas realizadas por Fontanetti et al. (2004), demonstraram que 0 corpo gorduroso
de diplépodos ¢é distribuido em duas areas: uma camada periférica, que recobre internamente
todo o corpo do animal, aderido firmemente ao tegumento, designado corpo gorduroso
parietal; e um tecido que preenche as cavidades do corpo e envolve diferentes 6rgaos, como o
trato digestivo, chamado de corpo gorduroso perivisceral.

Em geral, o corpo gorduroso de R. padbergi apresenta uma aparéncia esbranquicada,
com células dispostas em fileiras, os adipécitos (FONTANETTI et al., 2004). Antigamente,
acreditava-se que o corpo gorduroso dos milipedes era constituido, em geral, por apenas um
tipo celular, os adipdcitos (HUBERT, 1974). Estudos realizados por Camargo-Mathias e
Fontanetti (2000) revelaram que, além dos adipdcitos, o corpo gorduroso de milipedes possui
um segundo tipo celular similar aos endcitos descritos em algumas espécies de insetos.

Aspectos morfologicos dos endcitos indicam que possuem uma grande capacidade em
absorver substdncias da hemolinfa através de invaginagbes de sua membrana. O
desenvolvimento do reticulo endoplasmatico liso dessas células sugere que estdo,
principalmente, envolvidas com o metabolismo de lipidios. Porém, em R. padbergi, analises
ultra-estruturais indicam que estdo envolvidas com a sintese e armazenamento de proteinas,
ao invés de lipidios (CAMARGO-MATHIAS; FONTANETTI, 2000).

Os adipdcitos séo celulas atingidas por um incontavel niumero de traquéias, sugerindo
uma alta taxa de atividade metabolica. Possuem citoplasma com grande quantidade de
material armazenado, de composicdo variada, incluindo muitos vactolos (FONTANETTI et
al., 2004). Nos adipdcitos presentes no corpo gorduroso parietal, estruturas lisossomais sdo
freqlientemente encontradas, sugerindo uma atividade secretora ou de eliminacdo de células
atraves do processo de apoptose (CAMARGO-MATHIAS; FONTANETTI, 2000).
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2.3 Diplépodos como bioindicadores

Para avaliar a poluicdo de ambientes terrestres e aquaticos e suas possiveis
conseqliéncias para 0S organismos destes ecossistemas, ecotoxicologistas estabeleceram
biomarcadores e bioindicadores capazes de informar os efeitos adversos causados por
substancias toxicas em invertebrados e vertebrados (KAMMENGA et al., 2000).

Recentemente, tem havido um crescente interesse no uso de bioindicadores para a
avaliacdo dos efeitos causados por substancias quimicas no solo. Neste sentido, invertebrados
terrestres oferecem uma alternativa significativa, uma vez que possuem um papel importante
na dinamica dos solos. Além disso, os invertebrados representam o principal grupo de
organismos do solo, estando presentes em grande densidade; as questfes éticas acerca do seu
uso s@o menores em relacdo aos dos vertebrados e estdo em contato direto com o solo,
diferentemente dos vertebrados, expostos indiretamente através da cadeia alimentar
(KAMMENGA et al., 2000).

Diplépodos, de modo geral, sdo reconhecidamente resistentes a diversas substancias
quimicas e quando em contato com substancias tdxicas, muitas vezes preferem morrer de
inanicdo a ingerir alimentos contaminados. Por este comportamento, alguns pesquisadores
tém discutido a possibilidade de seu uso como bioindicadores na toxicidade do solo,
utilizando o corpo gorduroso e também o tubo digestivo (HOPKIN et al., 1985;
TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER; TRIEBSKORN, 1998).

Assim como outros animais sapréfagos, o principal papel ecoldgico dos diplépodos é
promover a decomposi¢do de matéria organica morta, sendo extremamente afetados por
metais. Apesar do nimero de espécies de diplépodos diminuir em areas contaminadas por
metais (HOPKIN et al., 1985), algumas espécies sdo capazes de suportar este ambiente e lidar
com esses compostos toxicos.

Na maioria dos invertebrados do solo, os metais sdo seletivamente concentrados em
um ou poucos 0rgdos, ou entdo em partes especificas de um tecido (DALLINGER, 1992). Os
diplépodos podem metabolizar e/ou acumular véarios tipos de metais, principalmente no
intestino médio e no corpo gorduroso (KOHLER et al., 1995).

