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RESUMO

USO DE DEJETOS BOVINOS E SUINOS COMO FERTILIZANTES: AVALIACAO
DOS EFEITOS ECOTOXICOLOGICOS EM MINHOCAS Eisenia andrei

AUTORA: Daiane Weiss
ORIENTADORA: Barbara Estevao Clasen
COORIENTADOR: Ramiro Pereira Bisognin

A producdo global de suinos e bovinos, embora desempenhe papel importante na economia,
pode gerar impactos ambientais significativos, por exemplo, associados aos dejetos gerados na
producdo intensiva de animais. Este estudo objetiva investigar o impacto ecotoxicologico em
minhocas expostas a solos fertilizados historicamente com dejetos de suinos e bovinos, bem
como os efeitos de longo prazo das aplicagbes no solo (argissolo). A metodologia incluiu
andlise de caracteristicas fisico-quimicas do solo e avaliacdo de biomarcadores nos animais,
como: capacidade antioxidante contra radicais peroxil (ACAP), superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), peroxido, espécies
reativas de oxigénio (ERO), carbonilacdo de proteinas, substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS), acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). As
minhocas foram expostas aos seguintes tratamentos: Controle (CT), Dejetos Liquidos de
Bovinos (DLB), Dejetos Liquidos de Suinos (DLS) e Cama Sobreposta de Suinos (CSS),
durante 28 dias, com avaliacdo dos biomarcadores em 14 e 28 dias, sendo 0s ensaios realizados
em quadruplicata. A andlise estatistica incluiu os testes de Kruskal Wallis e ANOVA com nivel
de significancia de p < 0,05. Os resultados revelaram uma interag¢do entre os tratamentos com
dejetos, 0 solo e as minhocas. O aumento nos niveis de K, Ca, Mg, Cu, Zn e Mn em DLB sugere
um ambiente mais fértil, mas também mais propenso ao estresse oxidativo. As enzimas
antioxidantes (SOD e CAT) mostram o0 aumento da atividade no decorrer do tempo, mostrando
uma resposta adaptativa ao dano oxidativo TBARS e carbonilagdo proteica, indicando um
quadro de estresse oxidativo. Nesse cenario, 0 aumento de AChE e a inibicdo de BChE indicam
possiveis efeitos neurotoxicos. Em DLS os niveis de P, K, Cu e Zn, mostram aumento na
atividade das enzimas antioxidantes (ACAP, SOD, CAT e GST), da atividade colinérgica
(AChE), inibicdo de GPx e BChE, aumento de H202 e manutencdo dos indices dos demais
marcadores de dano oxidativo. A presenca de Ni em niveis mais altos também pode te
contribuido para a toxicidade e o estresse oxidativo observados. O aumento na atividade de
BChE pode ser uma resposta adaptativa para contrabalancar a atividade elevada de AChE e
tentar restabelecer o equilibrio neuroldgico.CSS tem os niveis mais altos de CoT, NT, CTC,
Cu, Zn e Mn. Esses fatores levam a um aumento significativo na atividade das enzimas
antioxidantes e nos marcadores de dano oxidativo, sugerindo um alto nivel de estresse
oxidativo. O mesmo efeito observado para as colinesterases em DLS foi observado neste
tratamento. Esses resultados indicam a alteragdo do funcionamento de enzimas relacionadas a
funcdo neuroldgica nos organismos. O aumento na atividade das enzimas antioxidantes ao
longo do tempo nos tratamentos com dejetos mostra uma adaptacdo ao dano oxidativo
ocasionado pela via das glutationas, principalmente pela GST regenerando a GSH, com
possiveis efeitos neurotoxicos e estresse oxidativo observados nos diferentes tratamentos.
Logo, a aplicagdo de dejetos ao longo do tempo em solo pode impactar negativamente as
minhocas, prejudicando suas funcgdes ecologicas e afetando a salde e a biodiversidade do
ecossistema como um todo.

Palavras-chave: Biomarcadores. Esterco de animais. Estresse oxidativo. Oligoguetas.
Neurotoxicidade.



ABSTRACT

USE OF BOVINE AND SWINE MANURE AS FERTILIZER: ASSESSMENT OF
ECOTOXICOLOGICAL EFFECTS ON Eisenia andrei EARTHWORMS

AUTHOR: Daiane Weiss
ADVISOR: Béarbara Estevao Clasen
CO ADVISOR: Ramiro Pereira Bisognin

