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Resumo

O descarte inadequado de efluentes domésticos pode resultar em inimeras consequéncias negativas,
tais como efeitos nocivos a sallde humana e a biota, incluindo fauna edafica, resultam na necessidade
de investigacdo, monitoramento e remediagdo dessas areas. Considerando a importancia ecoldgica e o
potencial indicador das minhocas, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do lancamento de
efluente sanitario no solo de uma éarea, em oligoguetas da espécie Eisenia andrei, através dos
biomarcadores: catalase (CAT) e peroxidacdo lipidica (TBARS). Os solos contaminados causaram
mudangas significativas nos parametros avaliados. Observou-se um incremento na atividade da enzima
CAT como mecanismo de defesa antioxidante. O aumento apresentado nos niveis de TBARS, indica a
ocorréncia de peroxidacao lipidica da membrana celular em decorréncia dos contaminantes presentes
no solo da area contaminada.

Palavras Chave: Biomarcadores; Eisenia Andrei; Efluentes.

INTRODUCAO

A deposicao de efluentes domésticos no solo é uma pratica muito antiga. No entanto,
ainda ndo se tem muitas informagdes em relacdo ao potencial contaminante que tal sistema
possui. Devido a isso, a aplicacdo de efluentes no solo ndo deve ser feita de forma
indiscriminada, sem controle (MEHNERT, 2003).

Considerando o potencial de contaminacdo dos efluentes domésticos, tem-se utilizado
para a avaliagdo de contaminacdo de solo, inUmeros parametros, tais como testes de
comportamento e reproducéo, ensaios ecotoxicoldgicos e a utilizacdo de biomarcadores.

A utilizacdo de biomarcadores, visa a quantificacdo de parametros a nivel de
organismos para avaliar a influéncia dos contaminantes sobre vias enzimaticas e bioquimicas
especificas. Deste modo, permitindo a associagdo entre agentes toxicos e 0 comprometimento
dos mecanismos de regulacéo fisiologica (OLIVEIRA, 2014).

Dentre os parametros utilizados como biomarcadores estdo, os de estresse oxidativo, e
a avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes. Este processo decorre de um desequilibrio
entre 0s compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs), ou em detrimento da velocidade de remoc&o desses. Isso leva a
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcbes bioldgicas, cuja
manifestacdo é o dano oxidativo contra células e tecidos (BARBORA et al., 2010).

O sistema de defesa antioxidante atua através da regulacdo das defesas, impedindo
previamente que as ERO causem danos a célula. Esse sistema inclui a enzimas catalase (CAT).
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A enzima superoxido dismutase metaboliza o anion superdxido (O2-) em oxigénio molecular
e peroxido de hidrogénio (H202), que é entdo desativado pelo CAT, evitando assim, o dano
oxidativo (NOVAIS et al., 2011).

A peroxidacao lipidica das membranas celulares ocorre devido ao estresse oxidativo, a
extensdo dessa lesdo pode ser medida através dos niveis de espécies reativas de &cido
tiobarbitario, que corresponde ao malondialdeido (MDA), que é o produto da degradacéo
peroxidativa de lipidios das membranas (NUNES et al., 2006).

Frequentemente utilizada em estudos ecotoxicologicos, a espécie Eisenia andrei é
indicada devido apresentar, alta taxa de reproducdo, ciclo de vida curto, facil manutencdo em
laboratdrio, aléem da boa sensibilidade a uma ampla gama de substancia toxicas (SHI et al.,
2017), sendo indicadas como organismo padrdo em testes de toxicidade em protocolos
internacionais (1SO, 2012).

Deste modo, tendo em vista o alto potencial de contaminacéo de efluentes domésticos,
e que em inimeras situacdes este residuo é depositado no solo sem nenhum tratamento prévio,
0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade do langamento de efluente sanitéario
no solo de uma area, em oligoquetas da espécie Eisenia andrei, através dos biomarcadores:
catalase e peroxidacéo lipidica.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido em uma é&rea localizada em Santa Maria/RS, com cerca de,
1.700 m2. O lancamento de efluentes nessa area se da por quatro tubulagdes denominadas fontes
pontuais: FP-31, FP-32, FP-31A e FP-50, e tem caracteristicas similares ao do esgoto
doméstico, sendo previamente tratado em tanque séptico seguido de filtro anaerébico.