Apesar da importancia ecoldgica, poucos estudos tém sido realizados para examinar as
estratégias de sobrevivéncia e destoxificagdo dos milipedes em funcdo dos metais presentes
no ambiente (FONTANETTI et al., 2006).
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2.4 Lodo de Esgoto

Até meados do século XIX, o destino dos efluentes domésticos ndo era um grande
motivo de preocupacéo para a populacao e autoridades competentes. Este fato, associado com
0 desconhecimento da microbiologia, levou a ocorréncia das grandes epidemias na Europa
entre 0s séculos XV1 e XI1X, como a célera, por exemplo. O quadro passou a agravar-se com 0
crescimento da populacdo e com o surgimento de aglomerados urbanos em algumas cidades
(SAWYER; McCARTY, 1978), o que acarretou no aumento acelerado dos problemas de
salde publica.

Um dos principais problemas que qualquer cidade enfrenta é o da coleta e tratamento
dos residuos por ela gerados. Quanto maior 0 nuimero de pessoas que vivem em uma
determinada cidade, maior sera a sua geragdo de residuos. Cada residuo possui caracteristicas
especificas, que levam & necessidade de diferentes formas de coleta, tratamento e disposi¢&o.
Na maioria dos casos, 0 volume de residuos gerados supera, em muito, a capacidade natural
de assimilacdo do meio que circunda esses centros urbanos. O resultado é a crescente
deterioracdo das condi¢fes ambientais com o aumento visivel dos niveis de polui¢do. De fato,
na maioria dos grandes centros urbanos existem claras evidéncias de queda na qualidade do
ar, dos corpos hidricos, da fauna e da flora (ROCHA; SHIROTA, 1999).

Atualmente, os despejos liquidos (esgotos) domésticos e industriais sdo 0s principais
responsaveis pela poluicdo de mananciais hidricos que abastecem as médias e grandes cidades
brasileiras. O agravamento da escassez de agua potavel e o aumento da conscientizacdo
ambiental da populagdo tém pressionado as autoridades publicas a busca de solucdes para
recuperar a qualidade desses mananciais, dentre elas a construcéo de Estagcdes de Tratamento
de Esgoto (ETEs). A ETE, se, por um lado, contribui para alcancar aquela finalidade, em
contrapartida, gera um residuo denominado lodo de esgoto, que necessita de disposicao final
adequada (MARTINS et al., 2003).

Lodo de esgoto é uma denominacdo geneérica para o residuo sélido gerado pelos
sistemas de tratamento de aguas residuarias. Trata-se de um material heterogéneo, cuja
composicdo depende do tipo de tratamento empregado para purificar 0 esgoto e das
caracteristicas das fontes geradoras (populacao e industrias).

Entre as alternativas para sua disposicdo final estdo seu aproveitamento agricola
(GOMES et al., 2005), sua utilizacdo na recuperacao da estrutura fisica dos solos degradados
(KOCSSIS; DE MARIA, 2004), aterros sanitarios, incineracdo e disposi¢cdo no mar, sendo
que algumas destas alternativas sdo questionadas do ponto de vista econdmico e ambiental
(ROCHA,; SHIROTA, 1999).
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Segundo Boeira et al. (2002), o lodo de esgoto utilizado para fins agricolas pode atuar
como condicionador de solo, por sua elevada carga de matéria organica, além de promover a
reciclagem de nutrientes. Ele também tem um grande potencial como fertilizante organico,
contendo alguns elementos essenciais as plantas, tais como: N, P, Ca, Mg, S e micronutrientes
(MELO et al., 1994). Do ponto de vista econémico, a substituicdo de fertilizantes quimicos
pelo lodo de esgoto geraria rendimentos equivalentes ou até maiores, reduzindo 0s custos,
uma vez que haveria o reaproveitamento integral dos nutrientes (VIEIRA; SILVA, 2004).
Porém, isso deve ser tratado com cautela, pois com relacdo ao teor de nutrientes, tais como
nitrogénio, fosforo e potéssio, o lodo de esgoto é menos rico quando comparado ao
fertilizante comercial (KITAMURA, 2006).

O lodo de esgoto pode apresentar em sua composi¢do elementos quimicos e biolégicos
indesejaveis do ponto de vista ambiental, ou seja, pode conter elementos que, em contato com
0 homem e/ou com a fauna e a flora, podem causar doencas e contaminacdes diversas.
Portanto, qualquer decisdo sobre o destino final mais apropriado para o lodo de esgoto
depende da avaliacdo e minimizagdo dos riscos de contaminacdo do ambiente e do homem.
Varios sdo esses elementos, os quais podem ser classificados em dois grandes grupos:
contaminantes quimicos (metais e componentes quimicos organicos) e contaminantes
bioldgicos (patdgenos) (ROCHA; SHIROTA, 1999).