The global production of pigs and cattle, although playing an important role in the economy,
can generate significant environmental impacts, such as those associated with waste generated
in intensive animal production. This study aims to investigate the ecotoxicological impact on
earthworms exposed to soils historically fertilized with pig and cattle waste, as well as the long-
term effects of soil applications (argisol). The methodology included the analysis of soil
physicochemical characteristics and the evaluation of biomarkers in animals, such as:
antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP), superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), hydrogen peroxide (H20>),
reactive oxygen species (ROS), protein carbonylation, thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), acetylcholinesterase (AChE), and butyrylcholinesterase (BChE). Earthworms were
exposed to the following treatments: Control (CT), Liquid Cattle Manure (DLB), Liquid Swine
Manure (DLS), and Swine Deep Bedding (CSS), for 28 days, with biomarker evaluation at 14
and 28 days, with tests conducted in quadruplicate. Statistical analysis included Kruskal-Wallis
and ANOVA tests with a significance level of p < 0.05. The results revealed an interaction
between manure treatments, soil, and earthworms. The increase in levels of K, Ca, Mg, Cu, Zn,
and Mn in DLB suggests a more fertile environment but also more prone to oxidative stress.
Antioxidant enzymes (SOD and CAT) show increased activity over time, indicating an adaptive
response to TBARS oxidative damage and protein carbonylation, indicating oxidative stress. In
this scenario, the increase in AChE and inhibition of BChE indicate possible neurotoxic effects.
In DLS, levels of P, K, Cu, and Zn show increased activity of antioxidant enzymes (ACAP,
SOD, CAT, and GST), cholinergic activity (AChE), inhibition of GPx and BChE, increased
H>02, and maintenance of other oxidative damage markers. The presence of Ni at higher levels
may have contributed to the observed toxicity and oxidative stress. The increase in BChE
activity may be an adaptive response to counterbalance the elevated AChE activity and try to
restore neurological balance. CSS has the highest levels of CoT, NT, CTC, Cu, Zn, and Mn.
These factors lead to a significant increase in antioxidant enzyme activity and oxidative damage
markers, suggesting a high level of oxidative stress. The same effect observed for
cholinesterases in DLS was observed in this treatment. These results indicate changes in the
functioning of enzymes related to neurological function in organisms. The increase in
antioxidant enzyme activity over time in waste treatments shows an adaptation to oxidative
damage caused by the glutathione pathway, mainly by GST regenerating GSH, with possible
neurotoxic effects and oxidative stress observed in the different treatments. Therefore, the
application of waste over time in the soil can negatively impact earthworms, impairing their
ecological functions and affecting the health and biodiversity of the ecosystem as a whole.

Keywords: Biomarkers. Animal manure. Oxidative stress. Oligochaetes. Neurotoxicity.
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1 INTRODUCAO

No cenario global, a producdo de suinos e bovinos possui grande relevancia na
economia, evidenciando um crescimento continuo para atender a demanda por carne. ProjecGes
recentes apontam para a producdo de, aproximadamente, 1.249.740 milhdes de suinos e
288.865 milhdes de bovinos, com destaque para paises como China, Estados Unidos, Unido
Europeia, india e Brasil (USDA, 2024). Esses nimeros destacam a contribuicéo significativa
dessas matrizes para o abastecimento global de carne, ressaltando a demanda continua por
produtos de origem animal e a importancia econdmica do setor.

Contudo, é crucial reconhecer que a producdo intensiva de animais pode gerar impactos
ambientais, sendo a gestdo adequada dos dejetos um desafio associado a matriz produtiva
(BARROS et al., 2019; CARDOSO et al., 2015). A aplicacdo continua dos dejetos na forma de
fertilizantes organicos é uma pratica comum na agricultura, especialmente em éareas de
producdo animal intensiva, e seus efeitos podem ser positivos ou negativos (ADAMS et al.,
2020; OLIVEIRA FILHO et al., 2020; GUAN et al., 2018; MENEZES et al., 2017).

A fertilizacdo com dejetos traz efeitos positivos ao fornecer nutrientes essenciais como
nitrogénio, fosforo e potéssio, aumentando a fertilidade do solo, melhorando sua estrutura,
aumentando a capacidade de retencdo de &gua e a atividade da fauna edéafica (HU et al., 2015;
ADAMS et al, 2020; MARCHEZAN et al, 2020; LOURENZI et al., 2021,
QASWAR et al., 2022). Contudo, a aplicacdo excessiva ou inadequada ao longo do tempo pode
acarretar efeitos negativos, como o acimulo de metais, farmacos e outros xenobi6ticos no solo
(ZHAO et al., 2014; GUAN et al., 2018; GUO et al., 2018), facilitar processos de salinizacao,
alterar as comunidades edaficas (ZHANG et al., 2014; MARTI et al., 2016; XUN et al., 2016;
HOU et al., 2022; LIU et al., 2021), promover a contaminacdo da &gua subterranea pela
lixiviacdo de nutrientes e gerar impactos diretos e indiretos a producdo agricola
(CARDOSO; ZHAO et al, 2014; OYAMADA; MAGNO DA SILVA, 2015
MARTI et al., 2016; SANTOS et al., 2016; BARROS et al., 2019), representando riscos para a
salde humana, meio ambiente e a economia.

Relacionado a isto, outro fator que corrobora a preocupagéo sobre os efeitos da aplicagcéo
¢ a variedade de compostos presentes nos dejetos. Alguns despertam interesse especial devido
ao potencial impacto ambiental e a relevancia para a saude coletiva, incluindo metais como
cobre, zinco, chumbo e cadmio e farmacos. Quando incorporados nos solos por meio da
fertilizacdo agricola, esses elementos representam potenciais riscos de contaminagdo podendo

ser biomagnificados, bioacumulados ou transportados através da cadeia alimentar (DE



12

CONTlet al., 2016; CAMOTTI BASTOSet al., 2018; ARAUJOet al., 2019;
BENEDET et al., 2019; GUO et al., 2018; XIE et al., 2022), expondo diversos organismos as
substancias presentes. Portanto, esta € uma preocupacdo multidisciplinar que exige uma
abordagem cuidadosa relacionada a gestdo e constatacdo no solo, haja vista que a aplicacédo
continuada pode resultar na contaminagdo do solo, da 4gua, dos alimentos, risco de resisténcia
microbiana e de toxicidade dos metais, impactos a fauna edafica e, a longo prazo, o
comprometimento da seguranca alimentar e a salde publica (ZHAO et al., 2014;
GUO et al., 2018; WANG et al., 2020; XIE et al., 2022).

