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1. INTRODUCAO

Os Mypiapoda compreendem quatro classes: Chilopoda, Diplopoda, Pauropoda e
Symphyla. A classe Diplopoda caracteriza-se pela presenga de segmentos duplos, portando
dois pares de pernas. Devido ao nuimero de pernas que apresentam, os diplopodos sdo
comumente conhecidos como milipedes e popularmente como piolhos-de-cobra ou embuas.
Entre as 20 familias de dipldépodos brasileiros, as mais conhecidas sdo Leptodesmidae,
Spirostreptidae e Rhinocricidae. Os Diplopoda estdo entre os maiores grupos de organismos
terrestres com mais de 12.000 espécies descritas e com uma diversidade estimada de
aproximadamente 80.000 espécies (HOFFMAN et al., 2002), sendo a terceira maior classe de
Arthropoda, depois de Insecta e Arachnida. Apresentam distribuicdo cosmopolita, podendo
ser encontrados em todas as regides zoogeograficas, exceto na Antartida.

Os milipedes representam um grupo de invertebrados terrestres capazes de colonizar
diferentes camadas superficiais do solo. Sdo encontrados em diversos microhabitats,
preferencialmente tmidos e escuros, como sob a serapilheira nas matas ou até mesmo
embaixo de pedras e troncos de arvores em jardins e quintais, os quais representam possiveis
abrigos e fontes adequadas de alimento (BOCCARDO, 1992; HOPKIN; READ, 1992). Um
grande numero de diplopodos também habita cavernas (MEAD; GILHODES, 1974;
TRAJANO et al., 2000). Poucas espécies sdo encontradas no litoral, deserto ou ambiente
semi-aquatico (KIME; GOLOVATCH, 2000). Ninhos de passaros representam um habitat
pouco usual, onde estes invertebrados podem ser encontrados at¢ mesmo em abundancia
(TAJOVSKY et al., 2001).

Ecologicamente, esses animais ocupam o nivel trofico de decompositores, sendo
reconhecidos como invertebrados sapréfagos e detritivoros, consumindo uma grande
variedade de alimentos, como folhas em decomposi¢gio (WOOTON; CRAWFORD, 1975;
KHEIRALLAH, 1979), material vegetal vivo (WALLWORK, 1970), solo (FRYER, 1957;



BOCOCK; HEATH, 1966), algas (LEWIS, 1971) e até mesmo invertebrados mortos (COLE,
1946). Embora as exigéncias energéticas e nutricionais sejam fornecidas em parte pela selecao
de itens alimentares (KHEIRALLAH, 1979; DANGERFIELD, 1993), a qualidade
relativamente baixa da maioria da dieta requer altas taxas de ingestdo. Na maioria das
espécies, as taxas de ingestdo estdo por volta de 1% a 5% da massa corpdérea por dia
(WOOTON; CRAWFORD, 1975) e variam em fung¢do do tipo de alimento (NEUHAUSER;
HARTENSTEIN, 1978; STRIGANOVA; PRISHUTOVA, 1990), massa corpdrea ¢ a
proporcao de solo ingerido (DANGERFIELD, 1993).

Estudos sobre os efeitos da presenca de diferentes animais de solo na decomposicdo de
matéria organica (ANDRESON; BIGNELL, 1980; HANLON; ANDRESON, 1980) sugerem
o importante papel destes invertebrados nos processos de decomposi¢ao e, subseqiientemente,
na dindmica de nutrientes (LAVELLE, 1988). A coloniza¢do dos diplopodos no solo também
fornece maior aeragdo e condigdes favoraveis ao trabalho de decomposi¢do de fungos e
bactérias, promovendo a mineraliza¢do. Além disso, os produtos de excrecdo dos diplopodos
(amonia e acido urico), quando degradados, enriquecem o solo com nitratos (BOCCARDO;
PENTEADO, 1997).

Embora eles desempenhem um importante papel ecoldégico na maioria dos
ecossistemas terrestres, pouco se sabe sobre a morfologia, filogenia e diversidade do grupo
quando comparado com outros grupos de artrépodes.

Devido ao habito dos diplopodos, eles tém sido considerados como bons indicadores
ambientais, sendo utilizados como organismos-testes em algumas andlises de solo (HOPKIN
et al., 1985; TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER; TRIEBSKORN, 1998). Paoletti et al.
(1991) enfatizam que, de maneira geral, os invertebrados do solo indicam eficientemente
determinadas alteracdes nos ecossistemas terrestres, uma vez que sdo sensiveis a mudangas
ambientais. Desta forma, variagdes fisiologicas de drgdos e tecidos podem ocorrer, sendo
prontamente detectadas na analise de células (KOHLER; TRIEBSKORN, 1998). Dependendo
da intensidade do fator estressante e do tipo de 6rgdo afetado, as alteragdes celulares podem
ser diversas.

De acordo com Meyers e Hendricks (1985), as alteragdes morfologicas podem ser
empregadas nas investigacdes da toxicidade de compostos quimicos especificos e no
monitoramento dos efeitos agudo e cronico, em ambientes impactados. Tais alteragdes
morfologicas podem proporcionar indicios qualitativos de uma adaptagdo funcional ao
ambiente externo. A avaliacdo qualitativa dessas mudancas antes da morte do organismo

fornece indicacdes antecipadas de toxicidade. Neste contexto, a histologia passou a ser



amplamente utilizada em estudos com invertebrados, visando a identificacdo de diferentes
danos causados por substancias nocivas aos organismos (TRIEBSKORN et al., 1999).

A crescente populacdo dos centros urbanos ¢ importante produtora de diversos
residuos, os quais, muitas vezes, sdo acumulados no ambiente sem o adequado tratamento, ou
utilizagdo, que possibilite sua reciclagem. Dentre esses residuos, pode-se destacar o lodo de
esgoto, predominantemente organico com teores variaveis de componentes inorganicos,
proveniente do tratamento de aguas residuarias domiciliares ou industriais (ANDRADE,
1999).

Este residuo apresenta potencialidades para utilizagdo agricola, visto que contém
consideravel percentual de matéria organica e de elementos essenciais para as plantas,
podendo substituir, ainda que parcialmente, os fertilizantes minerais. Gracas a essas
caracteristicas, o lodo de esgoto pode desempenhar importante papel na produgdo agricola e
na manutencdo da fertilidade do solo.

Desta maneira, o uso do lodo de esgoto na agricultura constitui uma alternativa que
apresenta vantagens ambientais, quando comparado com outras praticas de destinagdo final,
uma vez que se enquadra nos principios de reutilizagdo de residuos de uma forma
ambientalmente adequada (MMA, 2006).

Esse lodo provém de ETEs (Estagdes de Tratamento de Esgoto), as quais realizam os
tratamentos primarios e secundarios. Esses tratamentos sdo eficientes apenas na remog¢do da
matéria organica biodegradavel, ndo removendo os nutrientes existentes neste esgoto
(CETESB, 2004). Portanto, lodos de esgotos podem conter diferentes concentra¢des de
elementos, potencialmente téxicos, como contaminantes orgdnicos e inorganicos, além de
patogenos, os quais ficam retidos nos nutrientes do esgoto.

Segundo Oliveira et al. (2005) a principal limitacdo do uso agricola do lodo de esgoto
¢ a presenca de metais potencialmente toxicos. A concentragdo de metais no lodo depende da
atividade, do desenvolvimento urbano e industrial da area que abastece a estagdo de
tratamento.

Assim, para viabilizar a aplica¢do do lodo de esgoto, ou de qualquer outro produto
derivado deste lodo, na agricultura, é necessario que este passe por uma caracteriza¢do quanto
ao seu potencial agrondmico, as substancias inorganicas e organicas potencialmente toxicas, a
presenga de agentes patogénicos, além de estudos sobre a sua estabilidade no ambiente
(MMA, 2006).

Neste sentido, considerando os habitos dos diplépodos € o numero reduzido de

trabalhos utilizando-os como ferramentas de avaliagdo de potenciais contaminantes



ambientais, este projeto visou analisar os possiveis efeitos toxicos do lodo de esgoto no
intestino médio da espécie Rhinocricus padbergi. Tal espécie foi escolhida devido a sua
abundancia e pelo historico de trabalhos realizados com a espécie 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, 2004a, b; MIYOSHI et al., 2005; FONTANETTI et al., 2004;
2006).

Este projeto esta vinculado junto a CETESB cuja proposta ¢ o desenvolvimento de um
meio de avaliagdo toxicoldgica e caracterizacdo de lodos de esgoto doméstico, para sua
posterior reutilizagdo. Através destes testes toxicologicos sera possivel o desenvolvimento de
matrizes de decisdo que visam diminuir os custos e aumentar a confiabilidade dos lodos

gerados pelas ETEs.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Bioindicadores e Biomonitores

Muitas substancias quimicas potencialmente danosas, tanto naturais como de origem
antropogénica, sao liberadas no ambiente constantemente. Neste contexto, durante as ultimas
trés décadas, a comunidade cientifica tem demonstrado crescente interesse na detecgao,
conhecimento e controle sobre agentes ambientais responsaveis por danos a saide humana e a
sustentabilidade dos ecossistemas.

Monitorar os tipos e as quantidades de substincias toxicas que estdo entrando no
ambiente ¢ uma tarefa exaustiva e problematica devido, principalmente, a complexidade e ao
custo decorrente da identificacdo das substincias quimicas envolvidas. Apesar dos inumeros
métodos analiticos disponiveis, coletar amostras suficientes em tempo habil continua sendo
um grande obstaculo na avaliagdo de danos ambientais (SILVA et al., 2003).

Além disso, a determinagdo de substincias isoladas através de andlises quimicas
tradicionais, além de ndo detectarem os efeitos nos organismos, ndo ddo resposta sobre que
tipo de agente quimico esta sendo responsavel pela toxicidade e informacgdes sobre as
possiveis interagdes entre substancias (aditivas, antagdnicas ou sinergisticas), como também
da biodisponibilidade das mesmas. Desta forma, os resultados das andlises quimicas por si sO
ndo retratam o impacto ambiental causado pelos poluentes porque ndo demonstram os efeitos
sobre o ecossistema. Somente os sistemas bioldgicos (organismos ou partes deles) podem
detectar os efeitos toxicos das substancias (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

A aplicagdo dos testes de toxicidade na andlise ambiental ¢ bastante abrangente e sua
importancia aumenta na propor¢do que cresce a complexidade das transformagdes quimicas
no meio ambiente. Nesse sentido, os programas de monitoramento da qualidade das 4aguas e
do solo que empregam, exclusivamente, indices fisicos e quimicos t€ém sido alvo de criticas

severas por varios pesquisadores, que apontam a necessidade de se aplicar metodologias
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biologicas para a obtencdo de uma abordagem mais ecossistémica (MAIA et al., 2001; SILVA
etal., 2001b).

Segundo a CETESB (2005), a avaliagdo ambiental da integridade ou grau de
degradag@o de ecossistemas terrestres e aquaticos, cujas variagdes fisicas sdo acentuadas,
exige que fatores mais estdveis sejam considerados como indicadores de avaliagdo, como por
exemplo, fatores bioldgicos. Estes fatores podem indicar melhor o equilibrio do ambiente
através de indices bioticos, derivados da observagdo de espécies bioindicadoras.