Os metais contidos no lodo de esgoto podem ser absorvidos pelos tecidos de plantas e
animais e, conseqiientemente, acumular-se na cadeia alimentar, comprometendo a saude
humana e animal (ATSDR, 1997). S8o capazes de provocar danos as células, apresentando
varios mecanismos de acdo. Os mecanismos de acdo mais comumente observados séo
alteracdes imunossupressoras; competicdo de co-fatores de atividade enzimatica em sitios
especificos; inibicdo de enzimas vitais como as da fosforilacdo oxidativa e alteracdo das
estruturas celulares, principalmente na porcdo lipoprotéica de membrana (PASCALICCHIO,
2002). Alguns metais induzem, comprovadamente, a formacdo de tumores em organismos
experimentais e em seres humanos eventualmente expostos (SUNDERMAN, 1984).

O lodo estritamente urbano apresenta baixa quantidade de metais mas, quando esgotos
industriais e agua de chuva entram no sistema de captagdo de esgoto, este pode ter sua
concentracdo de metais significativamente aumentada. Assim sendo, concentracfes elevadas
de diferentes metais representam risco potencial ao meio ambiente e a satde publica, como

resultado da acumulacgéo destes no solo (ATSDR, 1997).



Portanto, a defini¢do de politicas para a reciclagem agricola do lodo de esgoto deve ser
baseada em cuidadosos estudos que definam critérios agronémicos, ambientais e sanitarios, de

modo a garantir sua utilizacao segura (ANDREOLI et al., 1998).

3. OBJETIVOS
Este projeto teve por finalidade:

1. Expor espécimens de Rhinocricus padbergi em substrato contendo lodo de esgoto, a
fim de analisar seu comportamento e sobrevivéncia.

2. Coletar o corpo gorduroso desses animais para posterior analise histologica para a
verificacdo de possiveis alteracGes morfoldgicas.

3. Realizar testes histoquimicos a fim de detectar proteinas, célcio, lipidios e carboidratos
e, assim, analisar possiveis alteracdes na producdo de algum elemento, o qual possa
significar determinadas alteracdes fisioldgicas e/ou morfoldgicas.

4. Verificar a eficiéncia destes animais em ensaios de biomonitoramento.

4. MATERIAL E METODOS:

4.1 Material:

Os exemplares de Rhinocricus padbergi foram coletados manualmente na cidade de
Rio Claro, SP, onde a espécie é abundante. Os espécimens foram levados ao laboratorio, onde
ficaram aclimatados em terra oriunda do local de coleta por 15 dias, a temperatura de 21° C.

ApOs este periodo, foram montados quatro bioensaios com 15 animais cada um.
Destes quatro bioensaios, um foi utilizado como controle, contendo apenas substrato do local
de coleta dos animais. Os trés bioensaios restantes continham lodo de esgoto, proveniente de
ETE, em diferentes concentracdes, 1%, 10% e 50%, misturado na mesma terra do controle.

Os animais foram expostos por um periodo de 7, 15 e 90 dias, com a finalidade de
analisar respostas aguda e subcrbnica. Durante esse periodo, os animais também foram

monitorados, a fim de analisar seu comportamento.

4.2 Metodos:
Ap0s cada periodo de exposicdo, os diplopodos foram anestesiados e dissecados em

solucéo fisioldgica para a retirada do corpo gorduroso, tanto parietal quanto perivisceral. O
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material recolhido foi fixado em formolcalcio 10% e Carnoy por 24 horas; posteriormente foi
colocado em solucdo tampdo fosfato de sodio pH=7,4 durante 24 horas e mantido em
geladeira.

Apdbs cada periodo de exposicdo ao lodo, quatro animais foram dissecados de cada
bioensaio, seguindo o protocolo proposto por Kéhler e Triebskorn (1998) em estudo realizado

com invertebrados em bioensaios, incluindo um diplépodo.

4.3 Histologia:

O material foi desidratado em solug6es de etanol 70, 80, 90 e 95%, por um periodo de
30 minutos, sendo, entdo, transferido para uma solucdo de resina (JB-4-Polaron
Instruments/BIO RAD), durante 24 horas em geladeira.

Apls esse processo, o material foi colocado em moldes contendo resina com
catalisador. Depois de polimerizados, os blocos foram seccionados com auxilio do micrétomo
Leica RM2245. Os cortes obtidos foram hidratados e recolhidos em laminas. Depois de secas,
as laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina, conforme rotina histolégica, para

posterior observacdo, analise e documentacédo fotogréfica.