Dentre 0s organismos que compdem a fauna edafica, as minhocas pertencem a um grupo
da macrofauna, sendo essenciais para processos de aera¢do do solo, decomposicao da matéria
organica e ciclagem de nutrientes, melhorando e facilitando as condi¢fes para o crescimento
das plantas e a saude do ecossistema. Esses animais se mostram sensiveis as alteracdes nos
habitats e podem ser utilizados como bioindicadores. Portanto, qualquer interferéncia realizada
no ambiente representa um risco potencial para a satde e o equilibrio do ecossistema, além de
trazer impactos na fertilidade do solo e impactos indiretos na producédo agricola e a economia
(UWIZEYIMANA et al., 2017; NADOLNY et al., 2020).

Para avaliar potenciais distdrbios em organismos, € possivel recorrer aos biomarcadores
de estresse oxidativo, que sdo parametros mensuraveis que indicam a presenca ou intensidade
do estresse causado por estimulos ou substancias externas ao organismo. Esses biomarcadores
abrangem produtos de oxidacdo de lipidios, proteinas ou acidos nucleicos, juntamente com
enzimas antioxidantes e compostos reativos ao oxigénio, presentes em praticamente todas as
formas de vida, desempenhando um papel crucial no equilibrio dos processos biol6gicos
(TAN et al., 2014; MARKAD et al., 2015; LAMMERTYN et al., 2021; BAPAT et al., 2022;
BORGES et al., 2022). O estresse oxidativo surge a partir de um desequilibrio entre a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante do organismo para
neutraliza-las. Embora as ERO sejam naturalmente geradas durante a respiracdo celular, sua
producéo pode ser intensificada em resposta a estimulos externos, como exposicao a poluentes,
radiacdo ultravioleta e substancias quimicas, principalmente os metais, resultando em um
desequilibrio metabdlico (BEZERRA etal., 2004; CLASEN et al., 2014). Os metais contribuem
para 0 estresse oxidativo ao catalisar a formacdo de radicais livres, interferir na funcéo
mitocondrial, inativar antioxidantes e induzir enzimas pro-oxidantes. Eles causam danos diretos
ao DNA, proteinas e lipidios, além de ativar vias inflamatdrias que aumentam a producéo de
ROS (HENKLER, BRINKMANN e LUCH, 2010; VALKO et al., 2006)
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Assim, o uso de biomarcadores permite compreender os efeitos e a resposta do
organismo exposto a condigdes ambientais adversas, auxiliando na predicdo de potenciais
impactos para outros organismos.

A avaliacdo de biomarcadores em minhocas na forma de indicadores de estresse
oxidativo é importante para a compreensdo da resposta desses organismos as mudangas
ambientais do habitat. Os biomarcadores fornecem percepcfes sobre o impacto imediato e
também ajudam a entender como as alteracdes nos organismos podem se propagar pela teia
trofica, funcionando como ferramentas de alerta precoce (BEAUMELLE et al., 2017;
DEMIRCI-CEKIC et al., 2022; WANG et al., 2023). Pesquisas que focam no uso de
biomarcadores em organismos do solo, como as minhocas, sendo expostas aos dejetos bovinos
e suinos, sdo limitadas. Este € um ponto de aten¢do, visto que os biomarcadores podem revelar
os efeitos subletais da exposicdo a contaminantes, incluindo dejetos, na salde e no
funcionamento dos organismos do solo (CALISI et al., 2019). Assim, compreender de que
forma as préaticas agricolas de fertilizacdo impactam os organismos do solo é essencial,
considerando que este é a base da producdo de alimentos, e exerce influéncia direta sobre a
economia, 0 meio ambiente e a saude das populacdes.

Neste estudo, foram exploradas questbes que envolvem agricultura, meio ambiente,
salde publica e sustentabilidade, com foco na gestdo de dejetos de animais e seu potencial
ecotdxico em oligoquetas. Desta forma, este estudo busca contribuir para a compreensao dos
efeitos da fertilizacdo com dejetos a longo prazo sobre a macrofauna edéafica, especificamente

sobre minhocas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o impacto ecotoxicol6gico em minhocas Eisenia andrei expostas a solo com

aplicacdo histdrica de dejetos de suinos e bovinos na forma de fertilizaco organica.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever as caracteristicas fisico-quimicas do solo com aplicagdes de longo periodo de
dejetos bovinos e suinos.

Verificar se a aplicacdo continuada de dejetos suinos e bovinos em solo reflete no
potencial ecotoxicoldgico do solo.