Em contraste com a simples medi¢do de contaminantes acumulados nos tecidos
corporais, os bioindicadores podem oferecer informagdes biologicamente mais completas e
relevantes sobre o potencial impacto de poluentes toxicos sobre a saude dos organismos
(SHUGART et al., 1992). Uma espécie ou um grupo de espécies que reflete niveis bioticos e
abidticos de contamina¢do de um ambiente, apresentando alteragdes que possibilitem gerar
informagdes sobre a qualidade do seu ambiente, por exemplo, acumulando substancias em
concentragdes maiores do que as consideradas normais ou essenciais para seu metabolismo
corporeo ou apresentando alteragdes no numero de organismos s@o chamados bioindicadores
(HODKINSON; JACKSON, 2005). A principal vantagem de se utilizar organismos
bioindicadores para monitoramento ambiental é a informacdo que ele pode dar em relagdo a
exposicdo cumulativa em organismos e populacdes sobre a resposta de letalidade e sub-
letalidade. Além disso, esses organismos respondem ao estresse de ambientes poluidos
modificando-se quimicamente, podendo romper processos celulares, afetando assim processos
fisioldgicos e mudando seu comportamento (MAIA et al., 2001).

Nos métodos de bioindica¢do, o comportamento do bioindicador ante um agente
estressante € utilizado na avaliagdo da qualidade de uma dada area e do impacto da
contaminagdo dos poluentes nesse ambiente (MAIA et al.,, 2001; AZEVEDO; CHASIN,
2003). Embora o niimero de espécies de diplépodos possa ser consideravelmente reduzido em
areas contaminadas com metais (HOPKIN et al., 1985), em quase todos os casos algumas
espécies ocorrem por serem capazes de resistir a esses compostos nocivos (KOHLER, 1995).
Essas populagdes de diplopodos sdo capazes de sobreviver mesmo sendo expostas a
condi¢des de quedas nas taxas de consumo de alimentos (HOPKIN et al., 1985), na eficiéncia
de absor¢io de nutrientes (KOHLER et al, 1992) e em alguns casos nas taxas de
sobrevivéncia de individuos juvenis (READ; MARTIN; 1988 apud KOHLER et al., 1995),
causadas pela contaminag@o por metais. Desta maneira, os diplépodos sdao reconhecidamente
resistentes a diversas substancias quimicas € quando em contato com substancias toxicas,

muitas vezes preferem morrer de inani¢@o a ingerir alimentos contaminados. Devido a estas
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caracteristicas, a observacdo do comportamento e sobrevivéncia destes animais pode ser
considerada como indicador inicial da potencialidade do ambiente em causar danos a saude
dos diferentes organismos da fauna edafica. Por este motivo, alguns pesquisadores tém
discutido a possibilidade de seu uso como bioindicadores na toxicidade do solo
(TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER; TRIEBSKORN, 1998).

Apés a exposi¢do a contaminantes ambientais, mecanismos compensatorios
moleculares, bioquimicos e fisiolégicos podem se tornar operantes nos organismos expostos.
Isto pode resultar na inibi¢do ou na facilitacdo de um ou mais mecanismos fisioldgicos ou
mudangas funcionais e estruturais. Biomarcadores sido sistemas indicadores sensiveis que
revelam essas mudangas, sendo representados, por exemplo, por 6rgdos ou tecidos de um
organismo. Devido a estas caracteristicas, eles indicam que o toxicante entrou no organismo
(EVERAARTS, 1995) e como tal provém informacdes sobre a bioviabilidade do mesmo. No
ambito das medidas de efeitos tdxicos nos organismos no nivel molecular ou celular, eles
representam a resposta inicial as perturbagdes ambientais e contaminagdo. Por isso, eles sdo
geralmente considerados mais sensiveis do que testes que medem esses efeitos em niveis mais
elevados de hierarquia bioldgica, tais como individual ou da populagio (MCCARTHY;
SHUGART, 1990).

Por meio da utilizagdo de biomarcadores torna-se possivel a detec¢do de muitas
classes de danos em diversos tipos celulares. Contaminantes podem influenciar na ocorréncia
de variagdes fisioldgicas de orgdos e tecidos, as quais se tornam evidentes ao se analisar as
células que compde essas estruturas. Assim, essas variacdes induzem alteragdes celulares
distintas, dependentes de diversas variantes como o tipo de 6rgdo ou célula e a intensidade do
estressor. Para tal analise, a histologia, a ultramorfologia e a ultra-estrutura sao utilizadas. Por
meio destas técnicas ¢ possivel diagnosticar sintomas celulares e subcelulares resultantes da
intoxicacdo, bem como localizar sintomas de morte celular, e revelar reagdes em resposta a
exposicdes cronicas e subletais em células e tecidos (KAMMENGA et al., 2000).

Desta forma, durante as duas ultimas décadas, diversos biomarcadores tém sido
utilizados de forma eficaz, sobretudo como testes para toxicantes especificos, visto que
biomarcadores quando combinados com biomonitores podem criar um sofisticado sistema
alvo multiplo para detectar uma variedade de perigos ambientais de forma rapida e
economicamente vidvel, em um unico organismo teste, auxiliando no estabelecimento de
prioridades de ac¢do no controle da poluicdo ambiental. Na maioria dos invertebrados de solo,
os metais sdo seletivamente concentrados em apenas um ou poucos Orgios, ou em partes

especificas de tecidos, sendo que tipicamente estes Orgdos sdo parte de aparato digestivo



13

(DALLINGER, 1993). Por exemplo, em milipedes (KOHLER; ALBERTI 1992), isépodos
(DALLINGER; PROSI 1988) e colémbolos (PAWERT et al. 1996), o epitélio do intestino
médio € o principal alvo dos metais. O intestino médio dos diplopodos € composto por células
epiteliais responsaveis pela absor¢do de nutrientes e sintese de diversos compostos
(FANTAZZINI et al., 2002) e esta diretamente exposto a potenciais contaminantes no solo,
no momento em que revolvem a terra onde se encontram. Assim, sua andlise pode se tornar

um bom biomarcador na analise de diferentes substratos.

2.2. Invertebrados de solo como bioindicadores

As atividades antropogénicas somadas a necessidade de controle mais rigido em
relagdo a emissdo de residuos quimicos no meio ambiente conduzem a procura e utilizagio de
espécies adequadas em testes bioldgicos. Muitos autores consideram que em condic¢des
laboratoriais, as respostas de diferentes organismos a diferentes substancias quimicas podem
ser utilizadas para avaliar estresse e auxiliar na elaboragdo de processos legislativos (VAN
STRAALEN, 2003).

Neste contexto, alguns grupos taxondmicos de invertebrados pertencentes a meso e
macrofauna de solo tém sido propostos como organismos bioindicadores, os quais apresentam
diferentes vantagens e desvantagens (KOHLER, 1996).

Artropodes terrestres da fauna sapréfaga como, por exemplo, Isopoda, Collembola e
Diplopoda estdo entre os organismos mais apropriados para se avaliar os efeitos do acimulo
de substancias toxicas presentes no solo, devido ao seu contato direto com contaminantes
presentes no mesmo (HOPKIN et al., 1989, GRAFF et al., 1997). Virios estudos mostraram
que a estrutura populacional pode degenerar-se sob essas influéncias resultando, por exemplo,
em baixas taxas de decomposi¢do de matéria organica, e conseqiientes transtornos na
ciclagem de nutrientes no solo (WALLWORK, 1988).

Metais oriundos de fontes antropogénicas, como esgoto e gases, e distribuidos pela
atividade humana, podem exceder os niveis de tolerancia fisiolégica no ambiente, alimento e
orgdos destes animais. Devido a sua constante exposi¢cdo, tais invertebrados de solo
necessitam desenvolver mecanismos que lhes permitam conciliar a absor¢do dos metais
essenciais e nocivos, os quais possuem propriedades fisioquimicas semelhantes.

Mesmo diante do fato desses invertebrados saprofagos serem organismos adequados
para estudos citologicos e bioquimicos no metabolismo de metais, a maioria dos trabalhos

acerca dos efeitos dos metais nesses grupos se focam, principalmente, no acimulo destas
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substancias potencialmente téxicas em relacdo a sobrevivéncia e reproducdo dos animais
(KOHLER, 2002).

Diferentes invertebrados da fauna sapréfaga colonizam as camadas superiores do solo,
estando regularmente expostos a metais. Assim, testes toxicologicos padronizados utilizando-
se principalmente os grupos Isopoda, Collembola e Diplopoda vém sendo sugeridos
(LOKKE; VAN GESTEL, 1998).

Collembola estdo entre os mais importantes membros da mesofauna de solo envolvida
no processo de decomposi¢do, sendo vulnerdveis aos efeitos da contaminag¢do do solo. A
abundancia e a diversidade de Collembola vém sendo amplamente utilizadas na avalia¢do de
impactos ambientais envolvendo uma gama de poluentes nos solos, visto que em solos
contaminados com metais, a ocorréncia da diminuicdo na densidade e, por vezes, a
diversidade de Collembola € conhecida, concomitante com a diminuicdo da taxa de
decomposi¢do da camada de serapilheira (BENGTSSON; RUNDGREN, 1984). A exposi¢do
dos colémbolos a contaminantes ¢ feita por meio do solo ou alimento numa bateria de testes
que utiliza diversos parametros para andlise como bioacumulagdo e efeitos no
comportamento. Tais testes avaliam a toxicidade de uma ampla faixa de poluentes organicos e
inorganicos, sendo utilizados como bioensaios no monitoramento do resultado da remediac¢ao
de solos contaminados (CROUAU et al., 2002; DIEZ et al., 2001; FAVA; BERTIN, 1999;
VAN GESTEL et al., 2001).

Isopoda ¢ uma das maiores ordens de crustaceos, contando com aproximadamente
10.000 mil espécies descritas, sendo a maioria marinha (SCHULTZ, 1982). Existem espécies
saprofagas, onivoras e fitofagas. Alguns individuos terrestres exibem a capacidade de se
enrolarem como uma bola (capacidade volvacional), o que oferece prote¢do e auxilia na
redu¢do da perde de agua por evaporagdo. Estes animais sdo conhecidos popularmente como
“tatuzinhos”, “tatuzinhos de jardim” ou “tatus-bolas”, sendo encontrados facilmente junto a
plantas de hortas, jardins e sementeiras (COSTA, 1958). Alguns trabalhos envolvendo os
mecanismos de detoxicacdo e os efeitos citotoxicos de metais em Isopoda ja formam
conduzidos (HOPKIN, 1990; KOHLER; TRIEBSKORN, 1998), sendo o isdpodo terrestre
Porcellio scaber, o mais estudado.