4.4 Histoquimica:
Os testes histoquimicos foram utilizados para detectar os seguintes elementos:
a. Proteinas Totais
- Técnica do Azul de Bromofenol (segundo PEARSE, 1985).
Fixacdo do material em Carnoy por aproximadamente 24 horas; coloracdo pela solucao de
azul de bromofenol a temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas; lavagem dos

cortes em agua e banho em &cido acético por 5 minutos.

b. Polissacarideos Neutros

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

Fixacdo em Carnoy; oxidacdo por 30 minutos em acido periddico 1%; exposicdo ao
reativo de Schiff por aproximadamente 1 hora no escuro; passagem em agua sulfurosa por

9 minutos; lavagem por 30 minutos em agua corrente.

c. Célcio
- Método de von Kossa (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).
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Fixacdo em Carnoy por aproximadamente 24 horas; imersdo dos cortes em nitrato de prata
por 20 minutos; lavagem em agua e transferéncia dos cortes para hidrogquinona; imersao
em tiossulfato de sodio ou fixador F-5 por 5 minutos; contracoloracdo dos nucleos com

Hematoxilina.

d. Lipidios
- Método de sudan black (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).
Fixacdo do material em formolcalcio; coloracdo em sudan black B por 30 minutos;

lavagem em agua e montagem das ldminas em glicerina gélica.

5. RESULTADOS

5.1 Histologia

5.1.1 Corpo Gorduroso Perivisceral

O corpo gorduroso do grupo controle exposto por sete dias apresentou o padrdo
descrito por Fontanetti et al. (2004). Suas células, os adipdcitos, estdo dispostas em fileiras,
onde chegam um grande ndmero de traqueriolas. Juntamente com os adipocitos, S&o
encontradas células menores, com formato eliptico ou ovalado, chamadas endcitos (Figura 1).
Os adipdcitos em R. padbergi sdo grandes, com limites bem definidos e nudcleo esférico
localizado em diferentes posicdes. O citoplasma apresenta grande quantidade de estruturas
circulares concéntricas, chamadas esferocristais (setas na figura 1), os quais podem ser
arrancados durante a microtomia. O grupo exposto ao lodo com concentracdo em 1%
apresentaram as células do corpo gorduroso integras. Os espécimens expostos ao lodo com
concentracdo em 10% apresentaram células integras, porém com aumento na quantidade de
esferocristais no citoplasma. No grupo exposto ao lodo com concentragdo em 50% algumas
celulas apresentaram desorganizagdo citoplasmaética, com perda do limite celular (ponta de
seta na figura 2); houve também aumento no nimero de esferocristais.

O grupo controle no bioensaio de exposicao por 15 dias apresentou o padrao descrito
para a espécie. O exposto ao lodo com concentracdo em 1% apresentou células semelhantes
ao grupo controle, porém com um pequeno aumento no numero de esferocristais. O grupo

exposto ao lodo com concentracdo em 10% apresentou algumas regides em que as células
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sofreram degradacdo citoplasmatica, aumento no nimero de esferocristais e deformacéo de
grande parte dos nucleos (Figura 3). Os espécimens do grupo exposto ao lodo com
concentracdo em 50% apresentaram células com as mesmas alteragdes encontradas no grupo
exposto ao lodo com concentragdo em 10%.

Na exposi¢cdo por noventa dias, 0 grupo controle apresentou o0 corpo gorduroso
conforme o descrito para a espécie. O bioensaio com concentracdo em 1% apresentou
individuos com corpo gorduroso com alta taxa de degradacdo do citoplasma, com evidente
perda do limite celular. A maioria dos nucleos apresentaram-se deformados e picnéticos
(Figura 4). Os animais dos bioensaios com concentracdo em 10% e 50% né&o sobreviveram até

o final do periodo de exposicao.

5.1.2. Corpo Gorduroso Parietal

O corpo gorduroso parietal apresenta a mesma morfologia do corpo gorduroso
perivisceral (FONTANETTI et al., 2004). Tanto o grupo controle quanto 0s grupos expostos
ao lodo de esgoto em todos os periodos ndo apresentaram alteracfes nas células do corpo
gorduroso.

5.2 Histoquimica

5.2.1 Corpo Gorduroso Perivisceral

A andlise histoquimica do grupo controle de sete dias de exposicdo demonstrou
quantidades consideraveis de proteinas distribuidas pelo citoplasma das células do corpo
gorduroso (Figura 5). As estruturas circulares, esferocristais, apresentaram-se fracamente
positivas ao teste para proteinas. O teste para polissacarideos neutros revelou grande
quantidade deste elemento em algumas regides do citoplasma da célula (Figura 6). Os
esferocristais apresentaram-se com o centro moderadamente corado por esta técnica, com
anéis a sua volta negativamente corados. Calcio (Figura 7) e lipidio (Figura 8) foram
detectados no citoplasma das células distribuidos como granulos. O grupo exposto ao lodo
com concentracdo em 1% apresentou padrdo de proteinas semelhante ao grupo controle; o
teste para polissacarideos revelou diminui¢cdo na quantidade do mesmo; ndao houve alteracdes
significativas na deteccdo de lipidios e de calcio. O grupo exposto ao lodo com concentragdo
em 10% apresentou uma notavel reducdo na quantidade de polissacarideos neutros, 0s quais
ficaram confinados em poucas regides do citoplasma da célula; ndo houve alteracBes