Avaliar biomarcadores de atividade antioxidante, neurolégica e de estresse oxidativo

em minhocas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

O ciclo de producao animal, desde as fazendas até o consumidor final, desenvolve-se
em nivel global, sendo o Brasil um dos principais produtores intensivos de bovinos e suinos
(ABPA, 2024; CONAB, 2024; IBGE, 2024). O aumento da producéo global de carne reflete a
sua crescente demanda e traz consigo o questionamento sobre o gerenciamento adequado dos
dejetos produzidos. Entre as praticas de gerenciamento frequentemente adotadas, o uso de
dejetos na forma de fertilizantes organicos surge como uma alternativa para suprir a caréncia
de nutrientes no solo e resolver questdes relacionadas a destinacdo final adequada dos dejetos
(SANTOS et al., 2016; MORAES TAVARES et al., 2019; FERREIRA et al., 2022;
SILVA etal., 2023). Entretanto, apresenta preocupacGes ambientais, dado o volume e
composicao dos dejetos.

Com base nisso, os topicos a seguir apresentam dados globais e nacionais sobre a matriz
produtiva e os efeitos da aplicacdo dos dejetos no solo, analisando suas implicacdes e riscos
associados. Além disso, destaca-se 0 papel da ecotoxicologia como ciéncia investigativa e
preditiva com o uso de biomarcadores e bioindicadores terrestres no auxilio da predicdo de

riscos relacionados a aplicacdo a longo prazo de dejetos em solos.

3.1  MATRIZ PRODUTIVA DE SUINOS E BOVINOS E O POTENCIAL POLUIDOR
DOS DEJETOS

O ciclo de producéo de carne animal € um processo complexo e interligado, que abrange
varias fases em uma cadeia de fornecimento ciclica, desde a criacdo até o consumidor final. O
ciclo se inicia nas fazendas, onde os animais recebem cuidados intensivos até atingirem o peso
ideal para o abate. Na fase seguinte, ocorre o transporte até os frigorificos e matadouros, onde
0s animais sao processados para obtencao de carne e subprodutos. Apos essa etapa, 0s produtos
sdo distribuidos para o mercado interno, ao consumidor final ou destinadas a exportacao
(ZANOTELLI, 2021).
Paralelamente, a producdo mundial de suinos e bovinos desempenha um papel crucial na
economia global, com um crescimento constante para atender a crescente demanda. Projecdes
para 2024 indicam que a producéo de suinos alcangara aproximadamente 1.249.740 milhdes de

cabecas, enquanto a de bovinos, para 0 mesmo ano, estd estimada em 288.865 milhdes de
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cabecas (USDA, 2024). Paises como China, Estados Unidos, india e Brasil, além do bloco

econémico da Unido Europeia, destacam-se na producdo animal em ambos os setores, conforme

Figura 1 (USDA, 2024).

Figura 1 — Estimativa da producéo de cabecas de bovinos e suinos por pais em 2024 (em milhdes).
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FONTE: Adaptado de USDA (2024).

A producdo global de carne vem crescendo com o passar dos anos por conta da
ampliacdo do mercado consumidor em nivel mundial. Por exemplo, no caso da carne suina, que
ampliou de 107,6 milhdes de toneladas em 2021 para 113,8 milhdes de toneladas em 2022, e,
no caso da carne bovina, de 10,35 milhdes de toneladas em 2022 para 10,57 milhdes de
toneladas em 2023 (ABPA, 2024; CONAB, 2024; USDA, 2024). Nesse cenario, o Brasil
destaca-se pelo excelente desempenho na producéo e exportacdo de produtos do agronegocio

para diversas partes do mundo. Em 2024, estima-se que a producdo de carne no pais atingira
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30,85 milhGes de toneladas, sendo que 25% da carne produzida seja destinada a exportagdo
(ABPA, 2024; IBGE, 2024). Desse montante, especificamente para a bovina e suina podem
alcancar, respectivamente, 9,25 e 5,57 milhdes de toneladas, correspondendo a 30% e 18%
producdo total de carne no pais (CONAB, 2024). Regionalmente, em 2022, cerca de 72% da
producdo nacional de carne suina concentrou-se nos estados de Santa Catarina, Rio Grande do
Sul e Parana. No que diz respeito a producdo bovina, os estados do Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul e Sdo Paulo lideraram, representando aproximadamente 38% da producdo nacional
(ABPA, 2024; IBGE, 2024).

O consumo per capita de carne, assim como a sua disponibilidade, segue a tendéncia de
crescimento. Projec¢des indicam que, em 2024, o consumo de carne bovina atingira a marca de
31,1 kg por habitante por ano, enquanto o consumo de carne suina devera alcancgar 21,2 kg por
habitante por ano (CONAB, 2024).

Esses numeros ressaltam a notavel contribuicdo dessas duas matrizes para o
abastecimento global de carne, evidenciando a demanda continua e crescente por produtos de
origem animal e a sua importancia econdmica do setor para os paises. Contudo, é necessario
reconhecer que toda producdo gera impactos com repercussdes duradouras nos paises onde
ocorre, principalmente quando esta é concentrada em regides e supera a capacidade de suporte
do solo (ZHAO et al., 2014; MARTI et al., 2016; CARDOSO et al., 2015; KOWALSKA et al.,
2020). E importante ressaltar que a gestio adequada dos dejetos é um dos aspectos criticos a
serem enfrentados para garantir a minimizacao de impactos a longo prazo (GAUR et al., 2014;
XUN et al., 2016; MOINARD et al., 2021; ZHANG et al., 2022).

