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RESUMO GERAL

SILVA, ANDRE LUIZ. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, 27 de Fevereiro
de 2020. Efeitos genotdxicos e citotoxicos da agua residuaria de suinocultura
processada por biodigestor em modelos animais e vegetais. Orientadora: Dra. Maria
Andréia Correa Mendonca. Coorientadora: Dra. Lia Raquel de Souza Santos

A destinacao dos residuos a biodigestores para a fertilizacdo e irrigacdo de lavouras tem
crescido como alternativa economicamente viavel para a agricultura, aproveitando a
matéria organica e os nutrientes oriundos desse residuo para adubacgdo. No entanto, sua
utilizacdo tem sido questionada uma vez que, por ser muito rico em macro e
micronutrientes, o uso descontrolado pode provocar efeitos adversos aos esperados.
Diante disto, o objetivo deste trabalho € de avaliar os efeitos genotdxicos e citotoxicos
da ARS em modelos vegetais, como cebola (Allium cepa) e alface (Lactuca sativa) e
também em modelos animais, como em girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) e
rd-quatro olhos (Physalaemus nattereri) expostos a agua residuaria de suinocultura
processado pelo biodigestor (ARS). Para isto, as espécies animais e vegetais foram
expostas a ARS, sendo que nas espécies animais foi avaliado o comportamento e a
frequéncia de microndcleos (MN) e outras anormalidades nucleares (ANES) e nas
espécies vegetais foi avaliado o crescimento, indice mitético (IM), alteracdes
cromossdmicas (AC) e anormalidades nucleares. Os resultados apontaram alteragoes
comportamentais e a presenca significativa de MN e ANESs para ambas espécies animais
indicando genotoxicidade e citotoxicidade da ARS para anfibios, enquanto para o modelo
vegetal os resultados apontaram que para A. cepa, houve inibi¢do no crescimento da raiz,
diminuicdo do IM e diferencas significativas para aderéncia cromossémica, um tipo de
AC, apontando também citotoxicidade e genotoxicidade da ARS em espécie vegetal. A

toxicidade da ARS foi atribuida a presenca de metais pesados presentes no residuo que
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pode provocar a inibicdo de colinesterases, provocando alteragées comportamentais nos
girinos e também a danos nos cromossomos, além de provocar estresse oxidativo nas
plantas pela producdo de espécies reativas de oxigénio que afeta o crescimento e
desenvolvimento das plantas, alem de provocar alteragdes cromossomicas e
anormalidades nucleares. Com isto, concluiu-se que a ARS possui potencial genotoxico
e citotdxico em ambos 0s modelos escolhidos para esse estudo, tanto o animal quanto o

vegetal.

Palavras-chave: Anormalidades eritrocitarias nucleares; Teste de micronucleo;
Ecotoxicologia; Anfibios; Alteracdes cromossdmicas; Allium cepa; Lactuca sativa.
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ABSTRACT

SILVA, ANDRE LUIZ. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, February,
27th, 2020. Genotoxic and cytotoxic effects of swine wastewater processed by
biodigester in animal and plant models. Advisor: Dr. Maria Andréia Corréa Mendonca.

Co-advisor: Dr. Lia Raquel de Souza Santos.

The destination of residues to biodigesters for crops fertilization and irrigation has araised
as an economically viable alternative for agriculture, taking advantage of organic matter
and nutrients from this residue for plant fertilization. However, its use has been
questioned as it is very rich in macro and micronutrients and it may lead to adverse effects.
The purpose of this work is to evaluate the genotoxic and cytotoxic effects of ARS in
plant models (Allium cepa and Lactuca sativa), and in animal models, (Lithobates
catesbeianus and Physalaemus nattereri) exposed to swine wastewater processed by the
biodigester (SWB). For this, animal and plant species were exposed to SWB. In animal
species, the behavior and frequency of micronuclei (MN) and other nuclear abnormalities
(NA) were evaluated. In plant species, growth index, mitotic index (MI), chromosomal
changes (CC) and nuclear abnormalities (NA) were evaluated. The results showed
behavioral changes and the significant presence of MN and NA for both animal species
indicating genotoxicity and cytotoxicity of the SWB for amphibians. In plant models, we
found root growth inhibition in A. cepa, decreasing of MI and significant differences for
chromosomal adherence, a type of CC, also pointing to cytotoxicity and genotoxicity of
SWB in plant species. The observed toxicity can be caused by heavy metals existing in
SWB, which is related with cholinesterase inhibition, causing behavioral changes in
tadpoles. Addtionally, the heavy metals can impair cell division and promote NA and
MN. In addition, these elements can cause oxidative stress in plants, by means of

production of reactive oxygen species that affects the growth and development of plants,
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leading to CC and NA. Finally, we concluded that the SWB shows genotoxic and

cytotoxic effects in animal and plants.

Keywords: Erythrocyte nuclear abnormalities; Micronucleus; Ecotoxicology;
Amphibians; Chromosome alterations; Allium cepa; Lactuca sativa.



1. INTRODUCAO GERAL

Verifica-se, em todo o mundo, um crescimento continuo no consumo de
alimentos, o que gera uma necessidade de produgdo mundial para suprir esta demanda.
Neste cenério, dentre as diferentes cadeias produtivas, destaca-se as de producao animal,
principalmente a producéo global de carne de suinos que, no ano de 2015, representou
38% do total de carne produzida no mundo, superando as aves (35%) e a carne bovina
(21%) (OECD-FAO, 2016).

A criacdo de suinos gera uma grande quantidade de dejetos e, atualmente, o que
ocorre com frequéncia em granjas suinas em operacdo € a destinacdo dos residuos a
biodigestores, com o intuito de utiliza-los para a fertilizacdo de lavouras, trazendo ganhos
econdmicos (ANDREAZZI; SANTOS; LAZARETTI, 2015). A digestdo anaerdbica do
residuo da suinocultura provocada pelo biodigestor, além de produzir biogas, reduz a
quantidade total de matéria seca, enquanto estabiliza o material organico restante, levando
a uma reducéo das emissoes de odores (MARCATO et al., 2007).

Entretanto, apesar do foco da utilizacdo desta agua residuaria na agricultura ser
devido a riqueza de macronutrientes, como o nitrogénio e o fésforo, deve-se considerar
também as concentracdes de metais, como o zinco, cobre, cromo, cobalto, manganés e
ferro que podem ser altas, visto que esses elementos s&o comumente utilizados como
suplementos na alimentacdo animal para satisfazer as exigéncias minerais e melhorar o
desempenho do crescimento dos animais (FENG et al., 2018). Em suinos, as taxas de
absorcéo de Cu e Zn séo de apenas 10-20% do total adicionado (FENG et al., 2018), o
que culmina com a absorcéo pelos animais de pequenas quantidades de miligramas destes

metais, sendo a maior parte desses elementos excretada nas fezes (CANG et al., 2004).

Portanto, a &gua residuéria de suinocultura (ARS) pode ser rica em metais
pesados, e provocar a contaminacdo do solo e da dgua. Sabe-se que todos seres Vivos,
incluindo plantas, animais e microorganismos, necessitam de agua (VARDHAN et al.,
2019). Para plantas que crescem em solos contaminados por metais pesados, por exemplo,
ocorrem mudangas no seu metabolismo, sendo que mecanismos fisioldgicos permitem o
acumulo de metais e menor geragdo de biomassa. A contaminagdo por metais nos
humanos pode dar-se pela alimentacdo ou agua (KIM et al. 2019). Pessoas expostas a

grandes quantidades de metais pesados, podem manifestar toxicidade gastrointestinal e



renal, problemas cardiovasculares, tumores, disfuncbes hematicas, melancdlicas,

tubulares e glomerulares, alem de osteoporose (VARDHAN et al., 2019),

Uma revisdo sobre os principais estressores quimicos para anfibios, feita por
FEDORENKOVA et al. (2012), identificou 0 Cu como um dos principais contaminantes,
sendo 0 mais preocupante como fator de risco ecoldgico para o declinio dos anfibios.
Portanto, embora seja comum a utilizacdo deste residuo para a fertirrigacdo, conforme a
composicdo do dejeto suino e as diferentes formas de uso, os resultados podem ser
benéficos (adubacdo sem precisar utilizar outros fertilizantes minerais) ou prejudiciais ao
ambiente (contaminacdo do solo e da 4gua) (ALVES et al., 2008) e, ao considerarmos 0s
danos que este tipo de residuo pode causar ao meio ambiente, faz-se necessaria a
avaliacdo de risco ambiental, que tem como importante requisito a avaliacdo de

toxicidade.

Dentre as diferentes formas de estudar a toxidez, a ecotoxicologia explica a
relacdo entre os poluentes quimicos, o ambiente em que séo liberados e a biota nagquele
ambiente. Portanto, a realizacdo de estudos ecotoxicoldgicos que possam definir
potenciais riscos é importante para a biodiversidade, permitindo planejar medidas para
atenuar seus provaveis impactos por meios de acgdes regulatdrias e técnicas
(CARVALHO; PIVOTO, 2011)

Os estudos ecotoxicologicos propdem testes de toxicidade com organismos, 0s
chamados bioensaios. Dentre os diferentes tipos, 0s bioensaios para avaliacdo genotoxica
permitem avaliar os efeitos de exposicGes ao material genético por meio da avaliacdo de
mutacdo génica, dano cromossomico ou lesio no DNA (VALENTE et al., 2017).
Enquanto os bioensaios de citotoxicidade avaliam a interferéncia induzida por agentes
quimicos nos processos metabdlicos celulares e investigam a maneira em que esses
processos podem vir a intervir no crescimento/multiplicacdo celular, ou até mesmo
culminar na morte celular (ABREU, 2008).

A utilizacdo de bioensaios para a detec¢do de danos no material genético tem
permitido a quantificagdo e reconhecimento de uma ampla gama de substancias com
atividade genotoxica (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Bioensaios com organismos
aquaticos (incluindo girinos), estdo sendo cada vez mais utilizados pois é um sistema
modelo que permite a avaliagdo de muitos pardmetros ambientalmente significativos, ndo

s0 a genotoxicidade mas também o efeito dos poluentes no sucesso reprodutivo,



desenvolvimento e até sobrevivéncia embrionaria (CALEVRO, 1999). J& os bioensaios
que utilizam plantas superiores como modelos sdo amplamente utilizados em estudos de
prospeccdo de efeitos de poluentes ambientais por apresentarem caracteristicas desejaveis
como rapidez no crescimento, baixo custo, alta sensibilidade e boa correlacdo com
modelos animais (LEME; MARIN-MORALES, 2009). E, embora Grant (1978) ja tenha
demonstrado que o teste de alteragbes cromossomicas em Allium cepa apresenta boa
correlagdo com os testes de microndcleos em cultura de células de mamiferos apds
exposicdo a alguns pesticidas, considerar uma abordagem comparativa ¢ uma forma de
avaliar a sensibilidade de cada tipo de célula, visto que o agente poluente estara agindo
por mecanismos diferentes e as células terdo respostas diferentes, considerando as
barreiras fisicas e os meios de defesa e mecanismos implicados em cada tipo de célula.
Considerando uma abordagem ecotoxicoldgica, poucos estudos foram realizados
com a ARS, sendo que os mais frequentes analisaram o efeito do residuo na fertilizacédo
de diferentes tipos de lavouras, como o estudo apresentado por PRIOR et al. (2015), em
que os autores avaliaram o composto na cultura do milho, ou o trabalho realizado
BATISTA et al. (2014), em que se estudou o efeito do residuo no desenvolvimento e na
qualidade de mudas de eucaliptos. Dentre a literatura consultada, poucos trabalhos
avaliaram aspectos da toxicidade deste residuo, como PANIAGO et al. (2015) que
avaliou a ecotoxicologia da ARS em minhocas em trés tipos diferentes de solos, por meio
dede parametros de letalidade, fuga e reproducédo. Os referidos autores concluiram que
nas concentracdes analisadas o residuo de suinocultura ndo induziu danos sob os

parametros analisados.

Considerando que sdo incipientes avaliagdes ecotoxicoldgicas acerca dos
possiveis efeitos dos residuos de suinocultura em diferentes tipos de organismos, neste
estudo, foram escolhidos girinos e sementes germinadas de cebola de alface como
modelos bioldgicos para os bioensaios realizados. Com isto, o trabalho foi dividido em
dois capitulos, sendo o objetivo do primeiro a avaliacdo de pardmetros genotoxicos e
citotoxicos da ARS atraves da aplicacdo do teste de micronucleo e outras anormalidades
eritrocitarias em células sanguineas de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) e ré-
quatro olhos (Physalaemus nattereri) expostos ao residuo. J& no segundo capitulo, foram
realizadas avaliagdes de citogenotoxicidade da ARS em células meristeméticas de raiz de

alface (Lactuca sativa) e cebola (Allium cepa) por meio de avalia¢Ges citogenéticas (ciclo



celular e alteracbes cromossdmicas) bem como testes macroscopicos, por meio do

monitoramento do processo de germinacgdo e crescimento radicular das plantulas.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos genotoxicos e citotoxicos da ARS em
células meristematicas de raiz de cebola (Allium cepa ) e alface (Lactuca sativa) e também
em células sanguineas de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) e ra-quatro olhos
(Physalaemus nattereri) expostos ao residuo, afim de verificar as diferentes respostas

destes organismos frente a uma contaminagéo por ARS.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a genotoxicidade e citotoxicidade da ARS por meio da analise de
frequéncia de alteragcbes cromossdmicas, anormalidades nucleares, crescimento
da raiz e indice mitotico em celulas de raiz de Allium cepa e Lactuca sativa
expostas ao residuo;

e Testar a genotoxicidade e citotoxicidade da ARS em células sanguineas de girinos
de Lithobates catesbeianus e Physalaemus nattereri expostos ao residuo por meio
de analise de testes comportamentais, frequéncia de micronucleos e outras
anormalidades nucleares;

e Auvaliar se as células vegetais meristematicas e as células animais sanguineas de
girinos das espécies escolhidas s&o eficientes para a avaliagdo da toxicidade da
ARS;

o Verificar as diferentes respostas dos efeitos genotdxicos e citotoxicos dos dois
tipos de células (animal e vegetal) a fim de avaliar se a ARS provoca toxidez em

todas as espécies testadas.



4. CAPITULO I

AVALIACAO GENOCITOTOXICA EM MODELO ANIMAL: EFEITOS
SUBLETAIS DA AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA PROCESSADA
POR BIODIGESTOR EM GIRINOS DE RA-TOURO (Lithobates catesbeianus)

(SHAW, 1802) E RA-QUATRO OLHOS (Physalaemus nattereri) (BOULENGER,
1888)



RESUMO

Com a expanséo populacional, houve uma intensificagéo da suinocultura no Brasil e com
isto 0s impactos ambientais também foram ampliados. Neste sentido, entender como esta
atividade pode impactar diferentes espécies e comunidades é uma atividade desafiadora,
principalmente quando consideramos os anfibios, que estdo globalmente em declinio.
Diante do exposto, 0 objetivo deste capitulo foi avaliar os efeitos subletais da agua
residuaria de suinocultura processada por biodigestor (ARS) em células sanguineas de
girinos de Lithobates catesbeianus e Physalaemus nattereri por meio de analise de testes
comportamentais, frequéncia de micronucleos (MN) e outras anormalidades nucleares
(ANEs). Para isto, girinos de ambas as espécies foram expostos a ARS por 96 horas e,
posteriormente, submetidos a recuperacao, em agua limpa, para a avaliacdo dos efeitos
genotoxicos e citotdxicos. Os testes comportamentais mostraram que 0s girinos expostos,
de ambas espécies, ndo tiveram um comportamento de modo normal como esperado e/ou
encontrado no controle negativo. Para o teste de MN e ANEs foram encontrados
resultados significativos nos girinos de ra-touro para micronucleo e nucleo entalhado,
enquanto os girinos de ra-quatro olhos, houve significancia para nucleo entalhado,
mostrando efeitos genotoxicos do residuo. O periodo de recuperacdo adotado ndo foi
suficiente para recuperar os danos em girinos de ra-touro. As alteracbes comportamentais
podem estar associadas a inibi¢do de colinesterases ja que a interrupcao da funcéo normal
do sistema nervoso pode afetar o desempenho locomotor ou a funcdo muscular dos
girinos, principalmente a exposicdo a metais pesados, enquanto os efeitos genotdxicos
também foram associados a presenca dos metais pesados na ARS. Concluiu-se que a ARS
possui potencial citotoxico e genotdxico, ja que afetou 0 comportamento e apresentou
alteracOes nucleares nos girinos de ambas as espécies expostas e que as 96 horas de
periodo de recuperacdo ndo foram o suficiente para recupera-los dos danos provocados
pela ARS.

Palavras-chave: Anfibios; Anormalidades eritrocitarias nucleares; Teste de
micronucleo.
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ABSTRACT

The growth of pig farming in Brazil leads to the increasing of environmental impacts of
this activity. Understanding how this activity can impact different species and
communities is a challenge, especially for amphibians that are globally in decline. The
aim of this chapter was to evaluate the sublethal effects of swine wastewater processed
by biodigester (SWB) in blood cells of tadpoles of Lithobates catesbeianus and
Physalaemus nattereri through behavioral tests, frequency of micronuclei (MN) and other
nuclear abnormalities (NAs). For this purpose, tadpoles of both species were exposed to
SWB for 96 hours and were subsequently recovered in clean water after exposure to
assess genotoxic and cytotoxic effects of this waste. Behavioral tests showed that exposed
tadpoles of both species did not behave in a normal way as expected and / or found in the
negative control. The MN and ANE tests were significant for Lithobates catesbeianus
tadpoles, while Physalaemus nattereri tadpoles showed significance for the carved
nucleus, showing genotoxic effects of the residue. Addtionally, the recovery time used
was not enough for Lithobates catesbeianus. The exposure to heavy metals present in
SWB can be related to the behavioral changes observed, which can be associated with
cholinesterase inhibition by disrupting normal nervous system function, leading to effect
in locomotion performance or muscle function of tadpoles. The genotoxic effects have
also been associated with the presence of metals heavy in the SWB. In conclusion, SWB
has cytotoxic and genotoxic potential, as this waste affected the behavior and caused
nuclear changes in the tadpoles of both species exposed, and the recovery period (96

hours) were not enough to recover them from the damages caused by the SWB.