O efluente das fontes pontuais escoa até alcancar uma area de acimulo no solo. Logo
apos, ocorre a saida de esgoto da zona saturada por um canal de drenagem (CDE) que é um
canal que escoa até encontrar a Sanga Lagodo do Ouro, tributario do rio Vacacai Mirim.

Foram amostrados seis pontos na area de estudo por meio de coletas simples, na
profundidade de 0-15 cm. Em cada tratamento foram utilizadas 500 gramas de solo coletado
de cada ponto de amostragem, colocados em recipientes de 2L, em cada recipiente utilizou-se
10 minhocas de espécie Eisenia andrei com peso entre 400 a 600 mg. A umidade do solo foi
mantida em 30+5% da capacidade méxima de retencdo de dgua, temperatura em 20+2 °C e
fotoperiodo natural.

O trabalho foi constituido de seis tratamentos, e trés repeti¢cbes cada. Durante o ensaio,
0s organismos foram alimentados com 5 g de esterco bovino.

Para a determinacdo dos biomarcadores, os organismos foram expostos as amostras de
solo por 28 dias. De duas a trés minhocas foram coletadas de cada unidade no 3°, 7°, 14° e 28°
dia de experimento. Posteriormente, as minhocas foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C até realizacao das determinacGes enzimaticas.

Para os ensaios foram preparados homogeneizados do corpo da minhoca com tampéo
de fosfato de potassio (TFK, 20 mM), CAT e TBARS. Os homogeneizados foram
centrifugados a 4000 rpm durante 15 min. O sobrenadante resultante foi armazenado a -20°C
para as determinac6es bioquimicas.

A atividade do CAT foi ensaiada espectrofotométricamente (NELSON E KIESOW,
1972). A mistura de ensaio consistiu em TFK (50 Mm), H202 (0,3 M) e homogeneizado. A
alteracdo da absorbancia de H202 foi medida a 240 nm. A atividade CAT foi expressa em
pmol/min/mg de proteina.

A peroxidagdo lipidica foi estimada pelo ensaio TBARS (substéncias reativas ao &cido
tiobarbiturico), por uma reacdo de malondialdeido (MDA) com acido 2-tiobarbiturico (TBA),
e medida por espectrofotometria de acordo com Buege e Aust (1978). A mistura da reacédo foi
colocada num tubo de centrifuga e incubada durante 15 minutos a 95° C. Ap0s arrefecimento,
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foi centrifugado a 4000 rpm durante 15 minutos e a densidade &ptica medida por
espectrofotometria @ 535 nm. Os niveis de TBARS foram expressos em nmol MDA / mg
proteina.

Ap0s a obtencdo dos resultados das variadveis toxicologicas, os dados foram submetidos
a analise utilizando a linguagem e ambiente R Core Team — Versdo 3.3.1 (AUSTRIA, 2016).
Para todas as analises foi adotado nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A atividade da enzima catalase (figura 1), em seu 3° dia de exposic¢do, apresentou uma
baixa atividade da enzima nos pontos P1 e P2, enquanto P3 apresentou mediana de 5,34, sendo
estatisticamente maior que o solo controle (P6). Aos 7 dias de exposicéo, a atividade da CAT
nas minhocas foi bastante variavel, as maiores medianas apresentadas foram nos pontos P1, P3
e P5, no entanto, foram semelhantes ao do controle (P6), ndo diferindo estatisticamente. Aos
quatorze dias de exposicdo, a atividade de CAT foi significativamente superior ao do solo
controle nos pontos P1 e P2. J& no dia 28 os pontos P1 e P3 apresentaram maior e menor
atividade de CAT quando comparados ao solo controle.
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Figura 1: Atividade de catalase em Eisenia andrei expostas as amostras coletas de area contaminada por
efluente sanitério.aos 3, 7 dias, 14 e 28 dias de exposi¢do. As barras representam as medianas e as linhas
verticais o erro padrdo (n = 6). Diferentes letras acima das barras indicam p < 0,05.