significativas na deteccao de lipidios, calcio e proteinas. No bioensaio exposto ao lodo com



concentragdo em 50% o corpo gorduroso apresentou reducdo na quantidade de proteinas no
citoplasma e os esferocristais apresentaram-se totalmente negativos para 0 mesmo; o teste
para deteccdo de polissacarideos neutros revelou reducdo destes elementos (Figura 9); nédo
houve alteracgdes significativas na deteccéo de lipidios e de calcio.

O grupo controle na exposicao por quinze dias apresentou 0 mesmo padréo encontrado
no grupo controle da exposicdo de sete dias. Nos espécimens expostos ao lodo com
concentracdo em 1% foi observado o mesmo padréo do grupo controle em relacéo a deteccao
de proteinas; o teste para deteccdo de polissacarideos neutros revelou diminuicdo na
quantidade do mesmo; foi detectado pequeno aumento na quantidade de célcio em relacéo ao
controle (Figura 10); ndo houve alteracdo na deteccao de lipidio. No grupo exposto ao lodo
com concentragdo em 10% houve diminuicdo na quantidade de proteinas nas células (Figura
11); as deteccdes para polissacarideos neutros, calcio e lipidios permaneceram como
encontrado no grupo exposto ao lodo com concentracdo 1%. O grupo exposto ao lodo com
concentracdo 50% apresentou diminuicdo na quantidade de proteinas e de polissacarideos
neutros; aumento na quantidade de granulos de célcio no citoplasma; ndo houve alteragdo na
quantidade de lipidios.

A exposicdo por noventa dias apresentou o grupo controle semelhante aos grupos
controles dos outros periodos de exposi¢do; no bioensaio exposto ao lodo com concentracao
em 1% apresentou diminuicdo na quantidade de proteinas e polissacarideos neutros no
citoplasma das células; alguns esferocristais reagiram positivamente a técnica para deteccdo
de célcio, enquanto outros reagiram moderadamente (Figura 12).

5.2.2 Corpo Gorduroso Parietal
O corpo gorduroso parietal ndo apresentou alteragdes nas diferentes concentragdes de
lodo de esgoto nos diferentes periodos de exposi¢éo.

6. DISCUSSAO
O lodo de esgoto € um material complexo, que resulta do processo de tratamento
primario e secundario de esgoto e seu descarte € motivo de preocupa¢do no mundo todo.
Além de poluentes como microrganismos e metais, substancias quimicas sintéticas,
provenientes de diversas fontes, podem estar presentes na solu¢do ou podem ser sorvidas nos

solidos de lodo de esgoto. A ocorréncia de poluentes orgénicos no lodo tem crescido em
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virtude do aumento da producdo de substancias sintéticas, de diversas naturezas, pela
indUstria quimica (PARAIBA; SAITO, 2005).

Invertebrados terrestres tém sido utilizados como bioindicadores de poluicdo
ambiental causada por metais como o cadmio, cobre, chumbo e zinco, devido ao seu contato
constante com os contaminantes do solo. O acumulo de metais em vermes ou invertebrados
que se alimentam deles tem sido comumente usado como pardmetro para a avaliacdo de risco
ao meio ambiente (ROBERTS; JOHNSON, 1978; IRELAND, 1979; BEYER et al., 1985;
HEIKENS et al., 2001).

Devido aos habitos dos diplépodos, estes animais podem ser muito influenciados pela
deposicdo de metais no solo. Enquanto algumas espécies de milipedes podem sofrer uma
notavel reducdo no nimero de seus representantes em areas muito contaminadas (HOPKIN et
al., 1985), outras apresentam estratégias de destoxificacdo do organismo (KOHLER et al.,
1995).

A espécie R. padbergi é conhecida por ser resistente a varios compostos quimicos
(FONTANETTI, comunicacdo pessoal). Neste estudo, a analise histologica revelou que as
células do corpo gorduroso foram afetadas pelos possiveis contaminantes presentes na
amostra de lodo de esgoto utilizado.