Keywords: Amphibians; Erythrocyte nuclear abnormalities; Micronucleus;
Ecotoxicology.
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4.1 INTRODUCAO

Os sistemas de producdo agropecuarios ddo origem a diversos tipos de residuos e
0 crescimento do setor pecuario aumenta a pressao sobre 0s recursos naturais € 0 meio
ambiente, contribuindo, até mesmo, com as mudancas climéaticas (ROBINSON, et al.
2014). No Brasil, a atividade do setor suinicola detém grande importancia econémica e

social visto que € uma das mais importantes na producao de carne (IBGE, 2016)

Com a expansdo populacional, a intensificacdo da suinocultura no Brasil, a partir
da década de 1970 por meio do processo de integragdo com empresas
abatedoras/processadoras, trouxe uma série de avangos na cadeia produtiva colocando o
pais entre 0s maiores produtores e exportadores mundiais de carne suina (ITO;
GUIMARAES; AMARAL, 2016). Com esta intensificacdo, os impactos ambientais
também foram ampliados. Neste sentido, entender como esta atividade pode impactar
diferentes espécies ndo-alvo e comunidades € uma atividade desafiadora, principalmente
para os anfibios, que estdo globalmente em declinio provocado em parte pela perda de
habitat, fragmentacdo e degradacdo de habitats, doencas introduzidas e mudancas
climéaticas (HOULAHAN et al. 2000, COLLINS E STORFER 2003; SCHEELE et al.
2019 HOWELL et al 2019).

Atualmente, existem mais de oito mil espécies de anfibios no mundo (FROST,
2019), sendo o Brasil o0 pais com 0 maior nimero de representantes, com mais de 1100
espécies, das quais mais de mil espécies pertencem a ordem Anura (sapos, ras e pererecas)
(SBH, 2019). Com isto em mente, girinos foram escolhidos como bioindicadores neste
estudo por se tratar de organismos sensiveis a alteragcbes ambientais, principalmente por
possuirem pele permeavel. Além disso, as populacdes de anfibios possuem elevada
importancia na teia tréfica, ja que qualquer alteracdo que sofram podem desencadear
respostas em série (efeito cascata), desequilibrando toda a cadeia trofica afetando todo o
ecossistema (VASCONCELOS, 2014).

A utilizacdo de espécies com importancia ecoldgica e abundantes no ambiente
natural estudado é uma ferramenta confidvel para o monitoramento do meio ambiente
(NINKMAA, 2014). Neste contexto, para este trabalho utilizou-se duas espécies
(Lithobates catesbeianus e Physalaemus nattereri). Aliado a isto, sdo incipientes

avaliagdes ecotoxicoldgicas acerca dos possiveis efeitos do ARS em girinos.
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Diante do exposto, o objetivo deste capitulo foi avaliar os efeitos subletais do
residuo de suinocultura processado por biodigestor por meio da (i) analise
comportamental natatdria dos girinos e em relacéo ao tipo de preferéncia de substrato dos
girinos.e (ii) aplicacdo do teste de micronucleo e outras anormalidades eritrocitarias em
células sanguineas de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) e rd-quatro olhos

(Physalaemus nattereri) expostos a ARS.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Residuo de suinocultura

A &gua residuaria de suinocultura processada por biodigestor (ARS) é composta
por dejetos (fezes, urina, residuos de racdo e dgua) que contém componentes inorganicos
e organicos (ITO; GUIMARAES; AMARAL, 2016). Sendo que sua composicio pode
variar de acordo com a idade dos suinos, da sua alimentacdo, quantidade de individuos,
alojamento e fatores ambientais como temperatura e umidade (CHYNOWETH et al.
1999; NAGARAJAN et al. 2019).

O residuo (ARS) utilizado para o presente estudo foi coletado em uma granja
comercial no municipio de Rio Verde — Goias, Brasil. Foram realizadas analises da
composicdo quimica do residuo, incluindo os macros e micronutrientes no laboratério

Solotech Cerrado, situado em Rio Verde — Goias, Brasil (Tabela 1).
4.2.2 Espécies utilizadas e delineamento experimental

Para a realizacdo dos testes e analises acerca do potencial citogenotoxico do
residuo de suinocultura em modelo animal, girinos das espécies Lithobates catesbeianus
(rd-touro) e Physalaemus nattereri (ra-quatro olhos) foram utilizados como sistema teste
nos bioensaios realizados. Espera-se que um bioensaio com a utilizacdo destas duas
espeécies possa ajudar a avaliar os efeitos da ARS em uma especie endémica e exatica,
além de analisar também divergéncias em suas respostas em exposicdo da ARS que

possam diferenciar ou ndo em relacéo a espécie exotica x endémica.

Como a maioria das espécies de anfibios tem um ciclo de vida dividido em duas
fases (fase larval aquatica e fase adulta terrestre), estes organismos podem ser sensiveis a

contaminacg&o do solo e da &gua e, portanto, sdo considerados bioindicadores valiosos em
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estudos ecotoxicologicos e de avaliacdo de risco ambiental (HE et al., 2014; AMARAL
etal., 2019).

Os exemplares de ra-touro foram obtidos em um criadouro comercial, enquanto
os exemplares de ré-quatro olhos foram coletados em uma fazenda localizada no
municipio de Rio Verde — Goids (17°47°48.45”S 50°59°25.40”0). O estagio de
desenvolvimento dos girinos se encontrava entre as fases 28G ao 32G, de acordo com
Gosner (1960).

Ambas as espécies foram aclimatadas no Laboratorio de Biologia Animal do
Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, em bandejas com bombas de oxigénio
para peixes de aquario, por cerca de 4 dias e alimentadas com racdo de peixe triturada até
0 momento da execucdo dos experimentos. O projeto foi registrado e aprovado junto ao
Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Federal Goiano sob o n° 3753130918.

Para o delineamento dos bioensaios, realizados nos meses de marco e abril de
2019, foram utilizados 140 animais de cada espécie, divididos em sete repeticdes com
quatro animais cada, totalizando 28 animais expostos por tratamento. Os animais ficaram
expostos as diluicdes do residuo de suinocultura e aos controles durante 96 horas
(CABAGNA et al., 2006) em bandejas de cinco litros, na qual utilizou-se um litro de
residuo diluido por animal, ou seja, em cada bandeja continha quatro animais com quatro

litros de diluicdo, e cada bandeja contabilizava uma réplica.

Posteriormente a exposi¢do, os animais foram anestesiados com gelo e em
seguida, o sangue foi coletado por seccéo caudal de 12 animais por tratamento, direto em
laminas limpas, que foram preparadas por meio da técnica de esfregaco, sendo que os 14
animais restantes foram colocados em novas bandejas com agua limpa declorada para a

recuperacdo, por mais 96 horas, seguindo a proporcao de um litro de &gua por girino.

As laminas de esfregaco sanguineo, tanto dos animais de exposi¢do quanto dos
animais em recuperacdo, foram fixadas em metanol na geladeira por 20 minutos, e
posteriormente, coradas com solucdo de Giemsa e secas em condicdo ambiente
(GONCALVES et al. 2017). Foram feitas duas laminas por animal e contabilizadas 1.000
células por animal (CABAGNA et al. 2006).

Durante o periodo de exposicdo, também foram realizadas, diariamente, analises

para avaliar parametros fisico-quimicos das concentracdes de residuos e dos controles por
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meio da utilizacdo de sonda multipardmetro. Foram avaliados pH, condutividade,
oxigénio dissolvido, temperatura, solidos totais dissolvidos, salinidade e resistividade
(Tabela 2). Esses parametros foram analisados uma vez ao dia, sendo a primeira leitura
realizada ap0s 24 horas de exposicéo dos girinos e a ultima quando se completou 96 horas
de exposicao, e em seguida, apos 24 horas de recuperacdo até completar as 96 horas de

recuperacao.
4.2.3 Concentracoes letais e subletais

Para a definicdo das concentracdes a serem utilizadas, foram, primeiramente,
realizados testes de letalidade com diluicdes feitas com o ARS e &gua declorada. A
concentracdo inicial foi de 50% da ARS, seguido por 25%, 12,5%, 6,25% e 3,125%. As
concentragdes a serem utilizadas para a exposi¢do dos girinos foi definida a partir da dose
sub-letal (CL50), resultando em trés concentracGes a serem utilizadas no experimento:
3,125% (C1), 1,5625% (C2) e 0,78125% (C3). Os parametros utilizados para a definicédo
da dose subletal foi de todos os girinos sobreviverem por 96 horas de exposicdo na dose

subletal.

Para o controle negativo foi utilizada 4gua declorada, e para o controle positivo a
Ciclofosfamida (40mg/L) (CABAGNA et al., 2006), um agente comumente usado em
bioensaios com girinos, que induz a genotoxicidade (SINGH et al., 1988).

4.2.4 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados durante o periodo de exposicdo e
aplicados durante a manha (8h-10h) e a tarde (15h-17h) em todos os dias de exposicao.
O primeiro teste consistia na avaliacdo da preferéncia do tipo de substrato, no qual as
bandejas em que 0s girinos estavam e que eram transparentes foram cobertas, metade com
papel preto, simulando um substrato escuro, e a outra metade transparente foi posta em

uma superficie com o fundo branco, simulando um substrato claro (Figura 1).
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Figura 1: (A) Representacdo esquematica da vista superior de uma bandeja com metade
do fundo claro e metade escuro utilizada para os testes comportamentais. (B- E) Fotos do

delineamento experimental, em que as diferentes concentra¢des de ARS foram utilizadas.

Para este teste foi avaliado o posicionamento dos girinos nos substratos,
primeiramente com 0s girinos em repouso, e em seguida, apds a movimentacao da agua.
Ou seja, analisou-se, inicialmente, quantos girinos estavam em cada substrato (claro e
escuro), e contabilizou-se quantos girinos estavam em cada substrato 2 minutos apés a
realizacdo de movimentos circulares na dgua. Para a movimentacdo da agua foi utilizado
um bastdo de vidro e eram realizados trés movimentos circulares na agua de forma lenta,
a fim de ndo provocar nenhum tipo de estresse nos animais, 0 que poderia afetar nos

resultados para danos genotoxicos.

O segundo teste comportamental foi um teste de movimentacgéo natatéria adaptado
de Wrubleswski et al. (2018) descrito inicialmente para girinos de Physalaemus cuvieri
expostos a pesticidas. Para isso, foi analisado 0 movimento natatério do girino, que foi
classificado como: (3) movimentos de natacdo iguais ao controle, ou seja, sem
modifica¢cbes nos movimentos natatérios quando comparados ao grupo controle; (2)
movimentos de natagdo diferentes do controle, ou seja, movimentos lentos, reduzidos
e/ou circulares; (1) movimentos de natacdo somente ap6s algum toque estimulando em
alguma parte do corpo; e por fim, (0) estatico, mas vivo, ndo se movimenta apesar do
toque de estimulo. Nesse teste, foi usado um bastdo de vidro para a efetuar o toque de
estimulo, sendo o teste realizado juntamente com o teste de preferéncia de substrato, ou

seja, como no primeiro teste foi avaliado a preferéncia dos girinos pelo substrato em
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repouso e apds a movimentacdo, neste teste natatorio também foi avaliado o
comportamento natatério dos girinos em repouso, isto €, antes da movimentacdo da dgua

e cerca de dois minutos ap6s a movimentagao.

4.2.5 Teste de micronucleo e outras anormalidades eritrocitarias

O teste de micronucleos tem sido amplamente utilizado para avaliar a capacidade
de um agente induzir a quebra de cromossomos (clastogenicidadeda ARS), bem como
também avaliar a capacidade do residuo em afetar a formacao de placa metaféasica e/ou
fuso mitético (aneugenicidade), ambos capazes de levar a distribuicdo desigual dos
cromossomos durante a divisdo celular (FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

Para este estudo, além do teste de microndcleos, outros biomarcadores nucleares
também foram considerados com o objetivo de complementar a andlise da
citogenotoxicidade do residuo de suinocultura. Estes outros biomarcadores estdo
relacionados a outras alteracdes nucleares (ANES) que, assim como os MNs, podem ter
sido provocadas pela exposi¢do dos animais ao residuo. Sao elas: binucleacdo (BN),
nacleo segmentado (SG), nucleo entalhado (ET), ndcleo reniforme (RE), célula anucleada
(ANU) e nucleo com broto (BUD) (BENVINDO-SOUZA et al., 2019) (Figura 2).

A frequéncia de microndcleos e de outras anormalidades eritrocitarias em girinos
de ra-touro e de ra-quatro olhos foram avaliadas a partir da exposi¢do dos animais as
concentracdes subletais do residuo e também apds o tempo de recuperacdo em que 0S

individuos permaneceram em agua limpa.
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Figura 2: Exemplos de anormalidades nucleares encontradas e analisadas em eritrocitos

de ra — quatro olhos (Physalaemus nattereri). (A) Célula com ndcleo normal. (B) Célula
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com micronucleo. (C) Nucleo entalhado. (D) Nucleo reniforme. (E) Célula com

binucleacdo. (F) Célula anucleada. (G) Nucleo com broto. (H) Nucleo segmentado.

4.2.6 Andlises estatisticas

Para as andlises estatisticas dos animais expostos ao residuo de suinocultura,
primeiramente foi testada a normalidade dos dados com o Teste de Levene (p>0.05) e,
em seguida, foi utilizada ANOVA One-Way para dados paramétricos ou o teste KrusKal-
Wallis para dados ndo paramétricos. No entanto, em um primeiro momento, quando 0s
dados se mostravam ndo paramétricos, eles eram submetidos a transformagéo Log(x+1) €

a normalidade era testada novamente. Os testes post hoc utilizados foram o Teste de
Tukey e o Teste de Student Newman Keuls.

Estes testes foram aplicados considerando a frequéncia de micronucleos e das
outras anormalidades eritrocitarias separadamente em relacdo as concentra¢des do
residuo e aos controles, bem como também considerando a soma de todas as

anormalidades nucleares encontradas, com excec¢do, neste caso, dos micronucleos.

Para as andlises estatisticas de comparagdo dos individuos que foram expostos ao
residuo de suinocultura com os individuos que ficaram em recuperacdo, testou-se a
normalidade dos dados com o Teste de Levene (p>0.05). Utilizou-se o Teste T para 0s
dados paramétricos e 0 Teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Nestes
testes foram comparadas a frequéncia das anormalidades nucleares entre os individuos
expostos ao residuo e do grupo controle com os individuos remanescentes, que foram

expostos, mas que permaneceram em agua limpa para um periodo de recuperacao.

O valor p<0,05 foi considerado significativo, sendo as todas andlises realizadas
com auxilio do software Statistica 7, exceto o teste de Student Newman Keuls, que foi

realizado utilizando-se o BioEstat v.5.0.

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Analises quimicas da ARS e parametros fisicos e quimicos da ARS utilizada

Os resultados referentes a quantificacdo dos macro e micronutrientes do ARS
estdo dispostos na tabela 1. Na anélise destes valores, a ARS avaliado apresentou valores
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acima dos padrdes recomendados pelo CONAMA, de acordo com a resolugdo n°
397/2008 que estabelece as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes,

principalmente de micronutrientes como zinco, cobre, ferro e manganés.

Tabela 1: Macronutrientes, micronutrientes e outros parametros do residuo de
suinocultura processado pelo biodigestor, juntamente com os valores permitidos pelo
CONAMA 397/2008.

Macronutrientes,

Micronutrientes e outros Valores
parametros
Residuo CONAMA
Nitrogénio 3,4g/lL 20,0 mg/L
Fosforo 0,5¢g/L -
Potéassio 0,3g/L -
Calcio 0,6 g/L -
Magnésio 0,2 g/L -
Enxofre 0,4 g/L -
Matéria Orgéanica 0,6 g/L -
Ferro 125,0 mg/L 15,0mg/L
Manganés 11,4 mg/L 1,0 mg/L
Cobre 54,8 mg/L 1,0 mg/L
Zinco 113,8 mg/L 5,0 mg/L
pH 7,68 -
Densidade 1004 g/L -
Massa Seca 1,4% -

Os dados dos parametros fisicos e quimicos das concentracdes selecionadas para
0s tratamentos, mostrados nas Tabelas 2 e 3, apontam que o pH da C1 e C2 de exposi¢éo
dos girinos de ambas as espécies, e da C3 e do CP de recuperacdo dos girinos de rd-quatro
olhos ndo estdo ideais para o desenvolvimento saudavel de anfibios, visto que o ideal
seria entre 6,3 a 7,7 mas, a variagdo encontrada destes valores foram baixas e estédo de
acordo com o nivel recomendado para organismos aquaticos em geral (entre 6,5 a 8,0)
(POLLO etal., 2017).