Segundo Kale (1988), os Oligochaeta sdo os representantes de maior importancia na
macrofauna edafica. Existem no globo terrestre aproximadamente 3.000 espécies de
minhocas, as quais ocorrem nos mais variados habitats, desde regides quentes até regides
geladas (JAMIESON, 1978). As minhocas sdo os maiores decompositores secundarios do

sistema edafico, alimentando-se de material vegetal ja degradado parcialmente por
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microorganismos. A atividade de escavag@o do solo realizada por minhocas determinam, em
grande parte, a estrutura, densidade e capacidade de reten¢do de 4gua no solo (STORK;
EGGLETON, 1992). Devido aos seus habitos, as minhocas tém sido utilizadas como
indicadores dos efeitos acumulativos dos metais na cadeira trofica (SPURGEON et al., 1994).
Alguns estudos revelaram que a contaminag¢do de solos por cobre reduz a biomassa e
densidade populacional de minhocas tanto em bioensaios laboratoriais quanto em condigdes
de campo (BENGTSSON et al., 1983; ABDUL RIDA; BOUCHE, 1995).

A importancia dos diplopodos na reciclagem de nutrientes, aeracdo e fertilizacdo do
solo ¢ freqlientemente mencionada na literatura (BANO; KRISHNAMOORTHY, 1981;
DANGERFIELD; TELFORD, 1989). Devido aos habitos dos diplopodos, colonizadores de
varias camadas do solo, estes animais podem ser muito influenciados pela deposi¢do de
metais no solo.

A maioria dos trabalhos presentes na literatura envolvendo diplépodos como
bioindicadores de solo diz respeito a metais. Neste contexto, o primeiro trabalho realizado
com diplépodos, como possiveis bioindicadores, foi o de Hopkin et al. (1985), envolvendo a
assimilacdo de metais pela espécie Glomeris marginata. Neste estudo, foi constatada uma
maior assimilacdo de cobre, zinco e cadmio por animais coletados em solos contaminados
quando comparados com aqueles animais coletados em ambientes ndo contaminados. Os
autores comentaram que seriam necessarios estudos ultra-estruturais de diferentes 6rgaos para
se conhecer o “caminho dos metais”, particularmente no intestino destes invertebrados.

Posteriormente, Triebskorn et al. (1991) expuseram varios invertebrados como acaros,
insetos e diplopodos a diferentes substancias toxicas, e utilizaram a andlise ultra-estrutural a
fim de demonstrar a aplicabilidade do uso de tais animais no biomonitoramento. No caso do
diplépodo, foi escolhida a espécie Cylindroiulus punctatus como representante da macrofauna
do solo e o tecido analisado foi o intestino médio, local onde ocorre a digestdo propriamente
dita. Tais animais foram tratados por 30 dias com agar e particulas de folhas contaminadas
com chumbo, em concentracdo subletal.

No estudo realizado por Kohler et al. (1992), foi analisado o impacto do chumbo sobre
a eficiéncia de assimilagdo em diplopodos, submetidos a diferentes condi¢des ambientais. Os
pesquisadores utilizaram diferentes espécies de diplopodos e constataram que apenas
Glomeris conspersa aumentou a ingestdo de alimento contendo chumbo, quando comparada
com a dieta ndo contaminada.

Na maioria dos invertebrados do solo, os metais sdo seletivamente concentrados em

um ou poucos 6rgaos, ou entdo em partes especificas de um tecido; tipicamente, estes drgaos
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sdo partes do aparato digestivo (GRAFF et al., 1997). O epitélio do tubo digestivo de
invertebrados terrestres € usualmente constituido por uma camada de células que atua como
barreira entre o corpo do animal e o alimento no limen. Assim sendo, o epitélio do trato
digestivo representa a primeira barreira contra o envenenamento de todo o organismo
(WALKER, 1976). Em dipldpodos, alguns estudos com este enfoque foram realizados
utilizando o tubo digestivo e o corpo gorduroso (HOPKIN et al., 1985; TRIEBSKORN et al.,
1991; KOHLER e TRIEBSKORN, 1998).

2.3. A espécie Rhinocricus padbergi

A espécie R. padbergi apresenta ampla distribuicdo no estado de Sdo Paulo, sendo
registrada também para o Rio de Janeiro; pertence a ordem Spirobolida e é considerada
atualmente uma espécie sinantropica. Os diplépodos com cardter sinantropico sdo os que
vivem na dependéncia direta do homem, vivendo em hortas, quintais, estufas, pomares, e até
mesmo nas proprias casas, alimentando-se de detritos do lixo doméstico.

Devido a grande escassez de informagdes sobre a anatomia de Diplopoda,
especialmente em relagdo as espécies tropicais, Fantazzini et al. (1998) realizaram um estudo
inicial com a espécie R. padbergi quanto a anatomia do tubo digestivo, histologia e
histoquimica do intestino anterior e glandulas salivares. Basicamente, o tubo digestivo dos
diplépodos consiste de um tubo longo e reto que se estende por todo o comprimento do corpo,
partindo da boca até o anus. Trés principais regides podem ser diferenciadas: intestino
anterior, médio e posterior. O intestino anterior representa a menor porc¢do do trato digestivo
da espécie e se estende da boca a valvula esofagica, a qual pode ser definida como um
estreitamento do tubo digestivo que marca o fim do intestino anterior € o0 comego do intestino
médio. Em associacdo com a regido anterior encontra-se um par de glandulas salivares,
responsaveis pela producdo de secre¢do rica em enzimas digestivas, auxiliando tanto na
lubrificagdo do alimento quanto na sua digestdo. A transicdo do intestino anterior para o
intestino médio ¢ marcada pelo gradual desaparecimento da intima cuticular, a qual ¢
totalmente ausente no intestino médio, sendo as células epiteliais da por¢cdo mediana do trato
digestivo responsaveis pela absor¢do de nutrientes. O intestino médio compreende desde a
valvula esofdgica até o inicio do intestino posterior, marcado pelo piloro, representando
aproximadamente 39% do comprimento total do trato digestivo da espécie. O intestino
posterior € caracterizado pela inser¢ao dos tibulos de Malphigi, sendo a por¢do mais extensa

do canal alimentar em R. padbergi.
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Em estudos posteriores, Fantazzini et al. (2002) analisaram a histologia e histoquimica
do intestino médio de R. padbergi, local onde ocorre a maior parte da digestdo. Em termos
histoldgicos, o intestino médio de R. padbergi consiste em epitélio pseudoestratificado, o
qual apresenta células principais, células regenerativas e células secretoras, além de uma
membrana basal, uma camada muscular, seguido por uma camada de corpo gorduroso. Logo
abaixo da camada muscular estdo presentes células hepdaticas cujo citoplasma ¢ mais
homogéneo quando comparado com o das células do corpo gorduroso, além disso, estas
células se caracterizam por ndo formar uma camada continua. As células principais do epitélio
possuem bordo em escova desenvolvido no dominio apical, nucleos localizados na metade
superior com formato que varia do arredondado ao oval. As células regenerativas sdo menores
que as células principais, possuem nucleos esféricos e estdo localizadas no dominio basal do
epitélio.

Em relag@o aos testes histoquimicos realizados por Fantazzini et al. (2002), os lipidios
aparecem nas células principais e no corpo gorduroso. Uma forte reagdo revelou a presenca de
polissacarideos neutros nas células secretoras. Foi constatada a presenga de proteinas nas
células principais e microvilos do epitélio, ocorrendo em menor quantidade nas células
secretoras. A reacdo também foi positiva para o corpo gorduroso, fibras musculares, células
hepaticas e parte das vesiculas de secre¢@o. Possivelmente, essa secrecdo esta envolvida na
liberacdo de enzimas digestivas no limen. O célcio foi encontrado na por¢do apical das
células principais do epitélio, nos microvilos € no corpo gorduroso. Os dados demonstraram
que o epitélio do intestino médio de Rhinocricus padbergi deve participar diretamente da
digestdo e/ou sintese de lipidios, proteinas e polissacarideos neutros, além de estar envolvido
no transporte de calcio.

Estudos das caracteristicas ultra-estruturais do intestino médio da espécie R. padbergi
também foram realizados (CAMARGO-MATHIAS et al., 2004). Neste trabalho, constatou-se
que a organizacdo estrutural do dominio basal das células principais no intestino médio de R.
padbergi sustenta a idéia que, em adigdo a absor¢cdo de compostos por meio do alimento,
essas células possam estar envolvidas com o transporte de elementos da hemolinfa. Esta
morfologia ¢ similar a encontrada nas células dos tibulos renais de vertebrados, as quais sao

importantes no transporte de ions.
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2.4. Lodo de esgoto

Atualmente, a maior parte dos esgotos € langada in natura nos cursos d’agua, o que
compromete a quantidade e a qualidade dos recursos hidricos das regides densamente
habitadas. Visto que os esgotos urbanos s@o os principais poluidores dos corpos d’agua, fica
clara a necessidade de tratd-los na tentativa de minimizar seu potencial poluidor, cujos efeitos
ambientais sdo negativos. Entretanto, o problema ndo se restringe ao tratamento dos esgotos,
uma vez que nas Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETEs) € gerado um residuo, denominado
lodo de esgoto.

A geragdo de residuos ¢ decorrente da adog¢do de uma tecnologia nio sustentdvel,
sendo a disposi¢ao final destes residuos um fator dramatico, principalmente quando dispostos
em locais de grandes concentracdes demograficas, com desenvolvimento industrial e
progresso econdmico aumentados (SILVA, 1995).

Nas ultimas décadas, a disposi¢@o final de residuos gerados no processo de tratamento
de esgotos tem se tornado uma crescente problematica, visto que @ medida que sdo ampliadas
as capacidades dos sistemas de coleta e tratamento de esgotos instalados, mais subprodutos do
tratamento como o lodo de esgoto (fase solida) e o efluente de esgoto tratado s@o produzidos.
O aumento da geracdo de residuos, como o lodo de esgoto, eleva consideravelmente os custos
operacionais de uma estagdo de tratamento (BETTIOL et al., 1983).

O tratamento das dguas residuarias domiciliares ou industriais nas ETEs consiste na
separacao da fracdo solida da liquida, a qual ¢ efetuada pela combinagao de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos (SABESP, 1979). O lodo gerado a partir deste tratamento apresenta
uma composi¢do muito varidvel, visto que existem muitos fatores que influenciam na
composi¢do desse residuo como o grau de industrializagdo da regido onde sdo gerados os
esgotos, do método de tratamento e da variabilidade sazonal (SOMMERS et al., 1996). Por
exemplo, o lodo de esgoto estritamente doméstico possui normalmente quantidade baixa de
metais potencialmente toxicos, mas quando esgotos industriais e dguas da chuva entram no
sistema de capta¢do do esgoto urbano, este pode ter sua concentragdo de metais aumentada
significativamente (USEPA, 1986). De um modo geral, o lodo de esgoto apresenta em torno
de 40% a 60% de matéria organica, 4% de nitrogénio, 2% de fosforo e demais macro e
micronutrientes, além dos elementos potencialmente toxicos (BETTIOL; CAMARGO, 2001).