Para Beckett (1991), a toxidez devido ao metal para a planta e para o animal, deve ser
acompanhada e, por isso, medida pelas seguintes variaveis: diminuicdo no crescimento ou
reducdo na colheita, sintomas visiveis e concentracdo no tecido. O primeiro efeito ou
manifestacdo pode ser devido a interferéncia provocada pelo elemento na absorc¢éo, transporte
ou funcdes de outro. O sintoma visivel, que podera nao ser especifico, é o resultado de uma
cadeia de acontecimentos que comega com uma alteracdo ao nivel molecular, continua com
modificagdo subcelular que, por sua vez, conduz a uma alteracdo celular a qual, finalmente,
resulta em modificacéo no tecido, isto é, no sintoma.

Segundo Kohler et al., (1995) a absorcdo de metais ocorre, predominantemente, no
intestino médio dos milipedes. O epitélio do trato digestivo destes animais é composto por
uma camada de células em contato direto com o meio externo, garantindo uma primeira linha
de defesa contra uma variedade de substancias toxicas. De todos os metais presentes no limen
do intestino apenas uma parte é absorvida pelo epitélio, dependendo das condicdes acidas do
[imen. Diplopodos também possuem um eficiente mecanismo de detoxificacdo de metais no
intestino médio para evitar que esses contaminantes sejam distribuidos por todo o corpo.

Quando os agentes invasores conseguem ultrapassar o tegumento e o trato digestorio,

tornam-se expostos a uma variedade de mecanismos celulares e humorais interagindo na
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defesa do hospedeiro. Em algumas espécies de diplopodos, o epitélio intestinal pode nao
funcionar eficientemente como uma barreira a passagem de determinadas substancias, como
0s metais, do limen para outros tecidos do corpo (HOPKIN et al., 1985).

No presente estudo, foi observada alteragdes morfoldgicas e fisiologicas apenas nas
células do corpo gorduroso perivisceral, um tecido que recobre as cavidades do corpo e
envolve diferentes 6rgdos, como o trato digestivo. Provavelmente, a barreira formada pelo
intestino médio ndo foi suficiente para impedir que substancias téxicas chegassem a outras
regides do corpo do animal. Nos animais expostos ao lodo com concentracdo 1% de todos 0s
periodos de exposic¢do, o epitélio do intestino foi capaz de barrar as substancias toxicas
provenientes do lodo, uma vez que as células do corpo gorduroso, tanto parietal quanto
perivisceral, apresentaram-se integras. Porém, nos animais expostos a maiores concentracdes
do lodo, o epitélio ndo foi capaz de exercer a mesma fungdo. Nos animais expostos ao lodo
com concentracdo 10% no décimo quinto dia de exposi¢do, o corpo gorduroso perivisceral
apresentou regides onde as células sofreram degradacdo citoplasmatica, bem como células
com nucleos deformados. O mesmo foi encontrado nos animais de noventa dias de exposicéao,
porém, neste caso, praticamente a totalidade das células estavam com citoplasma degradado e
com a maioria de seus nucleos deformados.

Porém, como ja foi mencionado acima, as células do corpo gorduroso parietal ndo
sofreram danos. Isto pode ter ocorrido devido a sua localizacdo, uma camada periférica, que
recobre internamente todo o corpo do animal, aderido firmemente ao tegumento. As
substancias toxicas presentes no lodo, neste caso, teriam que ultrapassar duas “barreiras”, uma
formada pelo trato digestorio e outra formada pelos 6rgdos internos do organismo, revestidos
pelo corpo gorduroso perivisceral.

Os metais provavelmente presentes no lodo agiram como substancias estressantes para
as células do corpo gorduroso perivisceral. Segundo Meyer e Silva (1999), células submetidas
a estresse podem sobreviver ou morrer, na dependéncia do tipo celular, tipo e intensidade do
estresse e de outros fatores. Como resultado deste estresse, as células podem sofrer necrose,
um tipo de morte onde hd aumento do volume celular, agregacdo da cromatina,
desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmaética e conseqiente
ruptura celular (GRIVICICH, 2007). Consequientemente, ocorre a geracdo de uma resposta
inflamatdria, que pode causar injuria e até morte de células vizinhas, ou seja, nesta condi¢éo
um grande numero de células sdo afetadas e lesadas ao mesmo tempo e devido ao
desencadeamento do processo inflamatorio ha alteragdes irreversiveis no tecido e/ou 6rgéo
afetado (CURTIN et al., 2002).
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Segundo Armani (2007), a necrose é um processo que ocorre quando o nucleo da
célula é afetado. O agente lesivo afeta a célula primeiro com lesdes reversiveis e, na persisténcia
do agente, os danos chegam ao nivel nuclear, causando lesGes tidas como irreversiveis. Portanto, a
necrose se caracteriza por danos no nucleo, e consequentes alteragdes estruturais da célula. Neste
processo, um dos estadgios do ndcleo caracteriza-se pela picnose. Neste estudo, as possiveis
substancias toxicas presentes no lodo podem ter agido como agente lesivo, ocasionando
deformacéo do nucleo, bem como nucleos picnéticos.