As médias da temperatura da adgua estdo de acordo com as encontradas por
BABINI et al., (2015) e as quantidades dos solidos totais dissolvidos estio de acordo com
a WHO (2011), que aconselha valores abaixo de 600 mg/L para uma agua palatavel. Para

condutividade néo existe um padréo estabelecido para girinos (MANSANO et al., 2019),
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A média de oxigénio dissolvido se mostrou aceitavel para anfibios de acordo com
ODUM; ZIPPEL (2008), que aponta niveis acima de 80% como ideal.
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Tabela 2: Média dos valores dos parametros fisicos e quimicos das bandejas com girinos de rd-touro expostos as solugdes de residuo de
suinocultura processados por biodigestores

X Bandejas com girinos em exposi¢édo Bandejas com girinos em recuperagao
Parametros
C1 Cc2 C3 CP CN Cl C2 C3 CP CN
pH 7.943 7.822 7.735 7,360 7.682 7.776 7.781 7.800 7,576 7.683
Temperatura (°C) 19,6 19,4 19,9 19,8 19,7 20,9 20,9 20,8 20,9 20,5
Condutividade (u*/cm?) 548,25  437,5 389,25 365,75 342,5 319,5 315,75 327 316,75 329
TDS* (ppm) 2745 219,25 195,2 183,525 172,125 160,325 158,8 164,525 159,325  165,2
Salinidade (**") 0,26 0,2075 0,1825 0,1725 0,16 0,1525 0,15 0,155 0,1525 0,155
Resistividade (Qm) 1,815  2,2775 2,5525 2,7225 2,905 3,1125 3,1425 30575 3,1325 3,025
Oxigénio Dissolvido
115 115,4 112,9 109,1 114,2 - - - - -
(%)

*TDS=S6lidos Totais Dissolvidos
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Tabela 3: Média dos valores dos parametros fisicos e quimicos das bandejas com girinos de rd-quatro olhos expostos as soluc¢des de residuo de

suinocultura processados por biodigestores

Bandejas com girinos em exposi¢ado

Bandejas com girinos em recuperacgéo

Pardmetros

C1 C2 C3 CP CN C1 C2 C3 CP CN
pH 7.963  7.915 7.750 7.378 7.661 7.964 7.987 8.019 8.021  7.945
Temperatura (°C) 19,2 19,1 19,2 18,8 18,5 20,5 20,6 20,6 20,8 20,7
Condutividade (uS/cm?) 417,75 3835 319,75 288,75 247,25 301,33 276 253,66 256,33 257
TDS* (ppm) 209,4 192,275 161,125 155,825 133,885 140,933 138,633  127,2 128,1 130,66
Salinidade (") 0,20 0,1825  0,1425 0,14 0,1275 0,1366 0,1233 0,13 0,123 0,14
Resistividade (Qm) 24125 28275 3,14 3,275 3,6475 3,9366 3,97 4,38 3,726 421

Oxigénio Dissolvido
107,7 1157 119,6 - 115,9 103,7 104,03  107,8 106,9  108,3

(%)

*TDS=S6lidos Totais Dissolvidos
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4.3.2 Teste de comportamento natatério em girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus)

O teste de comportamento natatério mostrou que, para os individuos de ra touro
(Tabela 4) expostos a C1, enquanto a agua estava em repouso, a grande maioria dos
girinos (96%) estavam parados, sem movimentacdo. Quando a &gua foi movimentada
com um bastao de vidro, mais da metade destes girinos (59%) nadaram de forma normal
e regular quando comparada ao controle. Esse resultado foi semelhanteao obtido com os
girinos que ficaram em recuperacdo, pois a maior parte desses girinos (94%) estavam em
repouso enquanto a &gua estava parada, ja& quando a &gua foi mexida a maioria se

movimentou de forma normal (69%).

Para os girinos da C2, os resultados foram semelhantes: os girinos que estavam
expostos, permaneceram quase todos imdveis (96%) quando a &gua estava parada; e
guando houve movimentos na agua, mais da metade deles (63%) nadaram de forma
normal. O mesmo ocorreu nos girinos de recuperacdo, com a maioria estaticos (87%)

quando a agua estava parada e mais da metade (68%) se movimentaram de forma normal.

A maioria dos girinos expostos da C3 estavam parados (83%) durante a avaliacéo
da agua em repouso e quando a agua foi movimentada a maior parte deles nadou de forma
normal (74%). Os girinos em recuperacdo da C3 também tiveram comportamentos
similares, com 81% deles parados com a agua em repouso e 70% deles nadaram de forma

normal com a &gua em movimento.

Os girinos do controle negativo também apresentaram resultados similares aos
expostos, pois em um primeiro momento quando a agua estava em repouso 73% deles
estavam parados e quando a agua foi movimentada, 80% deles nadou de forma normal.
Esses resultados se prolongaram por mais tempo no periodo de recuperacdo, com 92%
dos girinos parados na agua em repouso e 69% deles se movimentaram com a agua em

movimento.

Quando se comparou os resultados do periodo recupera¢do com o de exposicao
ao residuo, observou-se que 0s girinos expostos aos tratamentos C1l, C2 e C3
apresentaram comportamento natatorio de forma muito satisfatoria quando a 4gua estava
em repouso, ou seja, em comparacdo com o CN quando a &gua estava parada a
porcentagem de girinos parados na C1, C2 e C3 se aproxima do CN. No entanto, a

comparacéo dos resultados da agua em movimento mostra que 0s girinos expostos a C1,
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C2 e C3 néo estdo com o nado de forma normal e satisfatéria quanto o CN, ou seja, a
porcentagem dos girinos da C1, C2 e C3 da 4gua em movimento mostra que 0s girinos
néo estdo nadando da forma esperada, semelhante ao CN.

Os resultados do CP mostraram que enquanto a &gua estava em repouso, O
comportamento dos girinos foi similar aos demais tratamentos, com 73% dos girinos
parados e, quando houve movimentacdo da agua, apenas 51% dos girinos nadaram de
forma normal, sendo estes resultados mais proximos dos resultados encontrados na C1,
C2 e C3. Durante o periodo de recuperacdo os resultados ndo apontaram grandes
alteraces, sendo que 75% dos girinos permaneceram parados enquanto a agua estava em
repouso e 58% dos girinos nadando de forma normal.

Tabela 4: Tipos de comportamento natatério dos girinos de rd-touro expostos no residuo

de suinocultura e durante a recuperacdo em agua limpa.

Parimetros < Exposic,:éo ) Recuperqgéo
Tratamento  Periodo do teste Agua em Agua em Aguaem  Aguaem
repouso  movimento  repouso  movimento
0 94% 3% 90% 6%
Manhi 1 0% 27% 0% 12%
2 3% 9% 0% 12%
3 3% 61% 10% 70%
0 100% 10% 100% 0%
1 0% 19% 0% 18%
cl Tarde 2 0% 16% 0% 14%
3 0% 55% 0% 68%
0 96% 5% 94% 3%
Total 1 0% 24% 0% 15%
2 2% 12% 0% 13%
3 2% 59% 6% 69%
0 93% 5% 85% 0%
Manha 1 0% 21% 0% 22%
2 0% 5% 6% 11%
3 7% 69% 9% 67%
0 100% 8% 91% 4%
1 0% 21% 0% 12%
c2 Tarde 2 0% 15% 0% 15%
3 0% 56% 9% (69%
0 96% 7% 87% 2%
Total 1 0% 20% 0% 17%
2 0% 10% 4% 13%
3 4% 63% 9% 68%
0 80% 11% 78% 0%
C3 Manha 1 0% 11% 0% 13%
2 3% 2% 0% 13%
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3 17% 76% 2204 74%
0 88% 10% 85% 0%

Tarde 1 0% 14% 0% 31%
2 4% 4% 0% 4%

3 8% 72% 15% 65%

0 83% 10% 81% 0%

Total 1 0% 12% 0% 21%
2 3% 4% 0% 9%

3 14% 74% 19% 70%

0 69% 15% 76% 5%

Manh 1 0% 15% 0% 24%
2 206 7% 0% 5%

3 29% 63% 24% 66%

0 81% 19% 74% 3%

1 0% 16% 0% 3206

CP Tarde 2 0% 26% 0% 16%
3 19% 39% 26% 49%

0 73% 17% 75% 4%

Total 1 0% 15% 0% 27%
2 206 17% 0% 11%

3 25% 51% 25% 58%

CN Manha 0 69% 12% 93% 3%
1 0% 9% 0% 30%

2 0% 0% 0% 0%

3 31% 79% 7% 67%

Tarde 0 78% 4% 91% 0%
1 0% 15% 0% 27%

2 0% 0% 0% 0%

3 220% 81% 9% 73%

Total 0 73% 8% 92% 206
1 0% 12% 0% 29%

2 0% 0% 0% 0%

3 27% 80% 8% 69%

4.3.3 Teste de comportamento natatério em girinos de ra-quatro olhos (Physalaemus

nattereri)

Os resultados do teste de comportamento natatorio dos girinos de ra-quatro olhos
(Tabela 5) apontaram que para a C1 enquanto a dgua estava parada todos 0s girinos
estavam em repouso (100%) e quando a agua foi movimentada com o bastdo a maioria
dos girinos apresentaram movimentos lentos (41%) e movimento somente apds o toque
(33%). Ja os girinos da C1 que ficaram de recuperacdo enquanto a dgua estava parada
todos ficaram parados e quando houve movimentacdo na dgua a maioria se comportou de

forma normal (57%), mostrando uma melhoria em relacéo a exposicéo.

A maioria dos girinos de exposicdo da C2 ficaram em repouso (98%) enquanto a

agua estava parada. Ja quando houve movimentacdo na &gua, parte deles apresentou
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comportamento natatério somente quando tocados (39%) e parte deles estavam lentos
(37%). J& os girinos que ficaram em recuperacao, permaneceram parados (100%) quando
a 4gua estava em repouso e apenas uma parte nadaram de forma normal (34%) e uma
outra parte de forma lenta (26%) apds movimentacdo na dgua, apresentando uma melhoria

no nado de forma normal (de 24% para 34%).

Na C3 quase todos os girinos em exposicdo estavam em repouso (98%) enquanto
a agua estava parada e, quando a agua foi movimentada, mais da metade deles nadaram
de forma normal (53%). Todos os girinos da C3 que ficaram em recuperacédo ficaram em
repouso (100%) quando a &gua estava parada e quando houve movimentagdo na &gua,
mais da metade dos girinos (61%) nadou de forma normal.

Durante a exposi¢do, no CN enquanto a agua estava em repouso todos 0s girinos
(100%) estavam imdveis e, ap6s a movimentacdo da dgua, a maioria dos girinos (76%)
se moveram de forma normal. Esses resultados praticamente se repetiram durante a fase
de recuperacdo, de forma que engquanto a agua estava em repouso todos os girinos (100%)
estavam imdveis, e quando houve movimentacdo da agua, todos (100%) nadaram de
forma normal. Ja no CP durante a fase de exposi¢do enquanto a dgua estava parada, todos
0s girinos (100%) ficaram imoveis, e apds a movimentacdo da agua uma por¢do nadou
de forma lenta (38%, e outra de forma normal (34%). J& durante a recuperacdo do CP,
enguanto a dgua estava estatica todos os girinos estavam imdveis (100%) e apds mexer a

agua mais da metade dos girinos (52%) continuaram nadando de forma lenta.

Os resultados do grupo controle, se comparados com 0s animais expostos ao
residuo, apontam que a C1 e a C2 estdo mais semelhantes ao CP pelo comportamento
natatério de forma lenta, enquanto apenas o C3 teve resultados similares ao CN com uma

movimentacdo normal.

Tabela 5: Tipos de comportamento natatério dos girinos de rd-quatro olhos expostos no

residuo de suinocultura e durante a recuperagéo em agua limpa.

) Parimetros - Exposig&o ) Recuperqgéo
Tratamento  Periodo do teste Agua em Agua em Aguaem  Aguaem
repouso  movimento  repouso  movimento

0 100% 2% 100% 0%

Manh3 1 0% 29% 0% 20%

c1 2 0% 40 % 0% 30%

3 0% 29% 0% 50%

Tarde 0 100% 3% 100% 0%

1 0% 38% 0% 15%



C2

C3

CP

CN

Total

Manha

Tarde

Total

Manha

Tarde

Total

Manha

Tarde

Total

Manha

Tarde

Total

WNPFPOWNRPFPOWNRPFPOWNPOWNRPEFPOWNPEPOWNPEFPOWNPEPOWNPEFPOWNPEPOWNPOWNPEPOWNPEPOWDN

0%
0%
100%
0%
0%
0%
96%
0%
0%
4%
100%
0%
0%
0%
98%
0%
0%
2%
96%
0%
0%
4%
100%
0%
0%
0%
98%
0%
0%
2%
100%
0%
0%
0%
91%
0%
0%
9%
96%
0%
0%
4%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%

41%
18%
2%
33%
41%
24%
0%
30%
35%
35%
0%
49%
40%
11%
0%
39%
37%
24%
0%
17%
25%
58%
0%
30%
26%
44%
0%
22%
25%
53%
0%
33%
33%
34%
0%
22%
46%
32%
0%
28%
38%
34%
24%
14%
0%
62%
5%
0%
0%
95%
16%
8%
0%
76%

0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0 (0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%

19%
66%
0%
18%
25%
57%
0%
26%
26%
48%
0%
22%
41%
37%
20%
20%
26%
34%
4%
12%
23%
61%
8%
15%
18%
59%
5%
13%
21%
61%
0%
11%
41%
48%
0%
15%
63%
22%
0%
13%
52%
35%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
0%
0%
0%
100%
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4.3.4 Teste de preferéncia de substrato em girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus)

Os girinos de ré-touro submetidos ao teste de preferéncia de substrato (Tabela 6)
expostos ao tratamento C1 apontaram que enquanto a dgua estava em repouso, mais de
metade deles (65,4%) preferiam o substrato com fundo claro, e apds a movimentacao da
agua estes mesmos girinos preferiram o substrato com fundo escuro (52,9%), j& os girinos
da C1 que ficaram em recuperacdo em &gua limpa preferiram o substrato claro enquanto

a agua estava em repouso (53,6%) e escuro apds o movimento da agua (50,9%).

Os girinos da C2 expostos, enquanto a dgua estava em repouso, preferiram o
substrato de fundo preto (54,1%) e apds a movimentacdo da dgua optaram pelo fundo
branco (57,7%). Os girinos da C2 em recuperacao preferiram o substrato escuro, tanto
enguanto a agua estava parada (59,8%) quanto apds a movimentacgéo (57,1%). Os girinos
da C3 expostos preferiram o fundo escuro (53%) quando a agua estava parada e apés a
movimentacdo da agua (52,5%) e no periodo de recuperacdo enquanto a agua estava
parada preferiram o substrato claro (51,2%) e ap0s a movimentacao da agua o substrato
escuro (59,5%).

No CN, num primeiro momento, houve preferéncia pelo substrato de fundo preto
(55,7%), quando a agua estava em repouso. Com a agua em movimento, o substrato de
fundo branco (51,9%) foi preferido. No segundo momento, o0s girinos optaram pelo
substrato escuro, seja enquanto a agua estava em repouso (56,1%) ou apds a
movimentacéo (60,4%). Jano CP em todos os momentos os girinos preferiram o substrato

€scuro.

Ao comparar os resultados obtidos pelo CN e CP com os girinos que ficaram
expostos percebe-se que 0s girinos expostos da C3 sdo 0s que possuem um
comportamento mais proximo ao CN, enquanto os resultados dos girinos da C1 e C2
foram os que mais destoaram do CN, até mesmo mais que os girinos do CP, visto que 0s

girinos do CP tiveram resultados similares aos do CN.

4.3.5 Teste de preferéncia de substrato em girinos de ra-quatro olhos (Physalaemus

nattereri)
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Os girinos de ré-quatro olhos submetidos ao teste de preferéncia de substrato e
expostos ao residuo (Tabela 7) da C1,enquanto a 4gua estava em repouso, preferiram o
substrato escuro (50,8%) e, apds mexer a agua, mais da metade deles se moveram para o
fundo claro (60,1%). Ja os girinos da C1 que ficaram em recuperagdo nos dois momentos

(dgua em repouso e apds a movimentacao) preferiram o fundo escuro.

Os girinos de exposicao da C2 enquanto a agua estava em repouso preferiram o
fundo escuro (51,5%), mantendo essa preferéncia apds o movimento da agua (63,8%).
Posteriormente ao periodo de recuperacdo, essa preferéncia pelo fundo escuro se manteve

tanto para a gua em repouso (62,6%) quanto apds o movimento da &gua (63,5%).

Os girinos da C3, enquanto expostos, preferiram o substrato escuro (50,5%)
quando a dgua estava parada e ap6s a movimentacdo da agua preferiram o fundo branco
(60,7%). Durante a recuperacdo em agua limpa, os girinos preferiram o fundo claro

guando a agua estava parada (53,1%) e apds 0 movimento da agua (59,4%).

No controle positivo os girinos expostos preferiram o fundo branco quando a &gua
estava parada (53,6%) e ap6s 0 movimento da agua (59,2%). Durante a recuperagdo, 0s
girinos preferiram o fundo escuro quando a agua estava em repouso (57,3%) e apds o
movimento da agua (54,2%). J& no controle negativo em primeiro momento preferiram o
fundo branco quando a &gua estava em repouso (51%) e também apds a movimentacao
da &gua (59,4%). No periodo de recuperacdo, os girinos preferiram o fundo escuro quando

a agua estava parada (56,7%) e o fundo claro apés o movimento da agua (54,5%).

A partir destes resultados, percebe-se que durante o periodo de exposicdo foram
poucas as vezes em que 0s girinos preferiram o substrato de fundo escuro e que, inclusive
apos a movimentacdo da agua, em nenhum momento os girinos optaram pelo substrato
escuro. Até mesmo os girinos do CN, contrariando o esperado, visto que 0s girinos
possuem tonalidade escura. No entanto, no periodo de recuperacdo percebe-se a
predominancia do C1 e C2 pelo fundo escuro e até mesmo do CP, se assemelhando ao
CN.
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Tabela 6: Porcentagem de preferéncia entre os substratos de fundo claro e escuro dos girinos de ra-touro submetidos ao teste comportamental de
substrato durante os dias de exposicao e de recuperacao do residuo de suinocultura.