A ampliacdo da geracdo dos dejetos € correlata a intensificacdo da producao nas granjas.
O sistema intensivo de producgéo envolve a alocacdo de uma grande quantidade de animais em
um pequeno espaco, seja através de galpdes ou de forma semi-intensiva, confinando os animais
em grandes lotes ou estabulos, com o objetivo aumentar a eficiéncia e o ganho de peso dos
animais por meio de préticas de alimentacdo controladas, reduzindo os custos de producédo
(KONZEN, ALVARENGA, 2005; CARDOSO et al., 2015). Esse aumento na densidade por
area ocupada resulta em uma maior quantidade de dejetos gerados, incluindo fezes e urina e
também modificam a constitui¢do dos dejetos produzidos durante o processo (SEGANFREDO,
2000; CARDOSO et al., 2015). Assim, a producao intensiva e regionalizada gera preocupacoes
devido a consideravel geracdo de dejetos durante o processo de criagdo (CARDOSO et al.,
2015), bem como sobre a sua composicdo, seu potencial poluidor, quantidade de &reas
disponiveis para a fertilizacdo e as estratégias de manejo empregadas para a destinacéo final
(SEGANFREDO, 2000; BOITT etal., 2018; LIMA et al., 2021).
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As formas de criacdo dos animais e de manejo dos dejetos influenciam na concentragéo
de substancias, sendo que as principais formas consistem em manejos por vias liquidas ou em
camas sobrepostas. Granjas que adotam o manejo de dejetos liquidos geram residuos mais
concentrados devido aos sistemas de coleta e armazenamento. Em contrapartida, os sistemas de
camas sobrepostas se tornam mais solidos devido & sua mistura com materiais absorventes,
como serragem, palha ou maravalha. Alguns manejos em cama podem exigir a aplicacdo de
pesticidas para o controle de pragas. De maneira geral, os dejetos liquidos apresentam uma
concentracdo mais elevada de nutrientes e metais em comparagcdo com os dejetos em sistemas
de camas sobrepostas, que apresentam maiores teores de material organico em sua composicéo.
Ambas producbes fazem uso de compostos e medicamentos veterinarios, que podem ser
excretados e incorporados aos dejetos (KONZEN, ALVARENGA, 2005; CONTI et al., 2016;
COUTO et al, 2017; LOSS et al, 2020; MARCHEZAN et al, 2020;
RODRIGUES et al., 2021).

Assim, a composi¢cdo quimica dos dejetos pode variar de acordo com diversos fatores,
como a espécie do animal, sua dieta, 0 método de criacdo, a gestdo de residuos, a dilui¢do e
mistura dos dejetos, o uso de antibidticos e medicamentos e 0 manejo dos dejetos (KONZEN,
ALVARENGA, 2005; BARROS et al., 2019). Além disso, a taxa de conversao dos alimentos
consumidos em peso corporal varia entre as espécies, e 0s elementos ndo metabolizados séo
eliminados na forma de fezes ou urina ingerida (KONZEN, ALVARENGA, 2005). Suinos
podem converter cerca de 40% a 60% do que consomem, enquanto bovinos conseguem
aproveitar apenas de 30% a 40% da massa total ingerida (KONZEN, ALVARENGA, 2005).
Em funcdo do baixo aproveitamento, as racdes fornecidas possuem alta concentracdo de
elementos quimicos, principalmente de nutrientes (nitrogénio, fésforo e potassio), metais e
metaloides (KONZEN, ALVARENGA, 2005; BARROS etal., 2019; XU et al., 2019).
Adicionalmente, as producdes exigem a sanidade do rebanho através do fornecimento de
medicamentos de uso veterindrio, incluendo antibidticos como a amoxicilina, ceftiofur,
tilmicosina e oxitetraciclina; antiparasitarios como a ivermectina, doramectina e fenbendazol;
vacinas para prevenir doencas como a febre aftosa, circovirose suina e brucelose; e anti-
inflamatdrios como a flunixina, meglumina e meloxicam. Além disso, horménios e promotores
de crescimento, como implantes de estradiol e somatotropina bovina (BST), séo frequentemente
usados para melhorar o ganho de peso e a eficiéncia alimentar (BOHRER et al., 2019;
QUAIK et al., 2020; XIE et al., 2022).

Essas variacOes influenciam na concentracdo de nutrientes, como nitrogénio e fosforo,

bem como a presenca de compostos farmacéuticos e metais nos dejetos (CONTI et al., 2016;
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FORMENTINI et al., 2017, 2021; PARENTE et al., 2019; XU et al., 2019). A Tabela 1
apresenta a potencial composicao de dejetos de suinos ou bovinos.

Tabela 1 — Composicéo tipica de diferentes tipos de dejetos suinos e bovinos.