Outra alteracdo aparente nas células foi o aumento do numero de inclusdes
citoplasmaticas na forma de esferocristais. Foi observado que quanto maior a concentracdo de
lodo a que o animal foi exposto e quanto maior o periodo de exposi¢do, maior a quantidade de
esferocristais encontrados nas células.

De acordo com Fontanetti et al. (2006), o acimulo de minerais na forma de
esferocristais € um mecanismo importante na manutencdo da homeostase do organismo nestes
animais. Tal acumulo aparece em varios invertebrados e em diferentes 6rgdos, estando
relacionado com o processo de balanco i6nico, o qual envolve a reciclagem, estoque e
excrecdo de minerais. De acordo com Hubert (1975), as inclusdes ocorrem como
esferocristais ou granulos em Diplopoda.

Segundo Hopkin e Read (1992), os adipdcitos incorporam uma variedade de granulos
que contém metais e sdo locais permanentes de estoque de substancias desnecessarias. O
aumento no nimero de esferocristais encontrados no citoplasma das células sugere que o lodo
de esgoto possuia grande quantidade de substancias desnecessarias para a espécie R.
padbergi.

Os resultados aqui encontrados estdo de acordo com os dados de Fontanetti et al.
(2006) em relagdo a composigdo dos esferocristais. Segundo este estudo, os esferocristais séo
compostos predominantemente por calcio e acido Urico. Foi observado um aumento na
bioacumulacdo de calcio nos grupos expostos a maiores concentraces de lodo e periodos
maiores. Além de presente nos esferocristais, célcio também foi observado na forma de
granulos distribuidos pelo citoplasma. O grande nimero de esferocristais encontrados nas
células de R. padbergi esta relacionado com sua dieta, uma vez que revolvem solo rico em
grande quantidade de metais. O aumento na quantidade de bioacumulacdo de calcio nos
esferocristais indica que o lodo possuia uma grande fonte deste elemento.

Segundo Fontanetti et al. (2006), uma das funcGes do corpo gorduroso é o
armazenamento de lipidios. Os animais expostos ao lodo apresentaram o0 mesmo padrdo de

distribuicdo de lipidios encontrado no grupo controle, evidenciando que as substancias
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presentes no lodo ndo afetaram esta funcdo das células. Em insetos, cerca de 70% do peso
seco das células do corpo gorduroso € lipidio, sendo que a quantidade armazenada depende do
estado nutricional e de desenvolvimento do organismo. Seu acumulo aumenta durante o
periodo de alimentacdo e diminui quando a alimentacdo cessa ou quando ele € utilizado na
ovogénese ou durante o voo (DOWNER, 1985; STEELE, 1985).

Segundo Heath (1995), durante as fases de respostas ao estresse em peixes, podem
ocorrer trés situacdes relacionadas ao acumulo de glicogénio: a) na fase de alarme,
mobilizacdo do glicogénio hepatico; b) na fase de resisténcia e adaptacdo, o glicogénio pode
estar baixo ou ndo; e c¢) na fase de exaustdo, pode ocorrer deplecdo do glicogénio hepatico.
Em um trabalho conduzido por Albinati et al. (2009) sobre o uso de branquias, figado e rins
como biomarcadores histolégicos em ensaios de toxicidade crénica com herbicida em peixes,
foi observado um estado de estresse quimico nos peixes expostos, uma vez que o0s vactolos
neles encontrados ndo indicaram a presenca de glicogénio. Aqui, 0 mesmo pode ter
acontecido, ou seja, os animais expostos ao lodo sofreram algum tipo de estresse, que
provocou uma diminui¢do na quantidade de polissacarideos neutros encontrados nas células
dos animais expostos ao lodo de esgoto.

Em insetos, inseticidas podem interferir nas reservas de carboidratos e proteinas no
corpo gorduroso (NATH et al, 1997; NATH, 2000). Modificagdes na morfologia do corpo
gorduroso sugerem a disponibilidade e mobilizacdo de reservas para manutencdo do
organismo possibilitando sua sobrevivéncia frente & moléculas toxicas (RIBEIRO, 2005). No
presente estudo, tanto as reservas de carboidratos quanto as reservas de proteinas podem ter
sido utilizadas neste sentido, j& que houve uma diminuicdo de suas quantidades com o
aumento da concentracédo de lodo.