Tratamento Periodo

Exposicédo

Agua em repouso

Agua ap6s movimentagio
Fundo Claro Fundo Escuro Fundo Claro Fundo Escuro Fundo Claro Fundo Escuro Fundo Claro Fundo Escuro

Recuperacéo

Agua em repouso

Agua ap6s movimentagio

C1

C2

C3

CP

CN

Manha
Tarde
Total

Manha
Tarde
Total

Manha
Tarde
Total

Manha
Tarde
Total

Manha
Tarde
Total

80%
52,4%
65,4%
42,1%
52,4%
45,9%

50%

43%

47%
47,3%
51,2%

49%
48,6%
38,7%
44,3%

20%
47,6%
34,6%
58,9%
47,6%
54,1%

50%

57%

53%
52,7%
48,8%

51%
51,4%
61,3%
55, 7%

47,6%
46,4%
47,1%
58,3%
57,1%
57, 7%
43%
51,9%
47,5%
52,4%
44%
48,2%
60%
43,8%
51,9%

52,4%
53,6%
52,9%
41,6%
42,9%
42,3%
S57%
48,1%
52,5%
47,6%
56%
51,8%
40%
56,2%
48,1%

53,1%
54,2%
53,6%
42,2%
37,5%
40,2%
47,9%
55,5%
51,2%
42,2%
41,6%
42%
48,1%
38,5%
43,9%

46,9%
45,8%
46,4%
57,8%
62,5%
59,8%
52,1%
44.5%
48,8%
57,8%
58,4%
58%
51,9%
61,5%
56,1%

50%
47,9%
49,1%
42,2%
43,7%
42,9%
39,6%
41,6%
40,5%

50%
54,2%
51,8%
34,6%
46,1%
39,6%

50%
52,1%
50,9%
57,8%
56,3%
57,1%
60,4%
58,4%
59,5%

50%
45,8%
48,2%
65,4%
53,9%
60,4%




Tabela 7: Porcentagem de preferéncia entre os substratos de fundo claro e escuro dos girinos de ré-quatro olhos submetidos ao teste
comportamental de substrato durante os dias de exposicao e de recuperacdo do residuo de suinocultura.

Exposicéo Recuperagéo
Tratamento Periodo Agua em repouso Agua ap6s movimentagio Agua em repouso Agua ap6s movimentagio
Fundo Claro Fundo Escuro Fundo Claro Fundo Escuro Fundo Claro Fundo Escuro Fundo Claro  Fundo Escuro
Manha 46,4% 53,6% 62,7% 37,3% 44,4% 55,6% 46,7% 53,3%
Cl Tarde 53% 47% 56,6% 43,4% 40% 60% 44,4% 55,6%
Total 49,2% 50,8% 60,1% 39,9% 42,2% 57,8% 45,5% 54,5%
Manha 47,3% 52,7% 61,6% 38,4% 37,5% 62,5% 33,3% 66,7%
C2 Tarde 57,1% 42,9% 66,7% 33,3% 31,2% 68,8% 39,6% 60,4%
Total 51,5% 48,5% 63,8% 36,2% 34,4% 62,6% 36,5% 63,5%
Manh& 39,3% 60,7% 52,7% 47,3% 52,1% 47,9% 64,6% 35,4%
C3 Tarde 63,1% 36,9% 71,4% 28,6% 54,2% 45,8% 54,2% 45,8%
Total 49,5% 50,5% 60,7% 39,3% 53,1% 46,9% 59,4% 40,6%
Manha 48,2% 51,8% 60,7% 39,3% 50% 50% 43,7% 56,3%
CP Tarde 60,7% 39,3% 57,1% 42,9% 35,4% 64,6% 47,9% 52,1%
Total 53,6% 46,4% 59,2% 40,8% 42,8% 57,3% 45,8% 54,2%
Manha 46,4% 53,6% 56,4% 43,6% 40% 60% 51,1% 48,9%
CN Tarde 57,3% 42,7% 63,4% 36,6% 46,7% 53,3% 57,8% 42,2%

Total 51% 49% 59,4% 40,6% 43,3% 56,7% 54,5% 45,5%




31

4.3.6 Frequéncia de micronucleos e outras anormalidades eritrocitarias em girinos
de ra-touro expostos a ARS

Os valores de média e desvio-padrdo da frequéncia de microndcleos e outras
anormalidades eritrocitarias nucleares de girinos de rd-touro expostos a ARS estdo
mostrados na tabela 8.

O teste de micronucleos apresentou diferenca estatisticas (Ha, n=60) =15.94402; p
=0.0031) entre as concentra¢des do residuo para o grupo controle (Figura 3). O teste post
hoc apontou que houve diferencas entre a C2 e CP (p=0,0087), C2 e CN (p=0,0158), C3
e CP (p=0,0126), e por fim entre a C3 e CN (p=0,0223).

O nucleo entalhado também apresentou diferencas significativas (Fa,s5)= 9.8870,
p=0.00000) entre as concentra¢Bes do residuo para o grupo controle (Figura 3), sendo as
diferencas significativas entre C1 e C3 (p=0,025054), C1 e CP (p=0,000168), C2 e CP
(p=0,000385) e CP e CN (p=0,000227).
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Figura 3: Frequéncia de micronucleos (A) e ndcleos entalhados (B) em girinos de ra-

touro entre os tratamentos, demonstrando os efeitos subletais do composto de ARS.

A frequéncia de células binucleadas ndo apresentou diferenca significativa
(H,n=60=8.955357 p =0.0622) entre as concentrag¢des e ao grupo controle, assim como
0s brotos nucleares (H (4, n=60) =5.538482 p =0.2364), células anucleadas (F, s5=.40278,
p=0.80582), nucleo segmentados (H (4n=e0) =9.035819 p =0.0602) e nucleo reniforme
(Fu, 55=1.2268, p=0.31014) e a soma do total das anormalidades (Fus5=2.2674,
p=0.07355).

Tabela 8: Valores de média e desvio-padrdo da frequéncia de MN e ANES em eritrocitos
de girinos de ra-touro expostos ao residuo de suinocultura.

Tratamentos

MNeANES o1 (n=12) c2(n=12) C3(n=12) CP(n=12) CN (n=12)
Micronucleo 0,5+£0,79 2+2,13  1,5+1,56; 0,16£0,38 0,33+0,77

Célula binucleada  0,25+0,45 0+0 0,08+0,28 00 00
Célulaanucleada 1,16+1,26 1,6+1,82 1,16+0,93 0,83+0,71 1,08+0,99
Nucleo Entalhado  0,25+0,62 0,41+0,66 1,5+1,16 3,3%x3,33 0,33+0,65
Broto Nuclear 0,41+0,66 0,58+0,79 0,58+0,99 0,25+0,62 0,16+0,38

Nucleo segmentado 00 00 0,33+0,65 0,07+0,27 00
Nucleo reniforme 0,51 1,3+16 0,58+0,90 0,83+0,83 0,5+0,90
Total de ANEs 2,83+1,64 4,08+2,77 4,25+2,17 5,3+4,22 2,08+1,50

Valores de média£SD (desvio-padrao)

4.3.7 Frequéncia de micronucleos e outras anormalidades eritrocitarias em girinos

de ra-touro submetidos ao periodo de recuperacao

Os valores de média e desvio-padrdo da frequéncia de microndcleos e outras
anormalidades eritrocitarias nucleares de girinos de ra-touro que ficaram em recuperacao
em agua limpa estdo presentes na tabela 9.

Ap0s o periodo de recuperagdo dos girinos em agua limpa, os testes estatisticos
apontaram significancia para as frequéncias de nucleo entalhado, células anucleadas e
para a soma das anormalidades (exceto micronucleos) considerando p<0,05 (Figura 4).
Para frequéncia de micronucleos e as outras anormalidades eritrocitarias ndo foram

encontradas diferencas significativas.
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A frequéncia de nucleo entalhado foi significativa (F,54)=4,8709, p=0,00199), e
0 teste post hoc mostrou que as diferencas foram entre a C2 e CN (p=0,006051) ea C2 e
CP (p=0,006051). A frequéncia de células anucleadas também se mostrou significativa
(Fus4=2,9472, p=0,02824) e a diferenga significativa foi entre a C2 e o CN
(p=0,016952). Por fim, a frequéncia total de ANEs foi significativa (F, 54)=6,6964,
p=0,00019), com diferengas entre a C2 e CP (p=0,003262) e C2 e CN (p=0,000237).
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Figura 4: Frequéncia de nucleos entalhados (A), células anucleadas (B) e a soma de
ANEs (C) em girinos de ra-touro entre os tratamentos em que os girinos ficaram em

periodo de recuperacéo.

A frequéncia de microntcleos ndo foi significativa ( H, n=s9)= 7.4664, p=0.1132),
assim como a frequéncia de células binucleadas (Hn=50=2,661713 p =0,6159), brotos
nucleares (F,54=0,42303, p=0,79133), nucleo segmentado (F,54=0,44003, p=0,77911)
e nGcleo reniforme (F,54=0,21277, p=0,93024).

Tabela 9: Valores de média e desvio-padrao da frequéncia de MN e ANESs em girinos de
rd-touro que ficaram de recuperacdo em agua limpa apds serem expostos ao residuo de
suinocultura.

Tratamentos

MNeANES 1 (=12) c2(n=12) C3(n=11) CP(n=12) CN (n=12)
MicronGcleo  0,25%0,62 0,08t0,28 0,27:0.46  1+1,41 00
Célulabinucleada  0,16+0,38 0,16£0,38 0,18+0,40 0,08+0,28 00
Célulaanucleada  1,75+1,48 3254273 2,27+179 1,33+1,07 0,83+0,93
Nucleo Entalhado  1,5¢1,08 2,5+2,15 1,18+1,16 0,5+0,67 0,5+0,67
Broto Nuclear ~ 0,25%0,62 0,25+0,62 0,45+0,52 0,58+0,28 0,41+0,51
Nucleo segmentado  0,16+0,38 0,25+0,45 0,18+0,40 0,08+0,28 0+0
Ncleo reniforme  0,58+0,66 0,75:0,86 0,8140,75 0,83+1,40 0,580,66
Total de ANEs  4,41+2,02 7164312 5094291 341210 241+156

Valores de média+SD (desvio-padrédo)

4.3.8 Recuperacdo dos girinos de ra-touro (comparacao entre as frequéncias dos
danos nucleares)

A comparacdo das frequéncias de microndcleos e outras anormalidades
eritrocitarias nucleares em girinos expostos ao residuo de suinocultura (ARS) e ap6s o
periodo de recuperacdo apontou que para C1, a frequéncia de micronucleo nao foi
significativa (p=0.401036; t=-0.856349), ou seja, ndo apresentou maiores danos durante
0 periodo de recuperacdo, mas também ndo apresentou recuperacdo. O mesmo resultado
foi obtido para células binucleadas (p= 0.633323; t= -0.483779), brotos nucleares (p=
0.166606; t = -1.43056), células anucleadas (p=0.311836; t= 1.035167), ndcleo
segmentado (p =0.488423; u = 60.00000) e nucleo reniforme (p=0.812566; t= 0.239983).
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Figura 5: Comparacéo entre a frequéncia de nucleo entalhado na C1 (A), da soma de ANEs na C1 (B), de microntcleos na C2 (C) e de nucleo

entalhado na C2 (D) de girinos de ré-touro que foram expostos a ARS com os girinos que foram submetidos ao periodo de recuperacao.



36

No entanto, a frequéncia de nucleo entalhado (p= 0.002239; t=3.457820; Figura
5) e a soma de ANEs (p= 0.046805, t= 2.106388; Figura 5) foram significativas. Para
estes dois parametros, nota-se que ndo houve recuperacdo e que a frequéncia de

anormalidades aumentou apos o referido periodo.

Para a C2, a comparacdo de frequéncia de micronucleos da exposicdo com a
recuperacdo mostrou-se significativa (p=0,009375; u=27,00000;) apontando que houve
recuperacdo (Figura 5). No entanto, a frequéncia de ndcleo entalhado (p= 0.001421, t=
3.646942; Figura 5) e o total de ANEs (p=0.018145, t= 2.552690; Figura 6) que também
foram significativos, ndo foi observada recuperagédo, e sim mais danos nos individuos

apos o periodo de recuperacéo.

Para C3, o micronucleo apresentou diferenca significativas entre as comparagdes
(p= 0.012789, t= -2.73398; Figura 6), mostrando que houve recuperacao. Para células
binucleadas (P=0.556804 t=0.597614), brotos nucleares (P=0.606431 t=-0.523424),
células anucleadas (P=0.181285 t=1.385077), nucleo entalhado (P=0.362606 t=-
0.931695), nacleo segmentado (P=0.452062 t=-0.766965), nulcleo reniforme
(P=0.618134 t=0.506370) e para o total de ANEs (P=0.615369 t= 0.510384), os testes
ndo apresentaram significancia.

Para o CN ndo houve significancia estatistica para MN (P=0.488423 U=
60.00000) e nem para as outras ANE, com os resultados dos testes para brotos nucleares
( P=0.193398 t=1.341641), células anucleadas (P=0.533198 t=-0.633095), nlcleo
entalhado(P=0.544293 T= 0.615882), nlcleo segmentado (P= 0.729035 U=66.00000),
nucleo reniforme (P=0.799835 T=0.256648), soma de ANEs (P=0.600100 t=0.531938)
e células binucleadas ndo apresentaram frequéncia.

Por fim, a comparacdo entre as frequéncias do controle positivo apontou que
houve recuperacao para nucleo entalhado (p= 0.001571, t=-3.60542; Figura 6), enquanto
micronucleo (p=0.061792 t=1.968055), células binucleadas (p=0.729035 u=66.00000),
brotos nucleares (p=0.414120 t=0.832414), células anucleadas (p=0.193398
t=1.341641), nucleo segmentado (p=1.000000 t=-0.000000), nucleo reniforme
(p=1.000000 t=0.00) e a soma de ANEs (p=0.173930 t=-1.40519) ndo foram

significativos.
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Figura 6: Comparacéo entre a frequéncia da soma das ANEs na C2(A), de micronucleos
na C3 (B) e de nucleo entalhado do CP (C) de girinos de ra-touro que foram expostos a

ARS com os girinos que foram submetidos ao periodo de recuperacéo.
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4.3.9 Frequéncia de micronucleos e outras anormalidades eritrocitarias em girinos

de ra-quatro olhos expostos a ARS

A exposicao dos girinos de ra-quatro olhos as concentracbes da ARS mostraram
que houve diferengas significativas para nucleo entalhado e para o total das ANES (exceto

micronucleo), considerando p<0,05 (Figura 7).

Os valores de média e desvio-padrdo da frequéncia de micronucleos e outras
anormalidades eritrocitéarias nucleares de girinos de rd-quatro olhos expostos ao residuo

estdo presentes na tabela 10.

Tabela 10. Valores de média e desvio-padrdo de MN e ANEs em eritrocitos de girinos
de ré-quatro olhos expostos ao residuo de suinocultura.

Tratamentos
MNeANES 1 (=12) c2(n=12) C3(n=12) CP(n=12) CN (n=10)

Microntcleo 0+0 0,08+0,28 0,5+0,79 0,25+0,45 0,1+0,31
Célula binucleada  0,25+0,45 0,5+0,67 1+1,04  0,58+0,68 0,5+0,97
Célulaanucleada  0,5+0,90 1,42+1,50 1,33+1,66 1,83+1,74 0,9+1,28
Nucleo Entalhado  0,45+0,47 1,08+1,44 2,66+1,92 3,58+5,19 0,6+1,26

Broto Nuclear 0,41+0,66 0,58+0,79 0,25+0,45 1,16+1,64 0+0

Nucleo segmentado 0,16+0,38 0,16+0,38 0,08+0,28 0,08+0,28 00
Nucleo reniforme 1+0,95 1,66+3,33 0,91+1,08 2,16+1,89 0,7+0,82
Total de ANEs 2,83t1,74 541+6,09 6,25+3,01 9,41+6,93 2,7+2,11

Valores de média£SD (desvio-padrao)

A presenca de nucleo entalhado (Hga, n=ssy =12,43982 p =,0144), que foi
significativa, apontou que houve diferenca significativa de C3 para C1 (p=0,0078) e C3
para CN (p=0,0063). A soma de ANEs também se mostrou significativa ((F,53=4,2213,
p=0,00486 ), no entanto o teste de Tuckey apontou que as diferencas foram entre o CP e
a C1 (p=0,007752) e CP e CN (p=0,010190).
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Figura 7: Frequéncia de nucleos entalhados (A) e total de ANEs (B) em girinos de ra-
quatro olhos entre os tratamentos, demonstrando os efeitos subletais do composto de

residuo de suinocultura.

Para a espécie nativa que foi exposta ao residuo de suinocultura, ndo foi
identificada diferenca significativa para a frequéncia de micronucleos (H( s, n= 58
=6,894966 p =0,1415), bem como para células binucleadas (F,53=1,4430, p=0,23277),
BUD’s (H( 4, n=58) = 8.1901 p=0.0849), células anucleadas (Fus53)=1,4482, p=,23112),
nacleo segmentado (H (4, n=58) =2,253205 p =,6893) e nucleo reniforme (Fa53=1,1816,
p=,32955).