Segundo Tsutiya (2001), as possiveis alternativas para o destino final ou
aproveitamento do lodo de esgoto sdo: disposi¢do em aterro sanitario, o que ¢ bastante
aceitavel tecnicamente, porém, com custos € manuten¢do proibitivos; despejo em oceanos,

rios e lagos, causando um grande impacto ambiental nestes ambientes; incineragdes, o que
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representa limitagdes de execugdo por lancar gazes poluentes na atmosfera e por ndo serem
economicamente vidveis; reutilizacdo na industria na produg¢do de agregado leve e na
fabricagdo de tijolos, ceramica e cimento; conversdo em dleo combustivel; recuperacdo de
solos degradados, em areas degradadas e de mineracdo; e uso agricola e florestal por meio de
sua aplicacdo no solo como fertilizante.

O uso do lodo de esgoto na agricultura constitui uma alternativa que apresenta
vantagens ambientais, quando comparado com outras praticas de destinacdo final, uma vez
que se enquadra nos principios de reutilizagdo de residuos de uma forma ambientalmente
adequada (MMA, 2006). 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 apresenta um grande potencial
como fertilizante organico, contendo alguns elementos essenciais as plantas (MELO et al.,
1994). Estudos em diferentes culturas como o milho e a cana de aglicar mostram outros
beneficios agrondmicos que podem ser alcancados por meio do uso do lodo de esgoto, dentre
os quais ¢ possivel destacar a elevagdo do pH do solo (SILVA et al., 2001a), reducdo da
acidez potencial (BERTON et al., 1989) e aumento na disponibilidade de macronutrientes
(DA ROS et al., 1993; BERTON et al., 1997).

O lodo de esgoto também pode atuar de maneira positiva nas caracteristicas fisicas do
solo, por meio da formagdo de agregados de particulas, possibilitando uma consideravel
melhora na infiltragdo, retencdo da dgua e aeragdo, reduzindo a erosdo e melhorando a
qualidade dos recursos hidricos (FIEST et al., 1998).

Do ponto de vista econémico, o uso do lodo como fertilizante orgénico representa o
reaproveitamento integral de seus nutrientes e a substituicdo de adubagdo quimica sobre as
culturas, levando a gera¢do de rendimentos equivalentes ou até maiores com fertilizantes
comerciais (VIEIRA; SILVA, 2004). Porém, isso deve ser tratado com cautela, pois em
relacdo ao teor de nutrientes, tais como nitrogénio, fésforo e potassio, o lodo de esgoto ¢
menos rico quando comparado ao fertilizante comercial (KITAMURA, 2006).

Viérios paises usam rotineiramente lodo de esgoto na agricultura como, por exemplo,
os Estados Unidos onde quase a metade do lodo produzido ¢ aplicada aos solos. Na
Comunidade Européia, cerca de 30% do lodo de esgoto gerado ¢ utilizado como fertilizante
na agricultura (SILVEIRA et al.,, 2003). No Brasil, esse uso ainda ¢ pouco difundido,
provavelmente devido ao reduzido numero de cidades dotadas de estagdes de tratamento de

esgotos. Entretanto, nos ultimos anos tem-se observado o aumento do percentual de esgoto
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tratado uma vez que novas ETEs estdo surgindo, ¢ as ja existentes tém procurado expandir sua
capacidade.

Embora a aplicagdo do lodo de esgoto proporcione inimeros beneficios aos solos
agricolas, a adogdo desta pratica por anos sucessivos traz grandes preocupagdes com relagdo a
baixa degradabilidade desse residuo e efeitos nas caracteristicas fisicas e quimicas do solo,
além da possibilidade de polui¢do do solo e da agua com patdgenos e metais, que dependendo
da regido em que o lodo de esgoto ¢ gerado ocorrem a niveis alarmantes (OLIVEIRA, 2000).

O actimulo de metais em solos agricolas devido a aplicagcdes sucessivas de lodo de
esgoto € o fator que causa maior preocupacdo com relacdo a seguranga ambiental necessaria
para a viabilizacdo desta pratica (OLIVEIRA; MATTIAZZO, 2001). Segundo Sharpley e
Menzel (1987), de um modo geral, os produtos mais estudados e discutidos do ponto de vista
de adi¢do de metais toxicos ao solo tém sido o lodo de esgoto e os adubos fosfatados. No
Brasil, sdo poucos os estudos sobre a contaminagdo de solos agricolas por metais, e também,
os teores de metais nos insumos utilizados na agricultura.

De acordo com Chang et al. (1987), os metais podem expressar seu potencial poluente
diretamente nos organismos do solo, através da disponibilidade as plantas em niveis
fitotoxicos, além da possibilidade de se inserirem na cadeia alimentar por meio das préprias
plantas ou pela contaminacdo das aguas de superficie e subsuperficie.

Elementos trago, tais como arsénio, caddmio, cobre, cromo, mercurio, niquel,
molibdénio, chumbo, selénio, zinco e cobalto podem estar presentes no lodo e tém a sua
disponibilidade influenciada por reagdes como adsorsdo, complexagdo, precipitacdo, oxidagao
e reducdo. Os niveis toleraveis variam, portanto, com o conteudo de metais presentes no lodo
e com diversas caracteristicas do solo, tais como pH, capacidade de troca catidnica (CTC),
teor de matéria organica e granulometria (SOUZA et al, 1996).

O cédmio ¢ considerado o metal mais perigoso devido suas implicagdes com a saude
humana, sendo que, a maioria das normas internacionais limitam severamente a concentracio
de cadmio no solo. As concentragdes de molibdénio, cobalto, arsénio, selénio, mercurio e
boro no lodo de esgoto sd@o geralmente pequenas e raramente limitam as aplicagdes do mesmo
nos solos agricolas. Por outro lado, o zinco, cobre, niquel, chumbo e cromo, sdo metais que
oferecem menor risco, sendo aceitadvel a sua disposicdo em solos agricolas em quantidades
maiores (SOUZA et al, 1996).

Em todos os paises onde o lodo de esgoto ¢ aplicado na agricultura existem normas
estabelecendo, entre outras coisas, as concentracdes maximas permitidas de metais no lodo e

o teor maximo acumulado no solo. Desta forma, as concentragdes maximas permissiveis de
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metais nos biossélidos, para uso agricola, foram estabelecidas em 17 paises: Comunidade
Européia, Bélgica, Dinamarca, Inglaterra, Alemanha, Franca, Grécia, Italia, Holanda,
Finlandia, Noruega, Suécia, Escocia, Suica, Austria, Canada e Estados Unidos. Os paises
como a Holanda e a Suécia tendem a restringir os valores maximos de metais, por outro lado,
os Estados Unidos, recomendam os maiores niveis permitidos para todos os elementos, com
excec¢do do chumbo.

Neste contexto, nos Estados Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA),
responsavel pelo controle de impactos ambientais, estabeleceu exigéncias e critérios para seu
uso e disposicdo. Essa legislacdo federal, adotada em 1993, encoraja o uso racional do lodo de
esgoto, ndo aplicando a este as normas mais rigidas relativas a residuos perigosos, mas
determina a prote¢do a saude humana e ao ambiente (CAMARGO et al., 2008).

No Brasil, o uso agricola de lodo de esgoto ¢ regulamentado pelos ministérios do Meio
Ambiente e da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, sendo que o primeiro tomou como
base a legisla¢do norte americana. Assim, esse residuo sé pode ser utilizado na agricultura se
forem submetidos a um processo de redugdo de patogenos e de atratividade de vetores, de
acordo com o Anexo I da Resolugdo n° 375 do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA. A concentragdo méaxima de substancias inorganicas e patéogenos permitida no
lodo de esgoto, ou produto derivado, também devera seguir as determina¢des do Artigo 11
desta mesma Resolugdo n° 375 de 29 de agosto de 2006 (MMA, 2006).

Para o estado de Sao Paulo, a CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental, do Estado de Sdo Paulo) propde os mesmos valores maximos permissiveis de
metais nos biossolidos, para uso agricola adotados nos Estados Unidos, enquanto que, para o
estado do Parand € utilizado os valores recomendados pela norma espanhola (TSUTIYA,
1999).

Desta forma, sem uma caracterizagdo adequada, quanto as substancias inorganicas e
organicas potencialmente toxicas, a presenca de agentes patogénicos, além de estudos sobre a
sua estabilidade no ambiente, o lodo de esgoto corresponde a uma fonte potencial de riscos a
saude publica e ao ambiente.

Neste contexto, a incorporacdo do lodo de esgoto ao solo para fins agricolas deve ser
cuidadosamente planejada e monitorada (BETTIOL; DE CAMARGO, 2006), sendo
importante a realizacdo de estudos que fornecam informagdes acerca da concentracdo de

possiveis componentes toxicos, bem como dos efeitos da aplicacdo em longo prazo.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste projeto foram:

1. Expor exemplares de Rhinocricus padbergi a substratos contendo lodo de esgoto em
diferentes concentracdes, por periodos determinados de exposi¢do para a observacdo do
comportamento e a sobrevivéncia dos individuos expostos;

2. Analisar histologicamente, apds cada periodo de exposi¢do, o intestino médio desses
animais a fim de se verificar possiveis alteragdes morfologicas;

3. Realizar testes histoquimicos para a detec¢do de proteinas, lipidios, célcio e carboidratos
com o intuito de observar possiveis alteracdes na sintese de algum elemento, que
posteriormente, poderdo indicar determinadas alteragdes fisioldgicas.

4. Verificar a eficiéncia do uso destes animais em ensaios de biomonitoramento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Espécimens de R. padbergi foram coletados manualmente no campus da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) na cidade de Rio Claro, SP e trazidos ao laboratério onde foram
aclimatados a aproximadamente 21° C, durante um periodo de 15 dias; os animais foram
mantidos em terra oriunda do local de coleta.

Apos 15 dias, foram montados quatro bioensaios contendo terra proveniente do local
de coleta dos animais (grupo controle) e o lodo de esgoto da ETE AT-1 em diferentes
concentragdes (1%, 10% e 50%) misturado na mesma terra do controle. Em cada bioensaio
preparado foram expostos 12 animais, os quais passaram a ser monitorados diariamente.

Os animais foram expostos por periodos de 7, 15 e 90 dias, com a finalidade de
analisar respostas aguda e subcronica.

A ETE AT-1 localiza-se na regido hidrografica da Bacia do Alto Tieté e de acordo
com o Departamento de Aguas e Energia Elétrica do Estado de Sdo Paulo (DAEE) (2004 -
2007), ¢ uma das cinco grandes ETEs que recebem quase a totalidade dos esgotos coletados
da Regido Metropolitana de Sao Paulo, densamente povoada, abrangendo industrias de médio
e grande porte. Desta forma, o lodo gerado na ETE AT-1 contém componentes domésticos e

industriais. A amostra do lodo de esgoto utilizada neste experimento foi cedida pela CETESB.

4.2. Métodos

Ap6s cada periodo de exposicdo, trés animais de cada bioensaio foram anestesiados e
dissecados a fim de se retirar o intestino médio o qual foi fixado em diferentes solugdes, para
que distintas técnicas pudessem ser aplicadas. Apos a fixagdo, o material foi colocado em

solucdo tampao fosfato de sédio pH=7, durante 24 horas e mantido na geladeira.
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Os resultados obtidos dos espécimens mantidos no lodo foram comparados aqueles do
grupo controle e as informagdes da literatura, com o intuito de detectar possiveis alteracdes

nos animais expostos.