Por entre as células do corpo gorduroso foram encontradas pequenas células com
formato circular ou eliptico, chamadas endcitos. Tais células apresentaram citoplasma repleto
de granulos corados por diferentes técnicas. S&0 comumente descritas em insetos, onde
possuem origem ectodérmica (LOCKE, 1969); possuem ultra-estrutura prépria e ciclo de
especializacdo e funcdo conforme sua localizagdo. Aspectos morfoldgicos sugerem que 0s
endcitos possuem uma alta capacidade de absorver substancias da hemolinfa através de
invaginacdes de sua membrana. O desenvolvimento de seu reticulo endoplasmatico liso
sugere que esta, principalmente, envolvido no metabolismo de lipidios (FONTANETTI et al.,
2004). Em R. padbergi, a analise ultra-estrutural indica que estdo envolvidos na sintese e
armazenamento de proteinas, em vez de lipidios (CAMARGO-MATHIAS; FONTANETTI,

2000). A associacdo entre os adipdcitos e 0s endcitos sugere que este ultimo também pode
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estar envolvido na producdo de elementos que participam do processo final da vitelogénese ou
mesmo na producdo do corion que envolve os ovos dos insetos (THIELE; CAMARGO-
MATHIAS, 1999).

Os resultados acima descritos deixam claro que o lodo de esgoto deve ser
adequadamente disposto, para que ndo haja contaminacdo dos solos e consequentes danos a
sua fauna. De acordo com De Camargo et al. (2008), o problema deve ser tratado com
seriedade e, com o auxilio de pesquisas cientificas, alternativas seguras devem ser
desenvolvidas para que este residuo ndo se transforme em um novo problema ecoldgico. Por
isso, a incorporacdo do lodo de esgoto ao solo para fins agricolas deve ser cuidadosamente
planejada e monitorada (BETTIOL; DE CAMARGO, 2006), sendo importante o
conhecimento da concentracdo de possiveis componentes tdxicos, bem como dos efeitos da

aplicacdo a longo prazo.

7. CONCLUSOES
Diante do exposto, conclui-se que o corpo gorduroso perivisceral pode ser utilizado
como biomarcador em analise toxicolégica de solo, enquanto que o0 uso do corpo gorduroso
parietal ndo é indicado para esta finalidade, ja que ndo apresentou alteracdes. As alteracdes
observadas no corpo gorduroso perivisceral foram:
» Degradacéo citoplasmatica dos adipécitos
» Deformacéo e picnose dos nucleos dos adip6citos
» Aumento no numero de esferocristais
» Alteracdo na quantidade de proteinas, polissacarideos e calcio nos adipocitos.
Conclui-se também que o lodo utilizado no estudo é tdxico para a espécie, indicando a
necessidade de cuidado na utilizacdo de lodo de esgoto na recuperacdo de solos e na

agricultura.
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Figuras 1-4: Corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi corado com Hematoxilina-Eosina.
1. sete dias de exposicdo, grupo controle; 2. sete dias de exposicdo, espécimen exposto a lodo
com concentracdo em 50%; 3. quinze dias de exposi¢cdo, espécimen exposto a lodo com
concentracdo em 10%; 4. noventa dias de exposi¢do, espécimen exposto a lodo com
concentracdo em 50%. Aumento = 400x.

a = adipocito; cabeca de seta = perda da membrana; e = endcito; n = ndcleo; seta =
esferocristais; tr = traqueriola.
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Figuras 5 - 8: Corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi submetidos as técnicas de azul de
bromofenol (figura 5), PAS (figura 6), von Kossa (figura 7) e sudan black (figura 8). Sete dias
de exposicdo, grupo controle. Aumento = 400x.

a = adipaocito; e = endcito; seta em 5 = esferocristais; seta em 7 = granulos de célcio; seta em 8
= granulos de lipidios; tr = traqueriola.



Figuras 9 - 12: Corpo gorduroso perivisceral de R. padbergi submetidos as técnicas de PAS
(figura 9), von Kossa (figuras 10 e 12) e azul de bromofenol (figura 11). 9. sete dias de
exposicao, espécimen exposto a lodo de esgoto com concentracdo em 50%; 10. quinze dias de
exposicao, espécimen exposto a lodo de esgoto com concentragdo em 1%; 11. quinze dias de
exposicao, espécimen exposto a lodo de esgoto com concentracdo em 10%; 12. noventa dias
de exposi¢do, espécimen exposto a lodo de esgoto com concentracdo em 1%. Aumento =
400x.

a = adipocito; e = endcito; seta em 9 = polissacarideos; seta em 10 = granulos de calcio; seta
em 11 e 12 = esferocristais; tr = traqueriola.
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