4.3.10 Frequéncia de microndcleos e outras anormalidades eritrocitarias em girinos

de ré-quatro olhos que ficaram em periodo de recuperacéo
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Ap0s o periodo de recuperagdo dos girinos em agua limpa, os testes estatisticos
ndo apontaram que houve danos nucleares significativos considerando p<0,05. Portanto,
microndcleo (F@342=0,53346, p=0,66186), células binucleadas (Hn=46=4,166063, p
=0,2441), células anucleada (F@42=1,9173, p=,14144), BUDs (H@n=46=3,546512 p
=0,3148), entalhado  (F@42=,19195, p=0,90130),
(H@a,n=26=1,875000 p =0,5988), nucleo reniforme (F42=0,39053, p=,76042) e a soma
de ANEs (F.42) =0,93588, p=0,43186) ndo foram estatisticamente significativos.

nucleo nacleo segmentado

Os valores de média e desvio-padrdo da frequéncia de microndcleos e outras
ANEs de girinos de ra-quatro olhos que ficaram em recuperacdo em agua limpa estéo
apresentados na tabela 11.

E importante ressaltar que as laminas sanguineas do controle negativo e positivo
ndo coraram, mesmo apds varias tentativas de colora¢do. Portanto para efeito de
comparacao destes resultados, foram utilizados os dados dos girinos do controle negativo
de exposicdo. Nao foi utilizado nenhum dado de controle positivo, apenas do CN, C1, C2
e C3.

Tabela 11: Valores de média e desvio-padrdo de MN e ANEs em eritrécitos de girinos
de ra-quatro olhos que ficaram de recuperacdo em agua limpa ap0s serem expostos ao
residuo de suinocultura.

Tratamentos
MNeANES 1 (=12) c2(n=12) C3(n=12) CN (n=10)

Micronucleo 0,33+0,49 0,16+0,57 0,16+0,38 0,1+0,31
Célula binucleada 0,16+0,38 0,5+0,52 0,16+0,38 0,5+0,97
Célulaanucleada  0,5+0,79 1,75+1,71 1,16+1,26 0,9+1,28
Ndcleo Entalhado  0,91+0,99 0,83+1,11 0,75+0,62 0,6+1,26

Broto Nuclear 0,08+0,28 0+0 0,16+0,38 0+0

Nucleo segmentado  0,08+0,28 0,08+0,28 0+0 0+0
Nucleo reniforme  0,75+0,86 0,66+0,65  1+0,95 0,7+0,82
Total de ANEs 2,5+1,56 3,83+2,58 3,25+2,09 2,7+2,11

Valores de média+SD (desvio-padréo)

4.3.11 Recuperacao dos girinos de ra-quatro olhos (comparagéo entre a frequéncia

dos danos nucleares)

A comparacéo das frequéncias de micronucleos e outras ANEs ap0s tratamentos
em ARS e periodo de recuperacdo, apontou que para a C1, a frequéncia de micronucleo
u=48.00000), célula binucleada (p= 0.633323, t=-0.483779), BUD

(p=0.165858,
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(p=0.285477, u=53.50000), célula anucleada (p=1.000000, t=0.000000), nucleo
entalhado (p=0.242936, t=1.199913), nucleo segmentado (p=0.557466, t=-0.595683),
nacleo reniforme (p=0.508361, t=-0.672350) e a soma de ANEs (p=0.627809, t=-
0.491689) nao foram significativos.

Para C2, os testes também ndo apontaram nenhum p<0,05, sendo a frequéncia de
micronucleo (p=0.659093 t=0.447214), célula binucleada (p=1.000000 t=-0.000000),
BUD (p=0.083265 u=42.00000), célula anucleada (p=0.617532 t=0.506517), ndcleo
entalhado (p=0.639552 t=-0.474882), nucleo segmentado (p=0.557466 t=-0.595683),
nucleo reniforme (p=0.319669 t=-1.01816) e o total das ANEs (p=0.416517 t=-
0.828082) nao significativos estatisticamente.

No tratamento C3, as frequéncias de micronicleo (p=0.418924 u=58.00000),
broto nuclear (p=0.633323 t=-0.483779), células anucleadas (p=0.785556 t=-0.275431),
nicleo segmentado (p=0.328183 t=-1.00000) e ndcleo reniforme (p=0.843318
t=0.200000) ndo foram significativos. No entanto, células binucleadas ( p= 0.00278, t=-
2.589848), nucleo entalhado (p=0.008038, t=-2.91426) e a soma de ANEs (p=0.009782,
t= -2.82843) se mostraram significativas e apresentaram recupera¢do em comparagdo
com os individuos que foram expostos ao residuo de suinocultura (Figura 8).

Para o controle negativo e positivo ndo houve a contagem de MN e ANES, pois
houve dificuldade em se realizar a coloracdo das laminas sanguineas dos individuos que
ficaram de recuperacdo. Portanto, ndo foi possivel realizar as comparacGes com 0s

individuos do CN e CP durante o periodo de exposicao.
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Figura 8: Comparacdo entre a frequéncia de células binucleadas (A), nlcleo entalhado
(B) e o total de ANEs (C) da C3 de girinos de ra-quatro olhos que foram expostos a ARS

com os girinos que foram submetidos ao periodo de recuperagéo.
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4.4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos pela analise quimica da ARS apontam concentracfes de
metais pesados superiores as permitidas pela resolucdo do CONAMA 397/2008. Cabe
ressaltar que o residuo, no estado em que se encontrava, ja estava preparado para a
fertirrigacdo de lavouras das regides proximas a granja em que o residuo foi coletado. A
presenca de metais em grande quantidade, como obtida neste residuo, pode culminar com
0 acumulo de alguns elementos no solo como, por exemplo, o cobre, devido sua baixa
mobilidade (OLIVEIRA; MATTIAZZO, 2001). Além disso, para organismos sensiveis,
como 0s anuros, pocas artificiais que sdo formadas pela chuva e que sdo uma alternativa
de reproducao de anfibios, podem se tornar improprias para a sua manutengédo, caso haja

contaminacgdo do solo e da &gua por esses residuos.

Além disso, o0s girinos acumulam metais pesados mais facilmente que os
individuos adultos, possivelmente devido a sua pele semipermeavel e altamente
vascularizada, que permite a respiracao cutanea e o acimulo de poluentes ambientais nos
tecidos do animal, sejam eles oriundos da agua ou do solo. Uma vez que metais podem
bioacumular na cadeia alimentar, € importante monitorar a quantidade de metais que
entram na dindmica trofica da cadeia alimentar para prevenir possiveis consequéncias de
atividades antropogénicas dos setores agricolas e industriais (SINGH; DEY;
RAMANUJAN, 2016).

Contudo, deve-se levar em consideracdo que a dinamica destes elementos
potencialmente tdxicos é extremamente complexa, principalmente a longo prazo
(MESSIAS et al., 2007). Um estudo realizado por Ferreira et al. (2004) com Rana
catesbeiana mostrou que girinos expostos a cobre na concentracdo de 0.2 mg/L podem
bioacumular a mesma quantidade de cobre que girinos expostos a uma concentragdo 6
vezes superior (1.2 mg/L) ap6s 13 dias de experimento. Esses mesmos autores relataram
a mortalidade gradativa dos girinos do 5° ao 9° dia de exposi¢do ao cobre, em uma

concentragédo de 2.4 mg/L, que culminou com a morte de 100% dos girinos.

Portanto, aplicagdes frequentes da ARS no mesmo local, acima da capacidade
méaxima de retencdo de solutos no solo ou acima da absor¢do maxima das plantas, podem

fazer com que os nutrientes do residuo sejam lixiviados em corpos d’agua, tornando-se
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um poluente. Portanto, deve-se considerar, nesses casos, a quantidade e a frequéncia da
aplicacdo do residuo de acordo com o tipo de solo, composic¢do do residuo, condigdes
climéticas e a espécie de cultura que esta sendo plantada no local (ROSA et al., 2017a),
a fim de diminuir a porcentagem do residuo restante no local visto que até mesmo baixas
concentracdes podem bioacumular e, consequentemente, afetar os girinos e outros
organismos nao-alvos. Além do mais, 0 acimulo de Zn e Cu pode ser prejudicial até
mesmo para 0s agricultores visto que pode reduzir o crescimento e o rendimento das

lavouras a longo prazo (ROSA et al., 2017b).

Embora alguns estudos recomendam quantidades do residuo de suinocultura que
séo ideais para cumprir a demanda nutricional e incrementar a producdo em alguns
cultivos agricolas, como para milho (ROSA et al., 2017b), maracuja (CRUZ et al., 2008)
e forrageiras (braquiaria e capim-estrela) (OLIVEIRA, 2006), é importante considerar
também os seus lixiviados. Portanto, ao considerarmos as doses letal e subletal da ARS
neste estudo para girinos e as compararmos com doses que seriam recomendadas para
aumentar a producao e atender a demanda nutricional em lavouras como dos trabalhos
citados acima, percebe-se que o residuo poderéa ser prejudicial para estes anfibios, ja que
a dose letal para girinos deste residuo foi de apenas pouco mais de 6% da ARS e as
concentragdes subletais sdo ainda mais baixas, chegando a menos de 1%.

Assim, deve-se considerar a absorcao das plantas destes macros e micronutrientes
como um fator chave na fertirrigacdo da ARS para que ndo ocorra a acumulagdo ou
lixiviados do residuo acima da concentracdo letal encontrada neste trabalho. Para isto, é
necessario estudos com diferentes dosagens da ARS em diferentes tipos de culturas,
juntamente com a avaliacdo dos seus lixiviados, para a definicdo de doses corretas do

ARS a serem utilizadas.

Por meio do teste de comportamento natatdrio, no qual se avaliou a movimentacao
natatdria dos girinos, foi possivel constatar que, quando a agua era movimentada pelo
bastéo, os girinos de ré-touro expostos ndo tiveram um comportamento de modo normal,
como esperado e/ou encontrado no controle negativo, apontando alteragcdo na resposta ao
movimento da dgua/bastdo que simulava um predador. Em girinos de ra-quatro olhos, os
indices de natacdo alterada foram ainda maiores, ja que o que se ocorreu, principalmente
nas maiores concentracdes da ARS, além de ser observado o comprometimento da

motilidade, causou também a movimentacdo de forma lenta. Um fator que pode ter
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afetado o comportamento natatorio dos girinos € a temperatura média da agua em que 0s

animais estavam (tabelas 2 e 3).

As alteracGes comportamentais observadas podem ter significados ecoldgicos ja
que estes girinos estdo menos ativos e, consequentemente, mais visiveis aos predadores,
aumentando o risco de predagdo (PEREZ IGLESIAS, 2015). Este tipo de comportamento
conhecido como “morte ecologica” pode ocorrer apds a exposi¢ao a niveis mais baixos
de toxicidade, e mesmo que o animal ndo esteja aparentemente prejudicado pelo agente,
seu comportamento pode ter sido alterado e o animal pode ndo ser capaz de responder a
um estimulo normalmente em um contexto ecoldgico (SCOTT; SLOMAN, 2004). Por
isso, 0 uso de testes comportamentais integrados a toxicologia é importante para
compreender os efeitos de agentes xenobioticos, visto que, na maioria das vezes, a
contaminacdo ambiental acontece em concentragdes baixas e inferiores as concentragdes
que sdo causadoras de morte (PELTZER et.al, 2013).

Ainda sobre o comportamento dos girinos, o teste de preferéncia de substrato
mostrou que os girinos de rd-touro expostos as maiores concentracdes de residuo ARS
(C1 e C2) foram os que mais destoaram do controle negativo e preferiram o substrato de
fundo claro, até mesmo mais que os girinos do controle positivo, diferente do esperado
(preferéncia pelo o substrato de fundo escuro como meio de camuflagem). Estes
resultados sdo ainda mais visiveis nos experimentos realizados com os girinos de ra-
quatro olhos que, na maioria das vezes, preferiram o fundo claro, e que, em nenhum
momento (inclusive ap6s 0 movimento da dgua) demonstraram a preferéncia pelo fundo
escuro. Esse comportamento mostra que estes girinos estdo mais susceptiveis a serem
predados, pois possuem cor escura e ficam mais expostos quando em fundo claro. Embora
a variacdo das porcentagens seja pequena, no ambiente natural, se metade dos girinos de
uma desova tiverem este tipo de comportamento e forem predados a perda para aquela
espécie pode ser grande considerando que ha espécies de anfibios ameacadas de extingédo
e a energia gasta com a reproducdo, visto que em anuros, principalmente as fémeas
investem em um esforgo reprodutivo (MAZZARELLI, 2015)

AlteracBes comportamentais podem ser induzidas por uma disfungdo neuroldgica
provocada pela exposicao a substancias toxicas (SCOTT; SLOMAN, 2004). Esse efeito
pode estar associado a inibicdo de colinesterases (ChEs) ja que a interrupcdo da fungéo
normal do sistema nervoso pode afetar o desempenho locomotor ou a fungdo muscular
dos girinos (PAYNE et al.1996; PELTZER et al., 2013), pois, quando as ChEs séo
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inibidas, o excesso de neurotransmissor acetilcolina (ACH) que, normalmente, seria
degradado pela enzima acetilcolinesterase (AchE) em colina e &cido acetico
(BALLESTEROS et al., 2009) se acumula, atuando como um neurotransmissor do
musculo no sistema nervoso somatico, causando inicialmente hiperatividade e espasmos
musculares, seguido de atividade reduzida e paralisia, e entdo insuficiéncia respiratéria e
morte (WALKER et al. 2001; PELTZER et al., 2013).

Ao considerar 0os metais pesados do residuo como agentes prejudiciais em
organismos aquaticos e causadores dessas alteracdes comportamentais, sabe-se que 0
cobre reduz os niveis de dopamina/serotonina (DE BOECK et al.., 1995) e, aliado a isto,
um estudo realizado com girinos de ré-touro expostos a metais pesados (Cu, Cd e Zn)
avaliando a atividade de ChEs mostrou que combinacdes como Cu+Cd (1:1) e Zn+Cu+Cd
(1:1:1) em 16 dias inibiram de 36 a 43 vezes mais a atividade da AChE quando comparado
com o grupo controle e que também estes metais combinados diminuiram
significativamente a atividade de AChE em comparagdo com o0s metais aplicados
sozinhos e com o tempo de exposicdo, sendo 16 dias comparados com 2 dias
(CARVALHO et al., 2017).

No ambiente natural, deve-se atentar ao risco do residuo ndo apenas como o unico
agente causador de alteracdes comportamentais visto que também, dependendo do tipo
de cultivo, ocorre a utilizacdo de fungicidas, pesticidas, herbicidas e inseticidas que
podem potencializar os efeitos prejudicais e também provocar alteracdes
comportamentais, como ja demonstrado por PELTZER et al. (2013), que expos girinos
de Hypsiboas Pulchellus (Anura: Hylidae) ao herbicida glufosinato de amonio. Nesse
estudo, foram relatados impactos da exposicdo ao herbicida no comportamento dos

girinos, incluindo prejuizos as atividades natatorias e as atividades das colinesterases.

O teste de micronucleo e outras ANES mostrou alterac6es significativos (p<0,05)
nos girinos de ra-touro para frequéncia de microndcleo e de nucleo entalhado, enquanto
0s girinos de ra-quatro olhos apresentaram significancia apenas para frequéncia de ndcleo
entalhado. Portanto, estes resultados confirmam que o residuo possui potencial para danos
genotoxicos e que o teste de micronucleo e outras anormalidades sdo biomarcadores
eficientes na deteccdo do dano deste residuo. No entanto, neste tipo de residuo, é dificil
mensurar qual componente é o causador do dano toxicoldgico, devido as suas interacdes.

O nitrogénio amoniacal por exemplo, pode ter sido um dos causadores da toxicidade da
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ARS, mas no ambiente natural o nitrogénio apresenta uma dinamica complexa, traduzida
por grande mobilidade no solo e por diversas transformacdes em reacdes mediadas por
microrganismos, como 0 processo de nitrificacdo levando ao nitrito e nitrato, ou
desnitrificacdo levando ao gés nitrogénio (ANDRADE, 2009; VASCONCELOS, 2012),
com isto € importante saber a demanda nutricional do tipo de lavoura em que se esta
utilizando a ARS, ja que a toxicidade mediada por este componente pode ser evitada com

isto.

A contaminacdo e poluicdo ambiental por metais pesados, como 0s metais
encontrados neste residuo, € conhecida por ser prejudicial a organismos aquaticos devido
a sua toxidade, contribuindo com o declinio de populacdes de animais afetados (ALI,
KHAN; ILAHI, 2019).

Metais pesados como Cu, Fe, Zn e Mn sdo essenciais para alguns organismos, mas
em concentracdes baixas. A deficiéncia ou o excesso destes pode causar doengas ou
condicBes anormais, pois se tornam toxicos além de certos limites (ALI, KHAN; ILAHI,
2019). Além disso, os metais pesados sdo cancerigenos, mutagénicos e teratogénicos,
sendo considerado perigosos devido, principalmente, a trés caracteristicas: persisténcia,
bioacumulacgéo e toxicidade (ALI, KHAN; ILAHI, 2019).

Uma exposicao cronica realizada com girinos de L. catesbeianus com minério de
ferro, ferro e manganés resultou na acumulacdo destes metais nos tecidos dos girinos,
além de afeta-los morfologicamente, afetou também o desenvolvimento, provocou danos
genotdxicos e efeitos bioquimicos associados a uma condicdo de estresse oxidativo
induzido por metal (VERONEZ et al., 2016).

Marcantonio (2005) exp0ds girinos de ré-touro ao sulfato de cobre e de zinco e
verificou através de testes hematoldgicos e de letalidade que os girinos apresentaram
menor tolerdncia ao cobre associado ao zinco quando comparado com o Cu e Zn
separadamente, mesmo com dose sub-letal do Cu+Zn (2mg/L(1:1)) sendo menor que a
dose do Cu (2,2mg/L) e do Zn(2,78mg/L) separadamente, indicando um efeito sinérgico

aumentando a toxicidade dos elementos e sensibilidade dos organismos.