4.2.1. Histologia

O material foi desidratado em solugdes de etanol 70, 80, 90 e 95%, durante 30 minutos
cada banho. Posteriormente, foi transferido para uma solug¢do de resina (JB-4- Polaron
Intruments/ BIO RAD) e deixado na geladeira por 24 horas.

O material foi entdo colocado em moldes previamente preenchidos com resina
contendo catalisador. Depois de polimerizados, os blocos foram cortados com o auxilio de
microtomo Sorvall JB-4 BIO RAD; os cortes foram hidratados e recolhidos em laminas. Apos
secagem, as laminas foram coradas com Hematoxilina/Eosina, conforme rotina histologica,

para posterior andlise, observacdo e documentacao fotografica.

4.2.2. 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 paraformaldeido 4% por aproximadamente 24 horas;
coloragdo pela solugdo de azul de bromofenol a temperatura ambiente por aproximadamente 2

horas; lavagem dos cortes em 4agua e banho em acido acético por 5 minutos.

B. Polissacarideos Neutros
-Técnica do PAS (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).
Fixacdo em Carnoy; oxidag@o por 30 minutos em acido periddico 1%; exposi¢do 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. Cilcio
- Método de von Kossa (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).
Fixacdo em paraformaldeido 4% por aproximadamente 24 horas; imersdo dos cortes

em nitrato de prata por 20 minutos; lavagem em 4dgua e transferéncia dos cortes para
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hidroquinona ou revelador; imersdo em tiossulfato de so6dio ou fixador F-5 por 5 minutos;

contracoloracdo dos nucleos com Hematoxilina.

D. Lipidios
- Método de Sudan Black (segundo JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).
Fixa¢do do material em formol calcio; coloragdo em Sudan Black B por 30 minutos;
lavagem em agua e coloragdo de fundo utilizando-se vermelho neutro por 4 minutos. Posterior

montagem das ld&minas em glicerina gélica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Biomonitoramento

A anélise comportamental demonstrou ndo rejeicdo do solo pelos animais, uma vez que,
estes foram encontrados enterrados e resolvendo a terra.

Durante o periodo total de exposi¢do de 90 dias nenhuma morte foi constatada no
bioensaio controle. No bioensaio contendo lodo a 1%, somente a partir da 7* semana de
exposi¢do as primeiras mortes ocorreram; na 11* semana, apds um periodo de estabilidade no
numero de individuos, novas mortes voltaram a ocorrer. No bioensaio contendo lodo a 10%, o
inicio das mortes se deu a partir da 2* semana, até a exclusio total dos espécimens na 7%
semana. No bioensaio de lodo a 50%, as primeiras mortes foram constatadas na 3* semana, a
partir da qual se desencadearam progressivas mortes, sendo que na 5* semana ndo havia mais

individuos sobreviventes (Fig. 1).
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Fig.1. Sobrevivéncia dos diplépodos expostos a diferentes concentragdes de lodo de esgoto.
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O lodo de esgoto, em razdo da procedéncia dos residuos, pode ser classificado em
doméstico ou industrial. O lodo de esgoto estritamente doméstico possui normalmente
quantidade baixa de metais potencialmente toxicos, mas quando esgotos industriais e aguas da
chuva entram no sistema de captagdo do esgoto urbano, este pode ter sua concentragdo de
metais aumentada significativamente (USEPA, 1986). Os esgotos domésticos contém
aproximadamente 99,9 % de agua. A fragdo restante, 0,1%, inclui sélidos orgéanicos e
inorganicos, em suspensdo ¢ dissolvidos, bem como microrganismos, e constitui a causa da
necessidade de tratamento de esgoto (SANTOS, 2003). Os principais parametros indiretos
que refletem o potencial poluidor de esgotos predominantemente domésticos sdo: solidos,
indicadores de matéria organica, nitrogénio, fésforo e indicadores de contaminagdo fecal
(VON SPERLING, 1996).

Para grandes centros urbanos, que além de densamente povoados, ainda contenham
grandes areas industriais, as quantidades e as caracteristicas das substancias removidas dos
esgotos sanitarios inviabilizam o seu aproveitamento no solo como solugdo constante de
disposi¢do final. A Regido Metropolitana de Sdo Paulo se enquadra nessa situagdo, visto que
engloba cerca de 17 milhdes de habitantes e cerca de 3,6 mil industrias de médio de grande
porte cadastradas (FIESP, 2002).

A amostra de lodo utilizada no presente projeto € proveniente de uma das cinco
Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETEs) que compdem o sistema principal de esgotamento
sanitario da Regido Metropolitana de Sdo Paulo. Desta forma, tendo em vista a procedéncia
dos seus residuos, o lodo de esgoto utilizado € classificado como industrial apresentando
maiores concentracdes de substancias potencialmente toxicas como metais pesados quando
comparado com os de origem doméstica.

A presenca de metais no esgoto estd associada, principalmente, ao langamento de
despejos nas redes de coletas publicas por parte de industrias de galvanoplastia, formagao de
compostos organicos e inorganicos, curtumes, farmacéutica, fundi¢do, lavanderias, petréleo e
formulacdo de corantes e pigmentos (SANTOS, 2003). Apesar da existéncia de um
procedimento técnico e formal aplicado ao recebimento de despejos industriais, o problema ¢
extremamente agravado pelos langamentos clandestinos (CESARIO SILVA et al., 2001).

Sabendo-se que grande parte dos metais presentes no esgoto apds o tratamento
concentra-se no lodo, o controle sobre a qualidade dos diferentes tipos de efluentes langados
na rede coletora torna-se fundamental, quando o objetivo ¢ destinar o lodo para aplicacdes
benéficas no solo. Dependendo do processo industrial adotado pelas empresas, o langamento

de seus efluentes na rede coletora deve ser precedido de um pré-tratamento, para a remogao
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de contaminantes que possam impossibilitar a reciclagem do lodo de esgoto (SANTOS,
2003).

Marques et al. (2007) realizou um estudo que buscou avaliar os efeitos da
incorporagdo do lodo de esgoto, em solo cultivado com cana-de-agtcar, sobre os teores de Cr,
Ni, Pb e Zn, utilizando amostras de lodo fornecidas por uma das cinco ETEs pertencentes ao
sistema principal de esgotamento sanitario da Regido Metropolitana de Sado Paulo. Os
resultados mostraram que a aplica¢do de doses de lodo de esgoto aumentou as concentragdes
de Cr, Ni Pb e Zn no solo sob cultivo de cana-de-agucar, sendo, a dose de 40 t ha™! de lodo foi
a que promoveu as maiores concentragdes de metais no solo.

Quando absorvidos pelos vegetais, os metais podem afetar ou impedir totalmente seu
desenvolvimento. Assim, concentracdes elevadas de alguns metais em lodos de esgoto
resultam em acdes mais restritivas quanto ao uso agricola desses materiais em diversos paises,
incluindo o Brasil (EUROPEAN COMISSION, 2002; CONAMA, 2005). Assim, ¢ muito
importante que se conheca a composi¢io exata do lodo de diferentes localidades, para que
possam ser calculadas as quantidades adequadas de lodo a serem incorporadas no solo, sem
poluir o ambiente ou trazer danos aos organismos (CETESB, 1999).

Desta forma, além dos teores de nutrientes presentes no lodo de esgoto, uma avaliagdo
preliminar dos teores de metais potencialmente toxicos é essencial para indicar a possibilidade
ou ndo de seu uso agricola.

Apesar do diplépodo Rhinocricus padbergi, utilizado no presente trabalho como
organismo-teste, ser reconhecidamente resistente a Vvarios compostos quimicos
(FONTANETTI; BOCCARDO, comunicagdo pessoal), os resultados mostram uma alta taxa
de mortalidade dos animais expostos ao substrato contendo lodo nas concentragdes de 10% e
50%; isto ¢ um indicativo da necessidade de cautela no uso deste residuo, seja na agricultura
ou na recuperagdo de solos degradados.

Segundo Hopkin e Read (1992), algumas espécies de milipedes preferem morrer de
inani¢do a ingerir alimentos contaminados com niveis toxicos de poluentes. Entretanto, foi
observado que todos os espécimes, expostos em diferentes concentracdes de lodo,
conseguiram revolver o substrato em que se encontravam. Desta forma, durante o
revolvimento do solo, estes animais se alimentaram da matéria contida no lodo de esgoto
utilizado.

Em vista do exposto, acreditamos que o protocolo desenvolvido foi eficiente na

analise da toxicidade do lodo de esgoto.
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5.2. Analise histoldgica e histoquimica do intestino médio

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

para publicacdo na revista Micron (Oxford).

ARTIGO

EXPOSICAO AGUDA E SUBCRONICA DE DIPLOPODOS A SUBSTRATO
CONTENDO LODO DE ESGOTO: RESPOSTAS TISSULARES DO INTESTINO
MEDIO

Larissa Rosa Nogarol, Carmem Silvia Fontanetti
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EXPOSICAO AGUDA E SUBCRONICA DE DIPLOPODOS A SUBSTRATO
CONTENDO LODO DE ESGOTO: RESPOSTAS TISSULARES DO INTESTINO
MEDIO.

Larissa Rosa Nogarol *, Carmem Silvia Fontanetti *

* Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Av. 24A, n°1515, CEP 13506-900, Rio Claro, SP, Brasil

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

Resumo

Virias discussdes a respeito do uso agricola do lodo de esgoto t€ém acontecido, porém seu uso
tem sido questionado devido aos riscos de contaminag@o do solo principalmente por metais.
Os diplopodos sdo invertebrados saprofagos, ageis em colonizar diversas camadas do solo.
Devido ao habito do grupo, muitos pesquisadores tém proposto sua utilizagdo em analises
ecotoxicologicas. Este trabalho objetivou expor esses invertebrados a substrato contento lodo
de esgoto de uma dada ETE (Estacdo de Tratamento de Esgoto) do estado de Siao Paulo,
Brasil e analisar seu potencial téxico por meio da analise morfoldgica do intestino médio do
diplépodo Rhinocricus padbergi, regido do tubo digestdrio onde ocorre a digestdo. Os animais
foram expostos por periodos de 7, 15 e 90 dias em concentragdes de lodo a 1%, 10% e 50%
misturados a terra oriunda do local de coleta. Os animais do grupo controle ndo apresentaram
alteracdes em todos os tempos de exposi¢do. Como resposta aguda a exposi¢do dos animais
(7 dias), observou-se nos animais expostos a 1% e a 10% de lodo um aumento na renovagdo
do epitélio e na liberacdo de vesiculas de secrecdo de conteudo glicoproteico. Nos animais
expostos a 50% de lodo, a principal alteragdo observada foi o aumento no nimero de granulos
citoplasmaticos nas células da camada de corpo gorduroso; o epitélio pareceu estar em
processo de reorganizacdo em todos os individuos observados, sugerindo uma intensa
renovagdo epitelial. No periodo intermediario de exposi¢do (15 dias), nos animais expostos a
lodo 1% foi observado aumento no niumero de hemocitos entre as células da camada de corpo
gorduroso, tanto distribuidos isoladamente quanto agrupados; os animais expostos a lodo 10%
apresentaram a mesma evidéncia de renovacdo epitelial observada nos animais expostos por 7
dias na concentracdo de 50% de lodo; foi observado também o aumento no nimero de
hemocitos, os quais reagiram fortemente a técnica de PAS. Granulos citoplasmaticos nas

células hepaticas, células da camada de corpo gorduroso e hemdcitos também foram
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observados em grande numero, sendo que grande parte apresentou calcio na sua constitui¢ao.
Nos animais expostos ao lodo 50% a alteracdo observada foi a presenca de numerosas
vesiculas de secrecdo de liberacdo do tipo apdcrina por todo o epitélio de aspecto
vacuolizado; células hepaticas com granulos citoplasmaticos também foram observadas.
Como resposta subcronica (90 dias), observou-se todas as células da camada de corpo
gorduroso completamente tomadas por granulos citoplasmaticos, nas quais foi detectada a
presenca de calcio; tais granulos também foram constatados no dominio apical das células
epiteliais principais. Esses resultados sugerem a existéncia de agentes tdxicos na amostra de
lodo analisada cujas diferentes concentra¢des, desencadeiam respostas que ocorrem de
diferentes maneiras, intensidades e velocidades as quais evitam a entrada e a acdo dos agentes

téxicos no organismo do invertebrado estudado.