Parametros

Dejetos de suinos

Dejetos de bovinos

pH
Carbono (C)
Nitrogénio (N)

Matéria Organica (MO)

Fésforo (P)
Potéssio (K)
Saédio (Na)
Calcio (Ca)
Magnésio (Mg)
Manganés (Mn)
Enxofre (S)
Cobre (Cu)
Zinco (Zn)
Cromo (Cr)
Cédmio (Cd)
Chumbo (Pb)
Niquel (Ni)
Mercurio (Hg)
Ferro (Fe)

6,02a7,37
37,04 249,49 % MS
1,5a6,24 % MS
32,02 %

704 a 1.265 mg kgt
443 a 687 mg kg'*
137 a 234 mg kg*

0,37 g kg

1,08 21,10 mg kg™*

381 a609,3 mg kg-*

0a0,96 gkg*

121 a1.029 mg kg'*

450 a 4.678 mg kg*

8,79a10,11 mg kg*

0,33 a0,41 mg kg

0,55 a 1,22 mg kg

8,16 a 9,09 mg kg

0,02 a 0,05 mg kg

117 a2.111 mg kg'*

7,13a8,9
49,0 a 49,6% MS
0,89 a3,5% MS
37,80a82,5%
100 a 570 mg kg™*
140 a 4.980 mg kg
80 mg kg'*
1,08a1,39 g kg*
0,11 a1,81 mg kg™
3,47 2922 mg kg
0,01a1,37gkg*
10,07 a 49,55 mg kg™*

75,64 a 203,49 mg kg

10,85 a 17,95 mg kg™*
0,15 a 0,24 mg kg

0,023 2 0,028 mg kg
3,94 a574 mg kg™*

Fonte: Baseado em HIGARASHI et al., 2008; SALUDES et al., 2008; HOMEM et al., 2015; AHMED EL-
NAGAR et al., 2019; PRADO et al., 2022; FERNANDEZ-LABRADA et al., 2023; HORF et al., 2024; SHEN et

al., 2024.

Metais e metaloides como Zn, Ni, Cr, Cd, Pb, comumente encontrados nos dejetos, estdo

presentes em suplementos minerais adicionados as racdes, na agua de consumo e no ambiente
em que 0s animais estdo inseridos - materiais de construgdo das instalacdes. Estes elementos
possuem importancia para 0s organismos, pois fazem parte de inUmeros processos metabdlicos
e enzimaticos (HEJNA et al., 2018), e o seu fornecimento contribui para o acimulo em tecidos
e produtos de origem animal, sendo o excesso eliminado atraves de excretas (ALKMIM
FILHO et al., 2014). Algumas substancias especificas, como cobalto (Co), iodo (1), litio (Li),
estroncio (Sr) e antimdnio (Sb), também estdo presentes nas ragdes, alguns hormdnios,

suplementos minerais e vitaminicos, medicamentos para distarbios 6sseos, antiparasitarios e
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antifungicos, fornecidos aos animais e também em antissépticos utilizados na higienizacéo dos
pavilhdes de producdo (DAVIES, 2022). Esses elementos e seus respectivos medicamentos
desempenham papéis importantes na satde e no bem-estar dos animais criados em sistemas de
producdo intensiva, mas, praticamente ndo sdo avaliados em estudos que determinem a
composicdo tipica de dejetos.

De forma geral, os dejetos de suinos e de bovinos séo fontes importantes de nutrientes
e elementos para o solo, possuindo caracteristicas distintas que podem influenciar seu impacto
no ambiente agricola. Assim, os dejetos apresentam uma composicao diversificada, podendo
assumir formas liquidas, sélidas ou semissolidas, sendo compostos por fezes, urina e agua
proveniente das instalagdes e também variam de acordo com as formas de producéo. Essas
variacdes ndo so afetam a consisténcia fisica, mas também influenciam a concentracdo de
nutrientes, na presenca de patdgenos e no potencial liberacdo de substancias contaminantes no
solo e agua quando os dejetos sdo aplicados em lavouras (HIGARASHI et al., 2008;
SALUDES etal., 2008; HOMEM et al., 2015; AHMED EL-NAGAR et al., 2019;
PRADO et al., 2022; FERNANDEZ-LABRADA et al., 2023; HORF et al., 2024; SHEN et al.,
2024). Essa diversidade na composicdo dos dejetos reflete a complexidade do processo de
producdo intensiva e levanta preocupacdes sobre 0s potenciais impactos ambientais associados.
Assim, o dejeto gerado durante o processo produtivo carrega consigo substancias diversas, e
sua aplicacdo no solo resultara na transferéncia dessas substancias para o ambiente.

A aplicacdo de dejetos no solo é uma pratica comum na agricultura, especialmente em
locais com producdo intensiva de suinos e bovinos. Esta préatica apresenta diversos beneficios,
como oferecer uma solucdo potencial para o problema da destinacdo final dos dejetos
produzidos, diminuir a dependéncia de fertilizantes quimicos externos, melhorar a estrutura do
solo e ajudar na ciclagem de nutrientes essenciais para outros organismos, resultando em
economia financeira beneficios agrondmicos significativos (SEGANFREDO, 2000;
BARROS et al., 2019; LOURENZI et al., 2021).