Inicialmente, os pontos P1 e P2, registraram valores baixos da atividade da CAT em
comparacgdo ao controle. Apos o 7° dia houve uma recuperacdo até o 28° dia. O efeito mais
comum de CAT contra uma situacéo toxica € a inducdo de atividade que é considerada benéfica
para lidar com uma condicdo de estresse, ou seja, € uma adaptacdo metabdlica a exposicao
continua ao solo contaminado e uma resposta de defesa contra danos oxidativos (WANG et al.,
2012)

A atividade da catalase nos pontos P3, P4 e P5 foi diminuindo gradualmente seus
valores até o dia 28°. Isso pode ser justificado, tendo em base que a defesa natural antioxidante
foi saturada, devido a quantidade gerada de espécies reativas de oxigénio exceder a capacidade
de defesa do organismo, ocasionando a reducédo gradual na atividade da enzima (WANG et al.,
2012; ZHOU et al., 2016).

O efeito do solo da &rea contaminada sobre a peroxidacdo lipidica foi determinada pela
avaliacdo do teor de MDA nos organismos (figura 2). No 3° dia de exposicao foi observada
diferenca significativa na peroxidagdo lipidica. Todos os pontos de amostragem analisados
apresentaram valores superiores ao do solo controle.
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Figura 2: Niveis de malondialdeido em Eisenia andrei expostas as amostras coletas de &rea contaminada por
efluente sanitario aos 3, 7, 14 e 28 dias de exposi¢do. As barras representam as medianas e as linhas verticais o
erro padrdo (n = 6). Diferentes letras acima das barras indicam p < 0,05.

De modo geral, nos niveis de atividade das enzimas antioxidantes ocorreu um aumento
significativo, e ndo a inibicdo destas. Esse aumento, indica respostas adaptativas dos
organismos para neutralizar os efeitos toxicos das espécies reativas geradas.

Nota-se, de maneira geral, que ocorreu um aumento significativo dos niveis de CAT
nos pontos P1 e P2. Isso demostra a reacdo em cadeia do estresse oxidativo, ou seja, o radical
superoxido foi convertido pela CAT em H202 e O2, indicando respostas adaptativas dos
organismos para neutralizar o efeito oxidativo das ERO geradas (NOVAIS et al., 2011), o qual
sugere mecanismo de desintoxicacéao.

A acumulacdo de espécies reativas, aliado a elevacdo das atividades de CAT, pode ser
observado no aumento dos niveis do malondialdeido, indicando que ocorreu dano oxidativo.
No entanto, ndo ocorreu nenhum aumento adicional no MDA, em relag&o ao controle no dia
28. Isso pode estar associado a um dano extremo que ocorreu na membrana celular que pode
ter levado a sua ruptura e, consequentemente, a niveis mais baixos de peroxidacéo lipidica,
como € o caso do P3; ou ainda, uma tentativa dos organismos para eliminar o fator de estresse
e recuperar o estado oxidativo padrdo (NOVAIS et al., 2011).

A reproducdo diminui as defesas antioxidantes e, portanto, o estresse oxidativo
representa um custo de reproducdo, indicando uma ligacdo entre os ensaios cronicos e a
susceptibilidade ao estresse oxidativo (ALONSO-ALVAREZ et al., 2004). De fato, isso
ocorreu, visto 0s pontos de amostragem que obtiveram danos reprodutivos, por sua vez,
também induziram alteracBes nas respostas bioquimicas, sugerindo uma ligacdo entre 0s
ensaios, no entanto, maiores estudos sdo necessarios para averiguar e confirmar esses
mecanismos.

As maiores alteragdes nas respostas toxicologicas foram observadas nos pontos
amostrados P1, P4 e P5, e sdo nestes pontos que ocorreram as maiores concentragdes de Cu e
Zn.

As alteragdes dos biomarcadores eram esperadas para 0s pontos com 0s maiores teores
de Cu e Zn, o que se confirmou. No entanto, nos pontos P2 e P3, 0s quais apresentaram as
menores concentraces desses metais, porém as maiores de Fe e Mn, foi expressiva a atividade
da CAT ao longo do tempo.

CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados dos biomarcadores demostraram que a exposi¢ao a solos com misturas
de contaminantes provocaram efeitos adversos nos biomarcadores analisados.
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O aumento na atividade da enzima CAT das minhocas expostas aos solos, evidencia o
mecanismo de defesa dos organismos em resposta ao estresse causado pelos contaminantes
presentes na area contaminada.

O aumento nos niveis de MDA demonstraram a peroxidacao lipidica ocasionada na
membrana celular das minhocas em decorréncia da exposi¢ao ao solo contaminado, porém o
sistema de defesa antioxidante impediu danos ao longo do tempo.
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