Palavras-chave: milipede; toxicidade de solo; histopatologia; histoquimica; histologia; ETE.

1. Introducio

As alteragdes morfologicas podem ser empregadas nas investigacdes da toxicidade de
compostos quimicos especificos € no monitoramento dos efeitos agudo e cronico, em
ambientes impactados. Tais alteragdes morfoldgicas podem proporcionar indicios qualitativos
de uma adaptagdo funcional ao ambiente externo (Meyers e Hendricks, 1985). A avaliagdo
qualitativa dessas mudancas antes da morte do organismo fornece indicacdes antecipadas de
toxicidade. Neste contexto, a histologia passou a ser amplamente utilizada em estudos com
invertebrados, visando a identificacdo de diferentes danos causados por substincias nocivas
aos organismos (Triebskorn et al., 1999).

Paoletti et al. (1991) enfatizam que, de maneira geral, os invertebrados do solo
indicam eficientemente determinadas alteragdes nos ecossistemas terrestres, uma vez que siao
sensiveis a mudangas ambientais. Desta forma, variagcdes fisioldgicas de 6rgdos e tecidos
podem ocorrer, sendo prontamente detectadas na andlise de células (Kohler e Triebskorn,
1998). Dependendo da intensidade do fator estressante e do tipo de orgdo afetado, as
alteracdes celulares podem ser diversas.

Os diplopodos sdo invertebrados saprofagos, dgeis em colonizar diversas camadas de
solo, vivendo em lugares umidos que lhes oferecam nutrientes para o seu desenvolvimento
(Hopkin e Read, 1992). A colonizacdo dos diplopodos no solo fornece maior aeragdo e
condi¢des favoraveis ao trabalho de decomposicdo de fungos e bactérias, promovendo a

mineralizagdo e a dindmica de nutrientes. Além disso, os produtos de excre¢do dos diplépodos
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(amonia e acido urico), quando degradados, enriquecem o solo com nitratos (Boccardo e
Penteado, 1997).

Devido ao habito dos dipldpodos, eles t€ém sido considerados bons indicadores
ambientais, sendo utilizados como organismos-testes em algumas andlises de solo (Hopkin et
al., 1985; Triebskorn et al., 1991; Ko6hler e Triebskorn, 1998).

A crescente populacdo dos centros urbanos € importante produtora de diversos
residuos, dentre os quais se pode destacar o lodo de esgoto que apresenta potencialidades para
utilizagdo agricola e na recuperagdo de solos degradados, visto que contém consideravel
percentual de matéria organica e de elementos essenciais para as plantas, podendo substituir,
ainda que parcialmente, os fertilizantes minerais. Entretanto, o lodo de esgoto também pode
conter diferentes concentragdes de elementos, potencialmente toxicos, como contaminantes
organicos e inorganicos, além de patdgenos, os quais ficam retidos nos nutrientes do esgoto.
Assim, para viabilizar a aplica¢do do lodo de esgoto na agricultura e na recuperagdo de solos
degradados, ¢ necessario que este passe por uma caracterizacdo quanto ao seu potencial
agrondmico, as substancias inorganicas e organicas potencialmente toxicas, a presenca de
agentes patogénicos, além de estudos sobre a sua estabilidade no ambiente (MMA, 2006).

Neste sentido, considerando os habitos dos diplopodos e o nimero reduzido de
trabalhos utilizando-os como ferramentas de avaliagdo de potenciais contaminantes
ambientais, este estudo utilizou tais invertebrados como bioindicadores de solo, por meio da
analise dos efeitos toxicos do lodo de esgoto de uma dada ETE (Estagdo de Tratamento de
Esgoto) do estado de Sdo Paulo no intestino médio do diplépodo Rhinocricus padbergi,
regido do tubo digestdrio onde ocorre a digestdo. Essa espécie foi escolhida devido a sua
abundancia e facil coleta na regido onde o estudo foi desenvolvido, além de j& ter sido
estudada sob diferentes opticas (Camargo-Mathias et al., 1998; 2004; Fantazzini et al., 1998;
2002; Camargo-Mathias e Fontanetti, 2000; Fontanetti e Camargo-Mathias, 2004a, b;
Fontanetti et al., 2004; 2006).

2. Materiais e Métodos
2.1. Bioensaios

Espécimens adultos de R. padbergi foram coletados manualmente no campus da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) em Rio Claro (22°24°36°’S; 47°33°36”°W), SP,
Brasil, em fevereiro de 2008, e trazidos ao laboratdério onde foram mantidos em terra oriunda

do local de coleta. Em seguida, foram aclimatados por um periodo de 15 dias a temperatura de
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2142°C, respeitando as condi¢des ambientais do local de coleta como fotoperiodo, umidade
relativa do ar e temperatura.

Apos este periodo, os diplopodos foram expostos a substratos contendo lodo de esgoto
oriundo da ETE AT-1, localizada na regido hidrografica da Bacia do Alto Tieté. De acordo
com o Departamento de Aguas e Energia Elétrica do Estado de Sdo Paulo (DAEE) (2004 -
2007), a ETE AT-1 ¢ uma das cinco grandes ETEs que recebem quase a totalidade dos
esgotos coletados da Regido Metropolitana de Sdo Paulo, densamente povoada, abrangendo
industrias de médio e grande porte. Desta forma, o lodo gerado na ETE AT-1 contém
componentes domésticos e industriais.

Foram montados quatro bioensaios contendo terra proveniente do local de coleta dos
animais (grupo controle) e o lodo de esgoto em diferentes concentracdes (1%, 10% e 50%)
misturada na mesma terra do controle. Em cada bioensaio preparado foram expostos 12
animais, por periodos de 7, 15 e 90 dias, com a finalidade de analisar respostas aguda e

subcronica.

2.2. Histologia e Testes Histoquimicos

Espécimes de R. padbergi foram anestesiados com éter sulfirico e dissecados em
solugdo fisiologica; o material foi fixado em duas solugdes formol célcio 4% e Carnoy (6
alcool: 3 cloroférmio: 1 acido acético). Posteriormente o material foi desidratado em séries
graduais de etanol 70-95%, e embebido em resina JB-4 a 4°C por 24 h. O material foi
inicialmente embebido a 4°C a fim de evitar a polimerizagdo prematura, depois da qual a
embebi¢do foi completada em temperatura ambiente. Sec¢des de 5 um de espessura foram
obtidas com o auxilio de um micrétomo e navalhas de vidro e depois coradas com
hematoxilina e eosina (HE) ou submetidas a testes histoquimicos.

Testes histoquimicos para a detec¢cdo de proteinas (Azul de Bromophenol de acordo com
Pearse, 1985), lipideos (Sudan Black segundo Junqueira e Junqueira, 1983), polissacarideos
neutros (método PAS, segundo Junqueira e Junqueira, 1983) e cédlcio (Método von Kossa

segundo Junqueira e Junqueira, 1983) foram aplicados.

3. Resultados
Grupo Controle

Os grupos controle dos periodos de 7, 15 e 90 dias apresentaram o intestino médio
conforme o padrdo histologico descrito para a espécie (Fantazzini et al., 2002), sendo,

portanto, constituido por um epitélio pseudoestratificado com bordo em escova, seguido de
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camada muscular, uma camada de corpo gorduroso, revestido por uma membrana externa
(Fig.1A). As células da camada de corpo gorduroso possuem morfologia irregular e inumeros
granulos em seu citoplasma, de aparéncia variada (setas nas Figs. 1B, C); por entre as células
do corpo gorduroso podem ser observados raros hemocitos isolados (Fig. 1B) ou agrupados.
Logo abaixo da camada muscular estdo presentes células hepaticas, que se distribuem sem
formar uma camada continua, ou seja, aparecem dispersas (Fig. 1C). Foram observadas
poucas vesiculas de secrecao do tipo apdcrina sendo liberadas em direcdo ao lumen.

As andlises histoquimicas para polissacarideos neutros, proteinas totais, lipidios e
calcio também apresentaram o padrao descrito para a espécie. Quanto a deteccdo de proteinas,
as células principais, o corpo gorduroso ¢ a camada muscular reagiram positivamente (Fig
2A). Os polissacarideos neutros foram detectados na membrana basal, em algumas células do
corpo gorduroso e no bordo em escova (Fig. 2B). Os lipidios foram detectados na regido
médio-apical do citoplasma das células principais do epitélio e nas células do corpo gorduroso
(Fig. 2C). O material submetido a técnica de von Kossa demonstrou a distribuirdo de célcio
pelas células principais do epitélio como uma fina granulagdo; grande parte dos granulos
citoplasmaticos observados nas células do corpo gorduroso também reagiu positivamente a

detecgdo de calcio (Fig. 2D).

Exposi¢ao Aguda

Nos animais expostos por sete dias nas concentracdes de 1% e 10%, observaram-se
freqiientes pontos de renovacdo epitelial, verificada pela liberacdo de células com nucleos
claros, aparentemente vacuolizados, para o limen intestinal (setas nas Figs. 3A, C). Além
disso, também foi evidenciado o aumento na liberagdo de secrecdo pelas células epiteliais
quando comparado com o grupo controle (Fig 3A-D). Por meio da aplicagdo das técnicas de
azul de bromofenol (Fig. 3B) e PAS (Fig. 3C), demonstrou-se a natureza glicoproteica das
vesiculas de secre¢do com predomindncia das proteinas. Tais vesiculas reagiram
moderadamente a técnica de detec¢do de calcio (Fig. 3D).