Além dos aspectos agrondémicos e econdmicos, ha também consideracbes ambientais
associadas a aplicacdo excessiva de dejetos no solo. Esse excesso pode levar a acidificagdo do
solo e a reducdo da matéria orgénica, resultando em desequilibrios nutricionais, a maior
dependéncia das plantas aos dejetos e aumento da vulnerabilidade a pragas e doencas devido
ao enfraquecimento causado por esse desequilibrio (BARROS et al., 2019). A aplicacédo
excessiva de dejetos também esta associada a contaminacdo da &gua, mudangas nos
ecossistemas locais e emissdes de gases do efeito estufa. Esses dejetos contém nutrientes,

metais, residuos de medicamentos e outras substancias que podem atingir o solo. O excesso de
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nutrientes, como nitrogénio, fosforo e potassio, pode causar eutrofizacdo em corpos d'agua,
devido a lixiviagdo, impactos na saide humana devido a altos niveis de nitratos e emissdes de
gases do efeito estufa (SEGANFREDO, 2000; KONZEN, ALVARENGA, 2005;
COUTO et al., 2017; MORAES et al., 2017; CHIKUVIRE et al., 2019; OLIVEIRA FILHO et
al., 2020; QIN et al., 2020; ALBUQUERQUE et al., 2022).

A respeito dos metais, € importante destacar que, ao contrario de muitos compostos
organicos, eles ndo sofrem degradacao significativa no ambiente. Em vez disso, 0s metais tém
a tendéncia de acumularem no solo ao longo do tempo, e podem formar complexos com outros
compostos, alterando sua forma quimica e afetando sua mobilidade e biodisponibilidade. Esses
complexos podem influenciar a absorcdo de metais pelas plantas, bem como sua transferéncia
através da cadeia alimentar (CONTI et al., 2016; ARAUJO et al., 2019; BENEDET et al.,
2019). O acumulo progressivo no solo pode resultar na deterioracdo da qualidade do solo,
comprometendo o desenvolvimento das plantas e apresentando riscos a seguranca alimentar e
a saude publica, especialmente devido ao potencial de bioacumulacdo na cadeia trofica,
podendo chegar até a populacdo por meio dos alimentos produzidos em solos potencialmente
contaminados.

A aplicacéo frequente de dejetos também aumenta significativamente as concentragdes
de metais e metaloides no solo, especialmente nas camadas superficiais, influenciando na sua
distribuicdo e formas quimicas em solucdo (CONTI et al., 2016). Teores de Cu, Zn e Mn foram
considerados excessivos no estudo de SARTO et al. (2019) e de Cu, Zn, Fe e Mn no estudo de
Kapur e Kanwar (1989), possivelmente devido aos altos teores desses micronutrientes nas
racbes de suinos e bovinos. Devido a afinidade quimica dos elementos, o0 Cu e 0 Zn sédo
normalmente adsorvidos em grupos funcionais de particulas reativas de diversos componentes
nas fases mineral e organica, o que diminui a mobilidade e, consequentemente, a migracao
desses metais no perfil do solo, promovendo seu acumulo proximo ao local onde sdo
depositados, neste caso na superficie do solo (CONTI et al., 2016). A identificacdo das espécies
quimicas metalicas na solucéo do solo é fundamental para melhor avaliar a sua disponibilidade
e mobilidade nas diferentes camadas do solo (CONTI et al., 2016).

O estudo de Hussain et al. (2021) investigou os efeitos da aplicacdo de longo prazo de
esterco suino e adubos verdes na acumulacdo de metais traco, como Cd, Zn e Cu, no solo e nos
gréos de arroz em um solo argiloso. Os resultados destacaram um significativo aumento na
disponibilidade e acumulagdo de Cd, Zn e Cu no solo e nos grdos de arroz ap6s 27 anos de
aplicacdo continua de nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) em combina¢do com adubo verde e

esterco suino, em comparacdo com o controle sem adubacdo. Conti et al. (2016) verificaram
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que, apos 21 aplicacBes sucessivas de dejetos em um Argissolo no Brasil, foram aplicados 19,2,
38,5,e 76,9 kg Cuhate27,0,53,9 e 108,0 kg Zn ha™ com as aplicacdes de dejetos nas doses
de 20, 40 e 80 m®ha. Doses mais elevadas de dejetos também promovem a migracio de
metais, principalmente de Zn e Cu (CONTI et al., 2016; MENEZES et al., 2017) o que pode
aumentar o risco de contaminagdo do ambiente, principalmente de aguas subterraneas.

No solo, as caracteristicas da matéria orgéanica, a sor¢do de fésforo (P) no solo e suas
formas influenciam na ligacdo e complexacdo destes metais e metaloides (ARAUJO et al.,
2019). A aplicacéo de dejetos bovinos em solos alcalinos pode aumentar a concentracdo de Cu
e sua mobilidade, afetando negativamente a satide do solo e a qualidade da 4gua (ARAUJO et
al., 2019). A aplicacdo continua de dejetos liquidos de suino em solos arenosos e argilosos por
mais de 10 anos também resultam em alteracGes nos teores de Cu até 60 cm de profundidade,
enquanto os teores de Zn sdo mais afetados nos solos arenosos (MENEZES et al., 2017). A
aplicacdo continuada de dejetos ao longo do tempo proporciona a oxidagéo e transformacéo do
Zn, passando para formas ndo sulfetadas de Zn (FORMENTINI et al., 2017). Essa alteracdo na
especiacdo do Zn transmitido pelos dejetos foi atribuida a baixa estabilidade das nanoparticulas
de sulfeto de zinco (ZnS) em ambientes oxigenados e complexos, como o solo estudado, onde
o0 Zn foi posteriormente retido por componentes minerais e complexados na matéria organica
(FORMENTINI et al., 2017).