Os resultados dos testes que mostraram que as alteragdes significativas foram
observadas na C2 e C3 em girinos de ra- touro e na C3 em girinos de ré-quatro olhos,
contrariando o esperado, ou seja, que a C1, que € a maior concentracdo, causasse mais

danos. Isso pode ser explicada ao considerar 0os metais pesados como agentes causadores
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de toxicidade, pois a quantidade de fezes encontradas proporcionalmente no fundo das
bandejas conforme o nivel da concentragdo mostra que o metabolismo digestivo pode ser
considerado um eficiente mecanismo de desintoxicagdo de metal em organismos
aquaticos (FERREIRA et al., 2004).

Além disto, um estudo recente expondo girinos de ra-touro a agua do Rio Lujan,
na Argentina, que continha concentracGes de metais pesados acimas do permitido pelas
diretrizes da secretaria de recursos hidricos, mostrou que 0s girinos expostos a agua que
continha a maior concentracdo de metais pesados ndao foram 0s que apresentaram a
frequéncia de micronucleo significativa quando comparada com o CN, e sim 0s girinos
que foram expostos as concentracfes menores (OSSANA; SALIBIAN, 2013). Os autores
atribuiram isto a dureza da agua que, na concentracdo maior na qual a dureza da agua foi
mais alta, diminuiu a toxicidade dos metais, porque a toxicidade dos metais esta
inversamente relacionada com a dureza da 4gua (OSSANA; SALIBIAN, 2013). Isto se
deve ao fato de os metais serem complexados com carbonatos de calcio e magnésio
tornando-se muito menos disponivel para absor¢cdo no organismo dos girinos
(ALABASTER, LLOYD, 1980). Portanto, suponha-se que os carbonatos de calcio e
magnésio agem como um agente quelante na complexacdo (reacdo que envolve um ion
metalico e um agente ligante), aumentando a eliminacdo pelo organismo e diminuindo a
absorcdo por impedir a ligacdo dos metais a moléculas alvos, ou seja, diminuindo a
toxicidade (APOSHIAN et al. 1995).

Para o presente estudo, ndo foi avaliado a dureza da dgua. Portanto, apenas supde-
se que a dureza da agua possa ter influenciado na baixa toxicidade da ARS nas
concentracdes maiores. Cabe ressaltar que um dos efeitos provocados pelos agentes
quelantes é a excrecdo como forma de eliminacdo dos metais pelo organismo
(APOSHIAN et al. 1995) e isso pode estar relacionado com os individuos expostos a C1

e C2 em que foi observado aumento na quantidade de fezes.

Outro bioensaio, utilizando girinos de Lithobates catesbeianus expostos a duas
concentragfes de sulfato de cobre, apontou significancia estatistica (p<0,05) para
alteracdo na frequéncia de MN na concentracdo maior (0.4mg/L) nas primeiras 24 horas
quando comparado ao CN. No entanto, apds 48 horas de exposicao, a concentragdo menor
(0.2mg/L) foi a que causou a maior frequéncia de MN (ROCHA, 2011). OSSANA et al.,
(2010) que também expuseram girinos de L. catesbeianus a duas concentra¢des (2mg/L

e 3mg/L) de cobre por 96 horas descobriram que a frequéncia de MN foi



49

significativamente maior estatisticamente (p<0,05) na concentracdo menor quando

comparado com o CN.

Ambos 0s autores ndo explicam o motivo da frequéncia de MN ser maior em
concentragdes menores. Portanto, embora essa genotoxicidade do cobre seja comum em
doses mais baixas, ainda ndo se tem uma explicagdo assertiva sobre o possivel fator que

provoca estes resultados em girinos.

Analisando-se os resultados dos experimentos com girinos que ficaram em
recuperacdo, foi possivel verificar que os girinos de ré-touro ainda continham danos
significativos quando comparados com o CN para ndcleo entalhado, células anucleadas e
para soma das anormalidades, todos estes considerando a C2. Estes resultados mostram
que o periodo de recuperagdo para 0s girinos de ra-touro pode nao ter sido suficiente para
recupera-los dos danos citogenéticos provocados pelo residuo. Isso ocorre principalmente
ao se analisar os resultados da recuperacdo comparados com 0s girinos expostos ao
residuo, mostrando que para C1 e C2, a frequéncia do dano para nucleo entalhado e para
o total de ANEs foi maior na recuperacdo do que na exposi¢cdo. No entanto, para
micronulcleo na C2 e C3 houve recuperacdo. Portanto, esses resultados demonstram a
importancia da utilizacdo de mais de um biomarcador para a avaliacdo de um poluente
ambiental, pois, em ambiente naturais, 0s contaminantes estdo presentes, geralmente,
como misturas complexas e ndo existe um unico biomarcador que possa fornecer um
diagndstico completo. Portanto, o uso de um conjunto de biomarcadores pode ser til para
avaliar as varias respostas de um organismo sob o estresse de uma mistura de poluentes
(OSSANA, CASTANE; SALIBIAN, 2013).

Os girinos de rd-quatro olhos que ficaram em recuperacdo ndo apresentaram
nenhum dano significativo. J& a comparacdo dos girinos expostos com 0s de recuperacao
apontou gue na C3 houve recuperacdo para células binucleadas, ntcleos entalhados e para
a soma das anormalidades. Estes resultados mostram que o0 que 0s girinos de P. nattereri
sdo organismos que embora tenham sofrido danos citogenéticos como efeito do residuo,
reafirmando a toxicidade ja visto em girinos de ra-touro, sdo organismo mais resistentes
que os de ra-touro para este residuo. Este efeito pode ter ocorrido pelo fato de que os
girinos de P. nattereri terem sidos retirados de uma desova no meio natural, diferente da
ré-touro que foi criada em cativeiro. Portanto, a ré-quatro olhos por ser uma espécie

generalista e ja ocupar ambiente antropizados se reproduzindo em pocas que
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possivelmente podem estar contaminadas, seja de ARS ou de outros compostos, possui

maior resisténcia a contaminagédo da ARS.

4.5 CONCLUSAO

O residuo de suinocultura foi capaz de provocar danos citogenotoxicos em girinos
de L. catesbeianus e de P. nattereri, sendo que 0s girinos de ra-touro mostraram-se ser
organismos mais sensiveis ao residuo que os girinos de rd-quatro olhos e as 96 horas de
periodo para reversdo dos danos ndo foram suficientes para recupera-los de todos os danos

provocados pelo residuo.

Ainda sdo necessarios estudos que avaliem os efeitos do residuo de suinocultura
no crescimento e desenvolvimento, além de anormalidades morfoldgicas e alteracdes
fisioldgicas nos girinos para um diagndstico de toxicidade mais eficaz e ser possivel
definir o efeito de dose-dependéncia do residuo. Também é necessario que haja um teste
de toxicidade crénico para avaliar os efeitos do residuo a longo prazo. No entanto, de
imediato, este trabalho se mostrou capaz de avaliar o potencial de dano citogenotdxico
do residuo de suinocultura em girinos de duas espécies a curto prazo e mostrar o risco
que o uso sem controle deste residuo pode provocar a organismos importantes como 0s

anfibios.
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5. CAPITULO 2

AVALIACAO GENOCITOTOXICA EM MODELO VEGETAL: EFEITOS DA
AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA PROCESSADA POR

BIODIGESTOR EM MERISTEMAS DE CEBOLA (Allium cepa) E ALFACE
(Lactuca sativa)
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RESUMO

A agricultura em conjunto com a industria sdo importantes fontes de poluentes que
provocam um impacto negativo na qualidade do meio ambiente. Assim, a dgua residuaria
de suinocultura processada em biodigestor (ARS), que tem sido utilizada para fertirrigar
lavouras, pode se tornar um poluente ambiental em fungdo da quantidade de metais
pesados presentes. O objetivo deste capitulo foi avaliar a toxicidade da ARS no
crescimento e no ciclo celular de sementes de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa
(cebola). Para isto, bioensaios com sementes de cebola e alface foram realizados a partir
da exposicdo das sementes dos referidos modelos a quatro concentra¢fes de ARS por 72
horas, seguidas de analises macroscépicas e microscopicas. Os resultados apontaram que
para A. cepa, houve inibicdo no crescimento da raiz, diminuicdo do indice mitoético e
diferengas significativas para o surgimento de aderéncias cromossdmicas, um tipo de
alteracdo cromossOmica, apontando entdo citotoxicidade e genotoxicidade para a ARS.
Para L. sativa ndo foi possivel observar nenhum efeito genotdxico ou citotéxico da ARS.
Estes resultados apontam que A. cepa € um modelo de teste mais sensivel que L. sativa
para este tipo de residuo, e que a ARS possui potencial toxicolégico para provocar
alteracdes cromossdmicas e anormalidades nucleares que podem afetar o crescimento e
desenvolvimento das plantas, possivelmente pela producdo de espécies reativas de
oxigénio que provocam um estresse oxidativo na planta, desregulando seu sistema de
defesa antioxidante. Com isto, conclui-se que o teste de Allium cepa apresentou
sensibilidade adequada para a avaliagdo da citogenotoxicidade da ARS, bem como
também apresentou boa correlacdo com os testes desenvolvidos com modelos animais

realizados no primeiro capitulo.

Palavras-Chave: Alterac6es cromossdmicas; Citotoxico; Genotoxico; Ecotoxicologia.
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ABSTRACT

Agricultural and industry are important sources of pollutants, which may cause negative
impact in environment. The swine wastewater processed in biodigester (SWB), which has
been used for crops fertigation, is a potential pollutant, depending the amount of heavy
metals available in the waste. The aim of this chapter was to evaluate the toxicity of SWB
in the growth and cell cycle of two model plants: Lactuca sativa and Allium cepa.
Thereby, bioassays were performed by exposing seeds of the referred models to four
concentrations of SWB for 72 hours, followed by macroscopic and microscopic
evaluations. Regarding A. cepa, we observed growth root inhibition, decrease in mitotic
index and significant differences in appearance of chromosomal adhesions, a type of
chromosomal alteration, indicating cytotoxicity and genotoxicity of SWB; while for L.
sativa, it was not possible to observe any genotoxic or cytotoxic effect of SWB. These
results indicate that A. cepa is a more sensitive than L. sativa for this residue, and that
SWB has toxicological potential that may cause chromosomal changes and nuclear
abnormalities that can affect plant growth and development, possibly due to production
of reactive oxygen species that cause oxidative stress in plants, unbalancing its
antioxidant defense system. Thus, we concluded that the A. cepa test presented adequate
sensitivity for the evaluation of cytotoxicity of SWB, as well as presented a good

correlation with the tests developed with animal models performed in the first chapter.

Keywords: Chromosomal alteration; Citotoxic; Genotoxic; Ecotoxicology;
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5.1 INTRODUCAO

A agricultura, em conjunto com a industria, sdo importantes fontes de agentes
poluentes que provocam um impacto negativo na qualidade do meio ambiente
(ROSCULETE et al. 2018). Em granjas suinas, a maior parte das fezes é usada como
fertilizante do solo devido a riqueza em nitrogénio, fésforo e matérias orgénicas, que
auxiliam o crescimento das plantas, além de alterar as propriedades fisicas e quimicas do
solo (DAO; SCHWARTZ, 2010). No entanto, a quantidade de metais pesados nas fezes,
resultado da adicdo de sais minerais na alimentacéo, desperta preocupacdes a respeito dos
potenciais riscos desse residuo para o solo e a seguranca alimentar na agricultura (FENG
et al., 2018; CANG et al. 2004).

Ao considerar as diferentes técnicas de avaliacdo de toxicidade, 0s bioensaios
citogenéticos vegetais sdo uma importante ferramenta para identificar os efeitos
citogenotdxicos. Estes bioensaios, realizados com ponta de raiz (meristema), sdo
amplamente utilizados para avaliar os efeitos biologicos de substancias simples ou
compostas em organismos complexos e sdo considerados uma ferramenta importante na
identificacdo dos efeitos de determinadas substancias no ciclo celular e também a nivel
cromossémico (SOUSA et al. 2010, CAMPOS et al. 2008, DRAGOEVA et al. 2008;
ANDRADE-VIEIRA et al. 2014).

Os bioensaios em modelos vegetais apresentam caracteristicas desejaveis como
rapidez no crescimento, baixo custo, alta sensibilidade e boa correlacdo com os modelos
animais e estdo sendo amplamente utilizados em estudos de prospeccdo de efeitos de
poluentes ambientais (LEME; MARIN-MORALES, 2009). O teste com Allium cepa
(cebola) tem sido comumente usado, com uma ampla aplicacdo (compostos quimicos,
metais pesados, residuos industriais ou domésticos, agua de rios, entre outros) e com
resultados satisfatorios quando comparados com outros sistemas testes, seja com células
eucaridticas ou procaridticas (FERETTI et al. 2007). Este modelo também € utilizado
para avaliar a toxicidade por meio de analises macroscopicas, mediante a mensuracdo do
comprimento das raizes (FISKESJO, 1985) e analises microscépicas por meio do indice
mitético, das aberragdes cromossémicas, anormalidades nucleares e microndcleo
(LEME; MARIN-MORALES, 2009). A planta modelo Lactuca sativa (alface) destaca-
se em ensaios de germinacao e crescimento, pois, apresenta germinacao rapida e uniforme
(DOS SANTOS et al. 2018), além de mostrar sensibilidade e eficacia adequada para a

analise dos parametros citogenéticos, o que a torna um modelo excelente para analises
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macroscopicas e microscopicas (ANDRADE et al., 2010; ANDRADE-VIEIRA et al.,
2014).

Em 2013, a producdo de residuo a partir de fezes de suinos foi cerca de 670
milhdes de toneladas, representando 45% do total de residuos da pecuéria (QIAN et al.,
2018). Portanto, verifica-se que o residuo de suinocultura contribui com quase metade
dos poluentes liberados no meio ambiente pela producdo animal. Levando em
consideracdo que sdo escassos estudos a respeito dos efeitos ecotoxicoldgicos desse
residuo, uma avaliacdo citogenética e genotdxica dos efeitos deste residuo faz-se
necessaria e urgente, de forma a criar subsidios para futuras recomendagdes de uso na
agricultura. Com isto, o objetivo deste capitulo foi de avaliar a toxicidade da agua
residudria de suinocultura processado pelo biodigestor (ARS) no crescimento e no ciclo

celular de sementes de L. sativa e A. cepa.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Modelos vegetais utilizados nos bioensaios

Para a realizacao dos testes e analises acerca do potencial citotoxico e genotdxico
do residuo de suinocultura em células vegetais, sementes de cebola (Allium cepa L.) e de
alface (Lactuca sativa L.) foram utilizadas como sistema teste nos bioensaios realizados.
As sementes foram adquiridas em revendas de distribuicdo de insumos (no municipio de
Quirinopolis — Goids), sendo escolhidas a alface cultivar ‘Venerada’ — Feltrin Sementes
(ORD:532508) e a cebola cultivar ‘Roxa’ — Isla Pak (Lote:111955-007-52).

5.2.2 Residuo de suinocultura

A ARS processada pelo biodigestor foi coletada em uma granja comercial no
municipio de Rio verde — Goias, Brasil, tendo sido mantida em um barril plastico de 200
litros, em temperatura ambiente, por aproximadamente 8 meses. Antes da realizacdo dos
experimentos foram realizadas analises da composic¢ao quimica do residuo, incluindo os
macros e micronutrientes, no laboratério Solotech Cerrado, situado em Rio Verde —
Goiés, Brasil (tabela 1).

5.2.3 Delineamento dos bioensaios
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Foram utilizadas quatro solucdes da ARS (C1=100%, C2=75%, C3=50% e
C4=25. Para a concentracdo de 100% foi utilizado o residuo puro, j& para a concentragdo
de 75%, foi usado 750mL do residuo e 250mL de agua destilada, enquanto para a
concentracdo de 50% utilizou-se 500mL de agua destilada e 500mL de residuo e por fim,
na concentracdo de 25% foi utilizado 250mL do residuo e 750mL de agua destilada. As
diluicbes foram feitas a partir do residuo puro (100%) pois a ARS ¢é utilizada para a
fertirrigagdo sem nenhuma diluicdo, portanto, a intencdo foi de verificar se as

concentragdes utilizadas nessa pratica podem ou néo ser toxicas para as plantas.

O experimento de germinagdo de sementes de cebola foi montado em
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), no qual as sementes germinaram, em
cinco repetices e cada repeticdo consistia em uma placa de Petri com vinte e cinco
sementes colocadas sobre papel de germinacdo. As placas foram mantidas em B.O.D. a
25°C. Para o controle negativo (CN) foi utilizado 4gua destilada e para o controle positivo
(CP) foi usado a Trifluralina a 0,84ppm, um herbicida ja conhecido por provocar
anormalidades em A. cepa (FERNANDES et al. 2007).

As sementes de alface foram germinadas sobre papel de germinacdo umedecido
com 5mL das diluicdes da ARS, em placas de Petri por 72 horas, enquanto as sementes
de cebola foram germinadas primeiramente em papel de germina¢do umedecido em 5ml
de agua destilada por 72 horas e, ap6s a germinacdo, as plantulas foram expostas as
concentracdes do residuo e aos controles por mais 72 horas. Esta diferenca na exposicao
dos dois tipos de sementes deve-se ao fato de as sementes de cebola utilizadas neste
trabalho demandarem maior tempo para o inicio da germinacdo e, também, ao fato de ter
ocorrido contaminacdo das sementes por fungos durante o processo de germinagdo. Em
decorréncia disso, optou-se por germinar separadamente e selecionar as sementes de

cebola ndo contaminadas por fungos.