Nos espécimes expostos a lodo 50%, foram observadas, em diversos pontos do
epitélio, células mais baixas que o normal, evidenciando pontos de renovacédo epitelial (* na
Fig. 3E). Observou-se também um aumento no nimero de granulos citoplasmaticos nas
células do corpo gorduroso (setas na Fig. 3E). Por meio da aplicagdo da técnica de von Kossa,
foi constatado que a maioria das granulos citoplasmaticas apresenta calcio em sua

constitui¢do (setas na Fig. 3F). Nao foram observadas alteragdes na detec¢do de lipideos.
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Periodo Intermediario de Exposicio

A andlise histologica referente aos animais expostos por 15 dias na concentragdo de
1% revelou um aumento consideravel no nimero de hemdcitos por entre as células do corpo
gorduroso, sendo que os mesmos apareceram tanto isolados quanto formando aglomeragoes (Fig.
4A). Nao foram observadas alteracdes na analise histoquimica deste grupo.

Em relacdo aos espécimes expostos a lodo 10%, foi observado a mesma evidéncia de
renovagdo epitelial observada nos animais expostos agudamente a lodo 50%, descrita acima (* na
Fig. 4B). Foi observado também um aumento no numero de hemocitos presentes por entre as
células do corpo gorduroso; tais células reagiram fortemente a reagdo de PAS (Fig. 4C). Além
disso, foi constatado um aumento de granulos citoplasmaticos nas células hepaticas (setas na Fig.
4B) e nas células do corpo gorduroso. O material submetido a técnica de von Kossa demonstrou
que a maioria destes granulos citoplasmaticos apresenta calcio em sua constituicao.

Nos animais expostos ao lodo 50%, foi observada a liberacdo de numerosas vesiculas de
secrecdo do tipo apdcrina por a toda a extensdo do epitélio em dire¢do ao lumen intestinal. O
aspecto das vesiculas encontradas nestes animais divergiu do tipico aspecto homogéneo das
vesiculas secretadas em menores quantidades nos animais controle; as observadas neste grupo
apresentavam aspecto vacuolizado (Fig. 4D). Tais vesiculas de secrecdo apresentaram
também conteudo glicoproteico, com predominancia de proteinas. Observou-se a presenga de
células hepaticas com varios granulos citoplasmaticos (setas na Fig. 4D). Nao foram

observadas alteragdes referentes ao contetido lipidico.

Exposicdo Subcronica

Os animais expostos ao lodo de esgoto nas concentracdes 10% e 50% morreram antes
dos 90 dias de exposicdo, tempo previsto inicialmente para se obter uma resposta subcronica.
Desta forma, a obten¢do do material para as analises histologica e histoquimica dos animais
expostos a tais concentragdes so foi possivel para 7 e 15 dias.

A analise histologica referente aos animais sobreviventes aos 90 dias de exposi¢do nas
concentragdes de 1% revelou as células do corpo gorduroso repletas de granulos
citoplasmaticos (setas na Fig 4E); estes apresentavam alto contetido de célcio, constatado por
meio da técnica de von Kossa (Fig 4F). Estes granulos foram observados também no dominio
apical das células epiteliais principais (setas na Fig 4F). Ndo foram observadas alteracdes
relacionadas a integridade das células epiteliais principais e nas analises histoquimicas referentes
ao conteudo lipidico, protéico e de polissacarideos neutros quando comparados ao grupo

controle.
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4. Discussiao

Atualmente, as principais limitagdes da disposi¢do benéfica do lodo de esgoto no solo
referem-se principalmente aos riscos de contaminacdo com metais, microrganismos
patdgenos, poluentes organicos, além da lixiviagdo de nitrogénio e fosforo, contaminando o
lengol fredtico e as aguas superficiais (Santos, 2003).

Dentre os fatores determinantes da composi¢do quimica do lodo de esgoto estdo o
método de tratamento, a variabilidade sazonal e o tipo e grau de industrializagdo da regido
onde sdo gerados os esgotos (Sommers et al., 1996). Desta forma, a concentracdo de metais
potencialmente toxicos no solo estd intimamente relacionada com a atividade e o
desenvolvimento urbano e industrial da area que abastece a estagdo de tratamento.

A amostra de lodo utilizada no presente estudo ¢ proveniente de uma das cinco ETEs
que compdem o sistema principal de esgotamento sanitario da Regido Metropolitana de Sdo
Paulo, densamente povoada abrigando milhares de industrias de grande e médio porte. Desta
forma, tendo em vista a procedéncia dos seus residuos, o lodo de esgoto utilizado ¢
classificado como industrial apresentando maiores concentragdes de substincias
potencialmente toxicas como metais quando comparado com os de origem doméstica
(Tsutiya, 1999).

Sabendo-se que grande parte dos metais presentes no esgoto apds o tratamento
concentra-se no lodo, o controle sobre a qualidade dos diferentes tipos de efluentes lancados
na rede coletora torna-se fundamental quando o objetivo é destinar o lodo para aplicacdes
benéficas no solo (Santos, 2003). Além disso, o solo possui grande capacidade de retengdo de
metais, porém, se essa capacidade for ultrapassada, os metais podem entrar na cadeia
alimentar dos organismos vivos (Elliot, 1986).

Segundo Hopkin e Read (1992), algumas espécies de milipedes preferem morrer de
inani¢do a ingerir alimentos contaminados com niveis toxicos de poluentes. Entretanto, foi
observado que todos os espécimes deste experimento, expostos em diferentes concentragdes
de lodo, conseguiram revolver o substrato em que se encontravam. Desta forma, durante o
revolvimento do solo, estes animais se alimentaram da matéria contida no lodo de esgoto
utilizado.

O epitélio do sistema digestorio de invertebrados terrestres ¢ geralmente, composto
por apenas uma camada de células que atuam como uma barreira entre o ambiente interno do
animal e o alimento no limem. Em algumas espécies de diplopodos, o epitélio intestinal pode
ndo funcionar eficientemente como uma barreira a passagem de determinadas substincias do

limem para outros tecidos do corpo, como os metais (Hopkin et al., 1985).
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Devido a essa possivel deficiéncia, de uma forma geral, as andlises histologica e
histoquimica revelaram alteragdes tanto no epitélio quanto no corpo gorduroso constituintes
do intestino médio dos animais expostos em diferentes concentracdes de lodo, visto que, o
impacto de poluentes em um organismo € percebido através de perturbacdes em diferentes
niveis de complexidade funcional. Segundo Kohler et al. (1995), diplopodos podem
metabolizar e/ou acumular varios tipos de ions de metais, principalmente no intestino médio e
no corpo gorduroso.

No presente estudo, foram observadas as seguintes as respostas tissulares agudas: o
aumento da renovagdo epitelial, da liberacdo de vesiculas de secrecdo e do numero de
granulos citoplasmaticos.

As células do epitélio, expostas diretamente aos poluentes, estdo sujeitas a alteragdes
que podem resultar na morte ou renovacdo das mesmas. A renovacido deve ser feita pelas
células regenerativas localizadas na base das células epiteliais principais, e as células mortas
devem ser esfoliadas ou fagocitadas. Desta forma, a morte celular atuaria como uma resposta
fisiologica, permitindo a remogdo de células ou tecidos alterados, exercendo um importante
papel na manutencdo da estrutura do 6rgdo e/ou tecidos e impedindo que suas fungdes sejam
alteradas por fatores externos (Mello e Castilho, 2007).

Em relagdo as vesiculas de secre¢do observadas, as mesmas, possivelmente,
desempenham a funcdo de proteger o tecido contra a entrada de substancias potencialmente
toxicas contidas no lodo de esgoto, além de eliminar os agentes toxicos previamente
absorvidos.

O aumento na produ¢do de muco, como uma resposta a presenga de poluentes no
ambiente, ¢ bem conhecido em diferentes grupos. Em 1991, Triebskorn et al. expuseram
varios invertebrados como camardes, plandrias, acaros, insetos e diplopodos, a diferentes
agentes toxicos a fim de demonstrar, por meio da andlise ultraestrutural, a conveniéncia do
uso de invertebrados no biomonitoramento. Os pesquisadores concluiram que cada animal
apresentou uma estratégia de defesa e que o tipo de dano depende do tecido, da espécie
considerada assim como da substancia toxica. Plandrias e lesmas, por exemplo, aumentam a
producdo de muco.

Segundo Pakarinen (1994), o aumento da liberacdo de muco acompanhada da intensa
producdo do mesmo € uma resposta proeminente de lesmas a diversos estressores, como
dessecacdo e irritacdo por substancias quimicas. Em ambientes aquaticos, essas respostas
foram observadas em moluscos bivalves (David e Fontanetti, 2005; 2009) e em peixes

(Biagini et al., 2009).
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Sze e Lee (1995), por meio de estudos com moluscos bivalves expostos a metais,
levantaram hipoteses a fim de explicar o aumento de produ¢do de muco: o muco € produzido
a fim de seqiiestrar metais e entdo ser excretado; ou os metais absorvidos por todo o corpo sio
concentrados no muco e entdo langados para o ambiente.

Os animais expostos a lodo 50% por sete dias apresentaram a mesma resposta aguda
em relagdo ao epitélio quando comparados com os animais expostos a menores concentracdes.
Entretanto, essa resposta se deu de forma mais rapida e intensa no grupo exposto a maiores
concentragdes do lodo, visto que uma mudanga na organizagdo do epitélio foi constatada.

A alterag@o verificada na camada de corpo gorduroso foi o aumento na quantidade de
granulos citoplasmaticos no interior de suas células, contendo principalmente célcio em sua
constituicdo. Um dos mecanismos de detoxica¢do descrito para invertebrados € a precipitagdo
de metais como granulos intracelulares de diferentes tipos (Hopkin, 1989). Depois da
estocagem em vacuolos digestivos, os metais podem ser excretados por liberagdo direta de
vesiculas secretoras para o [umen intestinal ou por substituicdo do epitélio intestinal (Hubert,
1979). Portanto, os granulos vindos do limen intestinal através das células epiteliais sdo
estocados nas células da camada de corpo gorduroso para posterior liberagcdo. Possivelmente,
este ¢ um mecanismo de detoxicacdo no diplopodo estudado.

Simkiss e Mason (1984), em estudo das respostas celulares de tecidos de moluscos a
metais, dizem que tais contaminantes podem se ligar a matriz organica do granulo. Diante do
exposto, espera-se que tal ligacdo entre granulo e metal seja uma forma de detoxicagdo, uma
vez que sdo mais faceis de serem excretados por meio dos vactiolos no limem no intestino
médio tornando-se inofensivo.

Segundo Brown (1982), os 6rgdos cujas fungdes incluem a digestdo, armazenamento
ou excre¢do sdo os principais locais onde se encontram os granulos. Isto ¢ constatado em
diplopodos, isopoddos e colémbolos, assim como em outros invertebrados terrestres cujo
epitélio, por exemplo, do trato digestivo, é composto usualmente de uma fina camada de
células (Hopkin, 1990).

Em relagdo as respostas observadas no periodo intermedidrio de exposicdo, ou seja,
entre a exposicdo aguda e subcrdnica, foram evidenciadas algumas altera¢des tissulares
semelhantes aquelas constatadas em sete dias de exposicdo como reorganizacdo epitelial,
aumento de granulos citoplasmaticas e aumento na liberagdo de vesiculas de secre¢do. Além
disso, o aumento no numero de hemocitos encontrados isolados e/ou agrupados também foi

observado.
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Entretanto, as vesiculas de secrecdo observadas apresentaram aspecto divergente
daquele encontrado em secrecdes homogéneas tipicas dos animais do grupo controle € nos
animais expostos por sete dias a lodo 1% e 10%, visto que as mesmas apresentaram aspecto
vacuolizado. Tais vesiculas de secrecdo sdo do tipo apdcrina, ou seja, ao liberarem seu
conteudo carregam parte do citoplasma consigo. A exposi¢do ao lodo de esgoto provocou
danos as células epiteliais principais, como a perda da integridade de algumas; tais danos
teriam atingido o citoplasma, dando inicio a um processo de vacuolizagdo, observado nas
vesiculas de secrecio.

De acordo com Edinger e Thompson (2004), a necrose caracteriza-se
morfologicamente pela vacuolizag¢do do citoplasma. A necrose ¢ induzida por injuria severa, a
exemplo do que pode acontecer sob a acdo de altas concentragdes de substancias toxicas que
geram uma falha no metabolismo (Sanchez-Torres e Vargas, 2003). Desta forma, segundo
Rabito et al. (2005), a presenca de necrose € um dos danos mais visiveis nos tecidos afetados
por um poluente.

No presente estudo, o aumento no numero de hemdcitos tanto isolados quanto
agrupados por entre as células do corpo gorduroso, pode ser um indicativo da ocorréncia de
lesdo tecidual com provavel processo inflamatdrio.

O processo inflamatorio, sob determinado ponto de vista, pode ser considerado como
um mecanismo de defesa do organismo e, como tal, atua destruindo, diluindo e isolando ou
seqliestrando o agente agressor, além de abrir caminho para os processos reparativos, como a
regeneracdo do tecido afetado (Zweifach et al., 1974).

Em estudo histopatologico realizado com as branquias do bivalve marinho Mytella
falcata (David et al., 2008) exposto cronicamente a poluicdo, também foi constatado o
aumento do numero de hemocitos no vaso da hemolinfa, resultando na deformacdo do
filamento branquial. Os autores o consideram como sinal de mecanismo de defesa que pode
ser revertido caso a exposi¢do cesse.

Desta forma, apesar de ser um importante mecanismo de defesa do organismo, ¢
necessario que o processo de inflamagao seja regulado de forma eficiente, uma vez que uma
resposta inflamatéria exagerada ou descontrolada pode ocasionar o desenvolvimento de
histopatologias e, consequentemente, a perda da fungdo do 6rgdo ou tecido afetado.

No presente estudo, os diplopodos apresentaram diferentes respostas tissulares visando
inativar, estocar e/ou excretar os contetidos toxicos do lodo de esgoto. A analise comparativa
das alteragdes observadas parece indicar que a exposicdo a maiores concentracdes da amostra

de lodo pode acelerar algumas respostas tissulares. Por exemplo, o aumento de granulos
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citoplasmaticos ocorreu como resposta aguda aos animais expostos a lodo 50% e como
resposta subcronica aos animais expostos a lodo 1%.

Além disso, os animais expostos a maiores concentragdes do lodo parecem armazenar
e estocar toxicantes em granulos citoplasmaticos nas células do corpo gorduroso no inicio da
exposi¢do, sendo que com a continuidade do contato com o lodo faz com que esse mecanismo
de defesa chega ao seu maximo. Desta forma, a fim de expulsar estas substancias toxicas do
epitélio, antes que cheguem a hemolinfa e ao restante do organismo, o animal aumenta
consideravelmente a liberacdo de vesiculas de secrec¢do. Por outro lado, os animais expostos a
lodo 1% somente apresentaram tais respostas apos um longo periodo de exposicao.

Os animais expostos a lodo 10% apresentaram uma intensa renovacdo celular
como resposta aguda, além do aumento da liberagdo de vesiculas de secrecdo. Posteriormente,
foi possivel observar alteracdes na morfologia das células epiteliais, como indicio de
reorganizagdo epitelial possivelmente devido a aceleracdo no processo de renovacéao celular.

Godoy e Fontanetti (2006) expuseram diplépodos a lodo de esgoto puro proveniente
da ETE AT-1, a mesma utilizada no presente trabalho, por periodos de uma e duas semanas.
Os individuos do grupo controle apresentaram os padrdes histologico e histoquimico descrito
para a espécie. No grupo exposto por uma semana ao lodo de esgoto ndo foi observada
nenhuma alteragdo morfoldgica no intestino médio, mas observou-se uma grande quantidade
de gldbulos nas células do corpo gorduroso, constituidos por substincias glicoprotéicas,
evidenciadas na andlise histoquimica. Nao houve diferencas nesse grupo na quantidade de
lipidios e célcio quando comparado com o grupo controle.

Por outro lado, o grupo exposto por duas semanas ao lodo de esgoto apresentou uma
intensa renovacdo epitelial. Foi observado neste grupo um maior numero de hemocitos,
agrupados ou isolados, em algumas regides do corpo gorduroso, indicando lesdo celular com
provavel processo inflamatério. Possivelmente as diferencas nas respostas tissulares dos
espécimes utilizados pelas autoras, quando comparadas com o presente estudo, estejam
relacionadas as diferentes concentragdes de exposi¢do do lodo e, em especial, ao fato de que a
composi¢do e a qualidade de efluentes liquidos, principalmente de estacdes de tratamento que
recebem despejos domésticos e industriais, pode variar muito ao longo do tempo devido a
alteracdes na quantidade e qualidade dos efluentes, e também devido a variacdes na eficiéncia
do sistema de tratamento. Desta forma, essas variagdes se refletem na toxicidade do despejo
como um todo (USEPA, 1985 apud Zagatto et al., 1992).

As respostas tissulares agudas encontradas no grupo exposto a lodo 1% foram

similares as encontradas nos animais expostos a lodo 10%, entretanto as respostas de periodo
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intermediario de exposicdo foram distintas visto que mantiveram o epitélio integro durante
todo o periodo de exposicdo. Provavelmente, ao contrario do rdpido e desordenado processo
de renovagdo celular encontrado nos animais expostos a lodo 10%, o epitélio destes animais
expostos a pequena concentracdo do lodo pode se renovar de forma adequada. Segundo
Tribeskorn et al. (1991), a detoxicagdo torna-se possivel apenas se as concentragdes do agente
toxico ndo excederem um determinado valor. Caso isto ocorra, a toxicidade resulta em danos
celulares ou inibi¢do do desenvolvimento celular. Possivelmente, devido a isso os animais
expostos a lodo 1% foram os Uinicos que sobreviveram ao periodo de exposi¢do subcronica de
90 dias.

Desta forma, os baixos niveis de toxicantes presentes no lodo de esgoto puderam ser
estocados lentamente gerando respostas subcronicas relacionadas ao aumento no nimero de
hemocitos e posterior aumento dos granulos citoplasmaticos nas células do corpo gorduroso e
liberagdo de numerosas vesiculas de secrecdo.

Com base no exposto, dependendo das concentragdes dos agentes tdxicos, as respostas
obtidas podem se dar de diferentes maneiras, intensidades e velocidades, sendo constatadas,
principalmente, pela renovacao epitelial, aumento de secrecdo, do numero de hemocitos e de
granulos citoplasmaticos nas células do corpo gorduroso do diplopodo aqui estudado.

Este trabalho contribui com informagdes, alertando para a necessidade de cuidados no
uso de lodo de esgoto para a recuperacdo de solos impactados, uma vez que pouco se sabe

sobre seus efeitos na fauna edafica.
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LEGENDAS

Figuras 1A — C: Intestino médio de R. padbergi corado com hematoxilina e eosina. Grupo
controle.

cg= corpo gorduroso; e= epitélio; h = hemdcito; cm= camada muscular; ch= célula hepética;
cabeca de seta = bordo em escova; setas em B e C = granulos citoplasmaticos. Escala = 20
pm.

Figuras 2A — D: Intestino médio de R. padbergi submetido a técnica de Azul de Bromofenol
(A), PAS (B), Sudan Black B (C) e von Kossa (D). Grupo controle.

cg = corpo gorduroso; e = epitélio; h = hemdcito; cm = camada muscular; vs= vesicula de
secrecdo; mb= membrana basal; ch= célula hepatica; mu= musculatura; setas em C= gotas de
lipideos. Escala=20 pum.

Figuras 3A — F: Intestino médio de R. padbergi corado com hematoxilina e eosina (A, E)
submetido a técnica de Azul de Bromofenol (B), PAS (C) e von Kossa (D, F). Grupo lodo de
esgoto 1% e 10% (A-D) e grupo lodo 50% (E-F) expostos por 7 dias.

cg = corpo gorduroso; e = epitélio; cm = camada muscular; vs= vesicula de secre¢do;
mb=membrana basal; mu=musculatura; me=membrana externa; setas em A e C= células
liberadas para o limem; setas em E e F= granulos citoplasmaticos; (*)= células mais baixas
no epitélio, indicando pontos de renovagao epitelial. Escala=20 pum.

Figuras 4A — F: Intestino médio de R. padbergi corado com hematoxilina e eosina (A, B, D,
E) submetido a técnica de PAS (C) e von Kossa (F). Grupo lodo 1% (A), 10% (B, C) e 50%
(D) expostos por 15 dias; Grupo lodo 1% exposto por 90 dias (E, F).

cg = corpo gorduroso; e = epitélio; cm = camada muscular; h = hemécito; ch= célula hepatica;
mb=membrana basal; vs= vesicula de secrecdo; setas em B, D, E= granulos citoplasmaticos;
(*)= reorganizagdo epitelial, marrom em E= granulos citoplasmaticos; setas em F= granulos
citoplasmaticos localizados no dominio apical das células principais. Escala= 20 pum.
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6. CONCLUSOES

Por meio da analise dos dados obtidos, pode-se concluir que a amostra de lodo de
esgoto utilizada apresenta componentes toxicos ao diplépodo R. padbergi, o que é verificado
pelos seguintes pontos:

1. Alta taxa de mortalidade dos espécimes quando comparados com o grupo controle,
principalmente nos bioensaios contendo lodo a 10% e 50%;

2. Ocorréncia de inumeros pontos de renovacdo epitelial. Isso pode ter sido conseqiiéncia de
uma lesdo devido a intensa intoxica¢ao;

3. Aumento da liberagdo de secre¢do, provavelmente como um forma de proteg¢do do epitélio
por meio da excrecdo e diluicdo de substancias toxicas absorvidas;

4. Aspecto vacuolizado das vesiculas de secrecdo do tipo apdcrina liberadas pelas células
epiteliais, as quais possivelmente entraram num processo de morte celular por necrose.

5. Aumento no numero de hemocitos, tanto isolados quanto agrupados, o que indica lesdo tecidual
com provavel processo inflamatorio;

6. Aumento de granulos citoplasmaticos nas células da camada de corpo gorduroso dos
individuos expostos ao lodo diluido em diferentes concentragdes. Provavelmente, este
aumento do numero de granulos indica a ocorréncia de um processo de detoxicagao.

Pelos resultados, conclui-se também que o protocolo utilizado € viavel em analise
ecotoxicologica de solo e que a mortalidade dos animais pode ser utilizada como um

indicador do potencial toxico de substancias complexas como, por exemplo, o lodo de esgoto.
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