Foram expostas 125 sementes de cebola e 150 de alface a cada concentracdo da
ARS e dos controles. Essa maior quantidade de sementes de alface deve-se ao fato de elas
serem mais frageis e, portanto, mais susceptiveis a perda do meristema radicular, portanto
25 sementes de alface de cada tratamento ndo foram medidas com o intuito de preservar

0 meristema para as avaliagdes microscopicas.

Ao fim do periodo de exposi¢do & ARS, as raizes foram fixadas em uma solucéo

de alcool metilico e &cido acético (3:1) por trés trocas de 10 minutos cada e armazenadas
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em freezer (-20 °C) até o momento da confeccdo das laminas para as andlises

citogenéticas.
5.2.4 Analises macroscopicas

As sementes foram medidas diariamente durante o periodo de exposicéo para se
calcular o indice de crescimento e a porcentagem de germinacgdo. Para isto, as sementes
foram enumeradas através de um sistema numeérico feito com o papel de germinacéo e
diariamente as sementes eram colocadas em um papel cartdo preto e fotografadas
juntamente com uma régua para servir de referéncia (Fig.1). A medicdo foi realizada com

auxilio dos softwares MyRoot v.5.0 e ImageJ v.1.522,
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Figura 1. (A) Sistema de marcacdo numérica das sementes durante o experimento. (B)

Fotografia das raizes a ser utilizada para a medi¢do do comprimento.

Foram escolhidos 100 individuos de cada espécie que apresentaram dados
confiaveis para serem utilizadas para o levantamento destes dados, sendo excluidos 25
daqueles que apresentaram fungos, quebras na raiz durante 0 manejo ou a ndo germinacgao

durante todo o processo.
5.2.5 Andlises microscopicas

Para avaliar a citogenotoxicidade do residuo, as raizes, ap6s fixadas, foram
lavadas trés vezes em agua destilada, e hidrolisadas em HCI 1 M por 8 minutos (alface)
ou por 16 minutos (cebola) em temperatura ambiente e em seguida, lavadas novamente
por mais trés vezes, também em agua destilada. Para o preparo das laminas, os meristemas
radiculares foram dissociados, corados com trés gotas de Orceina Acética (2%) por 10

minutos, cobertos com laminula e esmagados.
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Foram utilizados de trés a oito individuos de réplicas diferentes para cada
concentracdo e foram contabilizadas 5.000 células por tratamento, partir das quais foram
mensurados 0s seguintes parametros: (i) indice mitético (M), calculado a partir da razdo
entre o numero de células em divisdo (Profase, Metafase, Anafase e Tel6fase) e 0 nimero
total de células observadas; (ii) a frequéncia de aberracdes cromossdmicas (pontes,
fragmentos, quebras cromossdmicas, perdas cromossoémicas c-metafases, aderéncias,
entre outros), micronucleos e anormalidades nucleares, conforme levantado por Leme e
Marin-Morales (2009).

Exemplos de alteragBes cromossdmicas e anormalidades nucleares encontradas

nos individuos de A. cepa e L. sativa estdo dispostas na figura 2.

Figura 2. Alterages cromossdmicas e anormalidades nucleares encontradas em celulas
meristematicas de cebola e de alface. Nucleo normal (A), préfase (B), metafase (C),
anafase (D), teléfase (E), microndcleo na interfase (F), micronucleo na profase (G), ponte
cromossdmica na tel6fase (H), ponte cromossémica na anafase (1), c-metéafase (J), quebra
e perda cromossémica na metafase (K), broto nuclear (L), perda cromossémica na anafase
(M), quebra cromossémica na anafase (N) e aderéncias cromossdmicas (O-P).

5.2.6 Andlises estatisticas
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Para as analises estatisticas dos pardmetros macroscopicos e microscopicos
obtidos a partir de sementes expostas ao residuo de suinocultura, primeiramente foi feito
o teste normalidade dos dados teste de Levene, (p>0.05) e em seguida utilizada ANOVA
One-Way quando os dados eram paramétricos e o teste KrusKal-Wallis quando néo
paramétricos. No entanto, em primeiro momento, quando os dados mostravam-se ser ndo
paramétricos, eles eram submetidos ao Log (X+1) e testado a normalidade novamente.
Os testes post hoc utilizados foram o Teste de Tukey e o teste de Student Newman Keuls.

As anélises foram realizadas no Statistica 7 e o teste de Student Newman Keuls
no BioEstat v.5.0. Para os parametros macroscépicos, os testes foram aplicados
considerando o comprimento das raizes diariamente e todos os dias juntos, sendo que nas
raizes de cebola foi-se subtraido o valor inicial de germinacdo antes da exposi¢do ao
residuo, ou seja, subtraiu-se a diferenca do comprimento da cebola germinada com agua
destilada dos valores de comprimento da cebola expostas durante os trés dias. J& para os
parametros microscopicos, os testes foram aplicados considerando a frequéncia das
alteracdes cromossémicas, anormalidades nucleares e micronucleos, sendo considerado

cada parametro separadamente. Em todos os casos, p<0,05 foi considerado significativo.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Analises quimicas do residuo

Os resultados referentes a quantificacdo dos macro e micronutrientes presentes na
ARS estdo dispostos na tabela 1. O residuo avaliado, mesmo ap6s 8 meses de coletado,
apresentou valores para nitrogénio, cobre e zinco acima dos padres previstos pelo
CONAMA naresolucdo n°397/2008 que estabelece as condicdes e padrdes de langamento
de efluentes, como por exemplo, nitrogénio, cobre e zinco.
Tabela 1. Macronutrientes, micronutrientes e outros parametros do residuo de

suinocultura processado pelo biodigestor, juntamente com os valores permitidos pelo
CONAMA 397/2008.

Macronutrientes,

Micronutrientes e outros Valores
parametros
Residuo CONAMA
Nitrogénio 2,4 g/lL 20,0 mg/L
Fosforo 0,05 g/L -

Potassio 0,30 g/L -
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Calcio 0,03 g/L -
Magnésio 0,04 g/L -
Enxofre 0,03 g/L -
Matéria Orgéanica 0,08 g/L -
Ferro 10,74 mg/L 15,0mg/L
Manganés 0,58 mg/L 1,0 mg/L
Cobre 2,16 mg/L 1,0 mg/L
Zinco 5,10 mg/L 5,0 mg/L
pH 8,77 -
Densidade 1000 g/L -
Massa Seca 0,33% -

5.3.2 Anédlises do crescimento das raizes de alface (Lactuca sativa L. )

Os dados do comprimento das raizes de L. sativa ndo atenderam os pressupostos
do teste de Levene (p>0,05), portanto, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para todos
os dias de exposicdo. O teste estatistico para 24 horas de exposicao foi significativo (H (
5, N= 600) =157.3873; p =0.000; Figura 3) e o teste de Student-Newman-Keuls apontou
diferencas significativas (p<0,05) entre o CNe C1,CNeC2,CNeC3,C1eC3,Cle C4,
CleCP,C2eC4,C2eCPeC3eC4,C3eCP,C4eCP.Os valores de media e desvio-

padrdo estédo dispostos na tabela 2.

A alteracdo no comprimento das raizes expostas por 48 horas ao residuo de
suinocultura foi significativa (H (s, n= s00) =145.5685; p =0.000; Figura 3), sendo que o
teste post-hoc apontou significancia (p<0,05) entre CN e C1,CNe C2,CNe C4,CN e
CP,CleC2,CleC3,CleC4,C1eCP,C2eC3,C2eC4,C3eC4,C3eCPeC4eCP.
Para as raizes expostas por 72 horas tambem houve significancia (H @, n= s00) =
=179.5394; p =0.000; Figura 3), sendo que o teste post-hoc mostrou diferencas
significativas (p<0,05) entre CNe C2, CNe C3,CNeC4,Cle C2,CleC3,Cle C4,
CleCP,C2eC3,C2eC4,C3eC4,C3eCPeC4eCP.



67

0.35

0.3 A

0.25

0.2

0.1 I
0.05 Lo ]

Comprimento das raizes (cm)

CN C1 Cc2 C3 Cc4 CP

08 — [ ]

06 I =R

0.4

Comprimento das raizes (cm)

-0.2

CN C1 Cc2 C3 Cc4 CP

3.5

25 E‘:‘

Comprimento das raizes (cm)
\
|
B
|
!

05

CN C1 c2 C3 C4 CcP

Concentractes

Figura 3. Comprimento das raizes de L. sativa ap0s 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas

(C) de exposicgdo as concentracdes de ARS.
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5.3.3 Analises do crescimento das raizes de cebola (Allium cepa)

Os dados do comprimento das raizes de A. cepa se mostraram heterogéneos, e por
isso, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para as comparagdes dos dados referentes a
todos os dias de exposi¢cdo. Para as raizes com 24 horas de exposicdo, o0 teste apontou
significancia( H s, n= s00) =146,4555; p =0,000; Figura 4) e o teste de Student Newman
Keuls apontou diferencas significativas (p<0,05) entre 0 CN e C1, CN e C2, CN e C3,
CNeC4,CNeCP,CleC2,CleC3,CleC4,CleCP,C2eC3,C2eCP,C3eC4e
C4 e CP. Os valores de média e desvio-padréo estao dispostos na tabela 2. Para as raizes
expostas por 48 horas a ARS, houve significancia (H(s, n= s00) =83.07075; p =0.0000;
Figura 4), sendo que o teste post-hoc mostrou diferencas significativas (p<0,05) entre CN
eCl,CNeC3,CNeCP,CleC2,CleC4,C2eC3,C2eCPeC3eC4,C3eCP,C4e
CP. Por fim, as raizes expostas por 72 horas ao residuo também apresentaram alteracdes
de crescimento significativas (H (s, n=s00) =115.2461; p =0.000; Figura 4 ), sendo que 0
teste post-hoc mostrou diferencas significativas (p<0,05) entre CN e C1,CNe C2,CNe
C3,CNeCP,Cl1eC2,CleC3,CleC4,CleCP,C2eCP,C3eCPeC4eCP.

5.3.4 Indice mitotico dos meristemas de alface e cebola

O indice mitotico representa a frequéncia, em porcentagem, de células em divisdo
(Préfase, Metéfase, Anafase e Telofase) a partir das 5.000 células analisadas de cada

tratamento.

O indice mitdtico dos individuos de L. sativa estdo dispostos na tabela 3,
juntamente com a porcentagem de células em divisdo (mitose), alteracGes cromossémicas
e alteracBes nucleares. Os dados de frequéncia de células em divisdo dos individuos de
alface foram submetidos a ANOVA e o teste ndo apontou diferencas significativas (F,
24=,23711, p=0,94220).



Tabela 2. Valores de média e desvio-padrdo do comprimento das raizes de A. cepa e L. sativa expostas a ARS.

) Tratamentos
Espécie/Horas de
. C1 C2 C3 C4 CN CP
exposicao
(n=100) (n=100) (n=100) (n=100) (n=100) (n=100)
L. sativa (24 horas) 0,003+0,020 0,007+0,023 0,045+0,093 0,105+0,132 0,151+0,180 0,130+0,108
L. sativa (48 horas) 0,276£0,248 0,476+0,311 0,817+0,519 1,046+0,588 0,654+0,308 0,542+0,343
L. sativa (72 horas) 0,968+0,555 1,325+0,604 1,857+0,885 2,404+0,900 1,087+0,435 1,258+0,506
A. cepa (24 horas) 0,110+0,131 0,322+0,158 0,286+0,235 0,357+0,227 0,412+0,209 0,268+0,170
A. cepa (48 horas) 0,512+0,312 0,697+0,323 0,601+0,376 0,910+0,688 0,805+0,394 0,427+0,226
A. cepa (72 horas) 0,934+0,534 1,208+0,526 1,193+0,662 1,394+0,776 1,393+0,583 0,622+0,311

Valores de média + Desvio-padréo
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(C) de exposigéo as concentragdes da ARS.
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Tabela 3. indice mitético e porcentagem das diferentes fases do ciclo celular e alteragdes
cromossomicas/anormalidades nucleares de L. sativa.

Ciclo celular

Concentragdo .M.
Interfase Profase Metafase Anafase Tel6fase Alter./Anorm.

C1 444% 951%  2,2% 1,1% 0,4% 0,8% 0,4%
C2 5,02% 94,6%  2,8% 0,9% 0,4% 1% 0,3%
C3 53% 945%  2,6% 1,4% 0,4% 0,9% 0,2%
C4 43% 955%  1,6% 1,2% 0,4% 1,1% 0,2%
CN 52% 946%  3,3% 0,7% 0,4% 0,8% 0,2%
CP 49% 949%  15% 1,4% 0,5% 1,5% 0,2%

I.M. — Indice mitético

O indice mitdtico dos individuos de A. cepa estdo dispostos na tabela 4,
juntamente com a porcentagem de células em divisdo (mitose), alteragdes cromossémicas
e alteracBes nucleares. A soma da frequéncia de células em divisdo dos individuos de
cebola foram submetidos a ANOVA que apontou significancia (r, 28=5,1173, p=,00186,
Figura 5) entre os individuos da C3 e CN (p=0.000726) e da C4 e CN (p=0.020280).

Tabela 4. indice mitético e porcentagem das diferentes fases do ciclo celular e alteragdes
cromossdmicas/anormalidades nucleares de A. cepa.

Ciclo celular
Concentracdo |.M.
Interfase Profase Metafase Anafase Teléfase Alter./Anorm.

C1 6,9% 92,3% 3,6% 0,9% 0,6% 1,8% 0,8%
Cc2 7,6% 91,9% 6% 0,3% 0,3% 1% 0,5%
C3 3% 96,7% 2,46%  0,08% 0,06% 0,4% 0,3%
C4 72%  92% 4,5% 0,8% 0,4% 1,5% 0,8%
CN 8,4% 91,2% 5% 0,9% 0,6% 1,9% 0,4%
CP 7,8% 91,6% 4,7% 0,6% 0,5% 2% 0,6%

I.M — Indice mitético
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Figura 5. Frequéncia de células em divisdo (Profase, Metafase, Anafase e Teldfase) de
A. cepa submetidos ao teste de ANOVA.

5.3.5 AlteracGes cromossdmicas, micronucleos e anormalidades nucleares em alface

Nos individuos analisados de L. sativa foram encontradas aderéncia
cromossdmica, anafase com ponte, c-metafase, metafase com quebra cromossdémica,
metafase com perda cromossémica, microntcleo no periodo interfasico e broto nuclear
(Figura 2).

Os valores de média e desvio-padrdo das anormalidades encontradas estdo

dispostos na tabela 5.

Alteracbes cromossémicas, como aderéncia cromossdmica ndo foram
significativas (H (s, n= 30) =10,63333, p =0,0592), assim como anafase com ponte
cromossomica (F (s, 24) =,49412, p=,77741), c-metafase (H (5, n=30) =7,518519, p =0,1848),
metafase com quebra cromossomica (H (s, n=30) =5,000000, p =0,4159) e metafase com

perda cromossémica (Hs, n=30) =3,222222, p =0,6658).
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Para as anormalidades nucleares, a frequéncia de micronucleo em celulas
interfasicas ndo foi significativa (F, 24=2,1205, p=,09767), assim como brotos nucleares
(Hs, N=30) =4,142857, p =0,5290).

5.3.6 Alteragdes cromossdmicas, micronucleos e anormalidades nucleares em cebola

Nos individuos analisados de A. cepa foram encontradas anafase e tel6fase com
ponte cromossdmica, c-metafase, broto nuclear no periodo interfasico, aderéncia
cromossémica, anafase e metafase com quebra cromossémica, anafase com perda

cromossémica e micronucleo no periodo interfasico e de préfase (Figura 2).

Os valores de média e desvio-padrdo das anormalidades encontradas estdo

dispostos na tabela 6.

Os resultados da frequéncia de alteracBes cromossémicas que ndo foram
significativos (p>0,05) de acordo com os testes estatisticos, foram: (i) anafase com ponte
cromossémica (Fi, 28) =1,6813, p=0,17184); (ii) c-metéfase (F@, 280 =0,35623,
p=0,87384); (iii) tel6fase com ponte cromossdmica (H (s, n=34) =8,292571 p=0,1408); (iv)
anafase com quebra cromossomica (H (s, n=34) =3,948214 p=0,5569); (v) metafase com
quebra cromossémica ( H @, n= 34 =1.9889 p=0.8507); e (vi) anafase com perda
cromossomica (H (s, n=34) =3,250000 p =0,6615).

No entanto, a frequéncia de aderéncia cromossdmica foi significativa (H (s, n= 34)
=15,06008 p =0,0101; Figura 6) de acordo com o teste, com as diferencas significativas
entre C1e C3,C1eCN,C2eC3,C2eCN,CPeC3eCPeCN.

Para as anormalidades nucleares encontradas, a frequéncia de broto nuclear no
ndcleo interfasico ndo foi significativa (F (s, 28) =0,27936, p=0,92052), bem como a de
micronucleo no periodo de profase (H s, n= 34 =5,929524 p =0,3131). No entanto, a
presenca de micronucleo no periodo interfasico foi significativa (F (s, 28) =2,6142,

p=0,04625, Figura 6) com diferencgas significativas entre a C1 e C2.



74

~

réncia cromossomica

(A%}
T

| = | .

C1 c2 C3 C4 CN CPp

Concentracdes

Frequéncia de Cél. com ade

w
o
|
1

w
o

N
&)

-
(%]
T

-
T

o
n
1
I

o
1
I

frequéncia de Cél. Interfasicas com MN
N

©
o

]
-
T

]
=
(4]

Cl C2 C3 C4 CN Cp
Concentragoes
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micronucleos na interfase (B) encontradas nos individuos de A. cepa expostos as

concentragdes de ARS.
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Tabela 5. Valores de média e desvio-padrao das alteracdes cromossémicas e anormalidades nucleares encontradas em L. sativa expostas a ARS.

Alter. Cromossdmicas / Tratamentos
Anorm.Nucleares C1 (n=5) C2 (n=5) C3 (n=5) C4 (n=5) CN (n=5) CP (n=5)
Anéafase com ponte 0,6+0,54 0,6+0,54 0,6+0,54 0,2+0,44 0,6+0,54 0,4+0,54
Aderéncia cromossémica 0,8+0,83 1,2+1,09 0,2+0,44 0,2+0,44 0+0 1,2+083
C-metéafase 0+0 0+0 0,2+0,44 0,4+0,54 0+0 0+0
Metafase com quebra cromossémica 0+0 0+0 0,2+0,44 0+0 0+0 0+0
Metéafase com perda cromossémica 0+0 0,2+0,44 0,2+0,44 0+0 0,2+0,44 0+0
Interfase com micronucleo 2,4+1,81 1,4+1,14 0,6+0,89 1+1,41 0,8+0,83 0,2+0,44
Interfase com broto nuclear 0,2+0,44 0+0 0+0 0,2+0,44 0+0 0+0

Valores de média £ desvio-padrédo

Tabela 6. Valores de média e desvio-padréo das alteragcGes cromossdmicas e anormalidades nucleares encontradas em A. cepa expostas a ARS.

Alter. Cromossdmicas / Tratamentos
Anorm.Nucleares C1 (n=5) C2 (n=6) C3 (n=8) C4 (n=7) CN (n=3) CP (n=5)
Anéfase com ponte 0,8+0,83 1+2 0,25+0,70 1,42+1,39 2,66+2,88 0,8+0,83
Aderéncia cromossdmica 2,6+1,67 2,5+1,76 0,125+0,35 1,42+1,98 0+0 2,4+15
C-metafase 0,4+0,54 0,16+0,40 0,125+0,35 0,142+0,37 0,33+0,57 0,4+0,89
Tel6fase com ponte 0,2+0,44 0+0 0+0 0,42+1,13 0,66+0,57 0,2+0,44
Anafase com quebra cromossémica 0+0 0+0 0+0 0,14+0,37 0+0 0,2+0,44
Metafase com quebra cromossémica 0,4+0,54 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Anafase com perda cromossémica 0+0 0+0 0,125+0,35 0+0 0+0 0+0
Interfase com broto nuclear 0,4+0,89 0,33+0,51 0,125+0,35 0,28+0,75 0+0 0,2+0,44
Interfase com micronucleo 3+1,87 0,33+0,51 1+1,06 1,28+1,38 212 1,2+1,09
Profase com micronucleo 0,2+0,44 0+0 0+0 0,28+0,48 0,33+£0,57 0+0

Valores de média + desvio-padrao
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5.4 DISCUSSAO

Os resultados referentes as analises de nutrientes do residuo mostram que, mesmo
apos 8 meses, o residuo possui niveis altos de metais pesados como o cobre e 0 zinco,
sendo esses valores acima do estabelecido pelo CONAMA na resolucédo 397/2008. Com
isso, pode-se inferir sobre o potencial da ARS para a poluicdo de efluentes ou de solos.
Os metais pesados podem ser toxicos para as plantas, animais e humanos, até mesmo em
concentracdes relativamente baixas (SHAHID et. al., 2014), como por exemplo o cobre,
que possui concentragdo toxica para plantas a partir de 0.02 mg/kg™(YE; BAKER;
WONG, 2003). No entanto, esta toxicidade geralmente est4 associada a concentracoes
maiores do que os diferentes organismos necessitam, ou outros parametros como o solo,
0 tempo de exposicao, dispersao, e a presenc¢a ou auséncia de outros elementos que podem
agravar a toxicidade (ELEKES et al., 2010). Com isto, os efeitos quimicos, bioldgicos e
fisiologicos da exposicdo das plantas a metais pesados sdo motivo de crescente
preocupacédo, ja que possuem potencial de se acumular e entrar na cadeia alimentar
(SARMA et al. 2011; SHAHID et al. 2014).

Os metais pesados, além serem altamente persistentes, ndo sdo degradados
facilmente por atividade microbiana (BIEL-MAESO et al., 2019), sdo ubiquos e néo-
biodegradaveis (WU et. al, 2016). Nas plantas, as mudancas nas atividades fisiologicas
sdo direta e indiretamente afetadas pelo acimulo de metais pesados, que alteram as taxas
metabdlicas normais (GRATAO et al. 2019; NATASHA et al. 2019). A contaminacio
nas plantas por metais pesados pode provocar um forte estresse oxidativo devido a um
desiquilibrio entre o sistema de defesa antioxidante e a superproducéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) em diferentes compartimentos celulares, levando a ruptura da
membrana (peroxidacdo lipidica) e a desnaturacdo de proteinas e &cidos nucleicos, que
pode afetar negativamente processos metabolicos importantes, como a fotossintese
(GRATAO et al. 2019).

Ap0s as 72 horas de exposigédo, percebe-se que as concentracdes da ARS C4 e
C3sdo as que apresentaram maior influéncia no crescimento médio das raizes, inclusive
havendo diferenca significativa em relacdo ao CN em L. sativa. As sementes expostas a
C1 foram as que tiveram o menor crescimento em L. sativa, sendo significativamente
menores gque as outras expostas a outras concentracdes da ARS e em A. cepa, a C1 foi a
segunda concentracdo que apresentou menor crescimento das raizes, embora ndo tenha

havido diferenca em relacéo as demais concentragdes de ARS e até mesmo do CN.
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O trabalho de Tiquia et al. (1996), que expds sementes de seis espécies de plantas
a extratos aquoso do residuo de suinocultura extraidos de pilhas em compostagem,
apontou que o crescimento de duas espécies foram significativamente inibidas no inicio
da exposicao quando o extrato estava mais concentrado, e também apontou fitotoxicidade
(mediante os resultados dos testes de germinacao e crescimento das raizes) durante os
primeiros 14 dias de compostagem. O referido autor relaciona a toxicidade observada a
presenca de cobre, zinco e nitrogénio amoniacal, ja que estes diminuiram com o passar
dos dias de compostagem. O autor também revela que a taxa de germinacéo e crescimento
das raizes alcancaram o grupo controle conforme os dias de compostagem iam se
passando, ou seja, conforme os niveis de Cu, Zn e nitrogénio amoniacal iam abaixando o

crescimento das raizes foram se igualando com o grupo controle.

Portanto, neste trabalho, o efeito do nitrogénio amoniacal pode ter influenciado na
fitotoxicidade da ARS. No entanto, em areas agricolas, ao ocorrer a fertirrigacdo das
lavouras com ARS, o nitrogénio amoniacal é oxidado pelas bactérias oxidadoras de
amonia (como do género Nitrosomonas) em nitrito e posteriormente é consumido pelas
bactérias oxidadoras de nitrito (como as do género Nitrobacter), produzindo nitrato
(ZOPPAS et al. 2016; OLIVEIRA, 2012). Portanto, saber a demanda de N pelas culturas
que receberdo a fertirrigacdo é de extrema importancia, pois do contrario, poderéa resultar
em perdas significativas de N por lixiviacdo, e se tornar um contaminante das aguas
superficiais e até do lencol freatico (MINOGUE et al. 2012).

Testes expondo sementes de Brassica Chinensis L. a lodo de esgoto (composto
semelhante a ARS por ser rico em cobre, nitrogénio, fosforo e zinco) e ao residuo de
suinocultura também mostraram que os indices de germinacdo e crescimento radicular
aumentaram conforme as concentracGes de metais diminuiram (MIAOMIAO et al. 2009).
Portanto, esses resultados corroboram com os resultados obtidos no presente estudo, no
qual concentracBes menores de ARS, como a C3 e C4 utilizadas neste trabalho sdo

melhores para a germinacao e crescimento das plantas.

O trabalho de Gerber et al. (2017), que avaliaram a fitotoxicidade da agua
residudria de suinocultura processado pelo biodigestor e do residuo in natura, (sem ser
processado extraido de um abatedouro) em sementes de alface (Lactuca sativa) e pepino
(Cucumis sativus) por 48 horas, mostrou que a porcentagem do crescimento das raizes e
do indice de germinacgéo nas sementes de ambos foram melhores com a ARS do que com

o residuo in natura, embora, somente para o alface os testes apontaram essa significancia
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estatistica. O referido autor aponta fitoxicidade tanto do residuo in natura quanto da ARS
ao considerar o indice de germinagdo abaixo de 80% e alerta que o ARS néo pode ser
usado para fins agricolas na concentragdo em que se encontrava. Os resultados do trabalho
supracitado apontam que a germinacdo das sementes de alface expostas ao residuo in
natura foi significativamente menor quando comparadas com o controle negativo. No
entanto, quando se comparou a germinacdo de sementes de alface no residuo tratado
(ARS) com o grupo controle (expostos a agua destilada), ndo houve diferenca
significativa na taxa de germinacdo. Com isso, 0s autores demonstraram que o residuo de

suinocultura pode ser prejudicial ou ndo, conforme a composicéo e concentracao.

E importante ressaltar que no presente estudo, apds 72 horas de exposi¢do das
raizes de alface a C1, nao foi possivel verificar diferencas significativas no crescimento
qguando comparada com o controle negativo. Além disso, as sementes expostas aos
tratamentos C2, C3 e C4 apresentaram maior crescimento das raizes em comparagdo com
0 CN, indicando um possivel efeito de hormese, que ocorre quando substancias toxicas,
em doses menores, estimulam o desenvolvimento vegetal (CALABRESE; BALDWIN,
2002). Nesse sentido, a ARS em concentracfes menores, como na C3 e C4 deste estudo
promovem maior o crescimento das raizes. Nos individuos de A. cepa a C4 ndo
apresentou diferencas estatisticas quando comparada com o CN, ou seja, para estes

individuos a dose mais baixa e 0 CN provocam o crescimento de forma igual.

No entanto, para A. cepa a C1, C2 e C3 provocaram reducéo significativa no
crescimento da raiz (em relacdo ao CN), o que mostra que a ARS inibe o crescimento
radicular da cebola em doses maiores, indicando que o residuo possa causar danos no
DNA (genotoxicidade) e, possivelmente, afeta o processo mitético, o que representa uma

das principais ameacas ao crescimento radicular (QIN et al. 2015) .

Os diferentes resultados do crescimento entre A. cepa e L. sativa apontam que o
ARS é mais fitotoxico para o crescimento de A. cepa. Arambasi¢ et al. (1995), que
testaram diferentes metais (Pb, Cu e Zn), fenol e sddio em 3 diferentes espécies (Allium
cepa, Lepidium sativum e Daphnia magna) apontou que o Cu foi o promoveu maior
inibicdo do crescimento das raizes de A. cepa, mostrando que esta espécie é sensivel para
testes de poluentes ambientais, principalmente com metais. Além de mostrar também que
0 Cu é um poluente mais tdxico que o zinco, pois inibiu mais o crescimento das raizes

dos individuos testados.
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O decréscimo significativo do indice mitético em A. cepa indica citotoxicidade,
como aponta Marin-Morales et al. (2009). Portanto, pode-se inferir que a ARS neste
estudo provocou citotoxicidade para A. cepa. O IM significativamente inferior que o CN
é indicativo de alteracbes derivadas de agdes quimicas que afetam o crescimento e o
desenvolvimento do organismo exposto, € o IM significativamente maior que o CN
aponta a uma proliferacdo celular desordenada, podendo levar & formacdo de tecidos
tumorais (HOSHINA, 2002). No caso do presente estudo, para L. sativa ndo houve
diferencas significativas entre os IM das concentracdes utilizadas comparadas com o
grupo controle. Mas, para A. cepa, C3 e C4 apresentaram um IM significativamente
menor que 0 CN, mostrando que embora a C3 e C4 tenha apresentado melhor crescimento
para L. sativa e ndo tenha se diferenciado do CN no crescimento das raizes de A. cepa,
essas concentracfes mesmo sendo em doses menores ainda sdo citotoxicas e prejudiciais
para A. cepa. Ja as sementes expostas a C1 e C2 podem ter sofrido o efeito inverso, no
qual houve uma proliferacdo celular desordenada ja que ndo houve diferencas
significativas entre estas concentracdes e o CN. Por fim, a exposic¢do aguda pode ndo ter
sido o suficiente para avaliar este parametro, necessitando de uma exposi¢ao prolongada

para a avaliacdo melhor do indice mitético.

Os biomarcadores de genotoxicidade utilizados no presente trabalho apontaram,
para A. cepa, toxicidade em C1 e C2 em comparacdo com o CN para aderéncias
cromossomicas. Esses resultados estdo de acordo com os estudos de Fiskesjo (1998) com
individuos de A. cepa expostos a diferentes metais (Cu, Ni, Cd, Be, Al, Mn, Li e Hg)
mostram a presenca marcante de aderéncias cromossdmicas e poucas c-metéfases para
cobre, bem como ocorreu neste estudo, além de apontar também o cobre como metal mais

toxico considerando o valor da concentracao subletal.

O trabalho de Yildiz et al. (2009) com teste de A. cepa expostos duas diferentes
concentracdes de metais pesados (sulfato de cobre e cloreto de cobalto) também apontou
a presenca de aderéncias cromossémicas, pontes, perdas e quebras cromossémicas, assim
como as encontradas neste presente estudo. Yildiz et al. (2009) mostraram, também, que
0 Cu apresentou maior frequéncia de alteragdes cromossémicas entre os dois metais,
sendo que as duas doses de Cu foram significativamente genotdxicas quando comparado
com o controle negativo e que existe um efeito de dose-dependéncia para os metais
testados, assim como os testes estatisticos deste estudo apontam significancia para C1l e

C2 com aderéncias cromossomicas. As doses de Cu utilizadas por Yildiz et al. (2009)
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foram de 1,5 mg/L e 3 mg/L e embora, esta ultima seja maior que as doses deste trabalho,
a C1 e C2 deste trabalho sdo as que mais se aproximam destas doses e foram as
concentragcdes em que se observou resultados significativos para aderéncia

cromossémica.

As alteragbes cromossdmicas sdo provocadas por alteracbes na estrutura
cromossémica ou no numero de cromossomos, sendo que alteragdes na estrutura podem
ser causadas por quebras de DNA, inibicdo da sintese de DNA e/ou modificacdo na
replicacdo do DNA, indicando um agente clastogénico (quebras cromossdmicas e pontes)
(SABEEN et al. 2019). Enquanto alteragdes numéricas sao provocadas por segregacao
anormal dos cromossomos (aneuploidia e poliploidia), indicando um agente aneugénico

(aderéncias, c-metaféses, atrasos e perdas cromossomicas) (SABEEN et al. 2019).

A aderéncia cromossdmica é um reflexo de efeitos altamente toxicos, geralmente
irreversivel e que provavelmente leva a morte celular (LIU et al. 1992). Ela pode também
levar a formacéo de pontes cromossdmicas por causa da ndo disjun¢do dos cromossomos

com aderéncia durante a separa¢do da anafase (SABEEN et al. 2019).

A genotoxicidade induzida por metais pesados nas células vegetais € um
fendmeno complexo, e 0s mecanismos que desencadeiam esse processo ainda ndo sao
bem conhecidos, embora se discuta que o dano induzido no DNA por metais pesados ndo
ocorre de forma direta, mas pela producdo desiquilibrada de ERO levando a planta a um
estresse oxidativo que provoca danos ndo s6 ao DNA, mas também a proteinas e
lipidios.(SHAHID et al. 2014)

E importante ressaltar também que houve a presenca de mais alteragdes
cromossdmicas do que anormalidades nucleares, o que indica que o residuo possui alta
genotoxicidade visto que alteragdes cromossdmicas estdo, geralmente, associadas com
danos no DNA, enquanto anormalidades nucleares, como por exemplo, microntcleo,
geralmente, estd associado com danos nos cromossomos e distirbios no processo mitético
(FERETTI et al. 2007).

Resultados do trabalho de Marcato-Romain (2009) apontaram que a ARS, se
comparado com o residuo in natura, possui uma toxicidade aguda menor, confirmando
toxicidade para a matéria organica em fezes in natura, mas que a genotoxicidade do ARS

estd associada com a presenca de Cu e Zn. Portanto, a redugdo de Cu e Zn na
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suplementacéo alimentar dos porcos seria uma maneira de controlar o impacto ambiental
destes compostos (MARCATO et al. 2008).

5.5 CONCLUSAO

A ARS em modelos vegetais provou-se ser genotoxica e citotoxica através da
inibicdo do crescimento de A. cepa, assim como a diminui¢do do indice mitético e a
formacéo de alteracGes cromossémicas. O teste de A. cepa também se mostrou sensivel

para a avaliacdo da citogenotoxicidade da ARS.
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6. CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos contribuirdo como uma importante ferramenta de avaliagédo
dos possiveis riscos ambientais do residuo acerca do potencial toxico, citotoxico,
genotdxico e mutagénico que até o momento eram desconhecidos, além de fornecer
informagdes de concentracdes viaveis para o uso do residuo no meio ambiente como
fertilizante, colaborando para possiveis futuras legislacdes de uso e manejo do residuo de

suinocultura processado pelo biodigestor.

Os resultados do primeiro capitulo em que a ARS se mostrou genotdxica para
modelos animais com girinos, se comparados com os resultados do segundo capitulo,
pode-se dizer que o teste A. cepa apresenta boa correlacdo com testes para aferir

citogenotoxicidade em modelos animais.