Assim, a aplicacdo excessiva de dejetos aumenta o risco de perda de elementos quimicos
por lixiviacdo, especialmente quando os teores excedem o certo limite critico, destacando a
importancia de ajustar a taxa de aplicacdo com base nas condi¢des do solo e nas necessidades
das plantas para minimizar esse risco (QIN et al., 2020; LI et al., 2023).

Além das informacgdes sobre os compostos isolados, também existem impactos
decorrentes da interacdo entre as substancias. No entanto, ha uma escassez de estudos dedicados
a explorar essas interac@es. Isso significa que ainda ha muito a ser compreendido sobre como
os diferentes compostos interagem entre si e como essas interagdes podem influenciar 0s
processos ambientais, bioldgicos e quimicos e, além de tudo, como eles interagem com e nos
organismos. A investigacdo do impacto da aplicacdo prolongada de esterco de suinos na
ocorréncia de metais, antibioticos e genes de resisténcia em amostras de solo foi avaliada por
Guo et al. (2018). Os resultados revelaram que a contaminacgao por metais, especialmente Zn e
Cu, foi significativamente maior nas areas tratadas com dejetos, excedendo os padrbes de
qualidade do solo. Além disso, foram detectados residuos de antibidticos em concentraces
significativas, principalmente clorotetraciclina, indicando uma preocupagdo adicional com a

presenca de substancias farmacéuticas no solo. A anélise revelou uma correlagéo positiva entre



23

genes de resisténcia, antibidticos e metais, sugerindo uma possivel co-selecdo devido a presenca
conjunta destes poluentes.

Assim, aplicacOes de dejetos durante longos periodos podem induzir uma impressao
digital especifica de poluicdo, em que pode vir a atingir as dguas circundantes, amplificando a
disseminacdo de substancias (CAMOTTI BASTOS et al., 2018), levando ao acumulo de
nutrientes como P e N (OLIVEIRA FILHO et al., 2020; LOURENZI et al., 2021), metais no
solo e em plantas (CONTI et al., 2016; WANG et al., 2020) e de antibioticos e genes de
resisténcia no solo (CAMOTTI BASTOS et al., 2018; PARENTE et al., 2019) representando
riscos potenciais a seguranca alimentar e a salde publica (GUO et al., 2018;
PARENTE et al., 2019). Alguns autores afirmam que determinar uma quantidade ideal de
nutrientes e as propriedades fisicas desejadas podem ser alcancados, evitando o actmulo
excessivo de materiais que possam ter efeitos negativos nas culturas, ao meio ambiente e a
salide (SCHLEGEL et al., 2015; MARTI et al., 2016) e ressaltam a necessidade de considerar
o controle da fertilizacdo com dejetos e 0 manejo adequado para preservar a qualidade fisica do
solo ao longo do tempo e evitar potenciais contaminagdes (RAUBER et al., 2018; OLIVEIRA
FILHO et al., 2020).

A presenca de farmacos no solo pode resultar em contaminacgdo ambiental, toxicidade
para micro-organismos, desenvolvimento de resisténcia, impactos na fauna edafica,
transferéncia para plantas e persisténcia ambiental. Esses fatores comprometem a satde do solo,
a biodiversidade e podem entrar na cadeia alimentar, representando riscos ambientais e de
resisténcia antimicrobiana (CAMOTTI BASTOS et al., 2018; CUI; WANG; YU, 2023; GUO
etal., 2018; PARENTE et al., 2019; XIE et al., 2022).

Nesse sentido, a aplicacdo continua de dejetos em solos agricolas pode ter impactos
significativos, sejam eles positivos ou negativos. Por um lado, contribui para a fertilizacdo do
solo e a ciclagem de nutrientes, reduzindo a necessidade da aplicacdo de fertilizantes quimicos.
Por outro, podem resultar na poluigdo da agua devido a lixiviacdo de nutrientes, na liberacdo
de gases como amonia e metano, devido a decomposicao dos dejetos, prejudicando a qualidade
do ar e contribuindo para o efeito estufa. Ainda, a aplicacdo inadequada ou excessiva representa
riscos para a saude publica, pela disseminagdo odores desagraddveis e distarbios em
comunidades locais, além de estar associada ao desenvolvimento de resisténcia a antibioticos
em bactérias, disseminacdo de patogenos, alterar as propriedades fisico-quimicas do solo,
através da alteracdo do pH, acumulo sais, metais e outros, reduzindo sua qualidade
(Bl etal., 2021; DING et al., 2019; MARTI et al., 2016; OLIVEIRA FILHO et al., 2020;
SOONVALD et al., 2019).
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Assim, a escolha de abordar os efeitos da aplicagdo continua de dejetos de suinos e
bovinos no solo é fundamentada em diversas razfes, ja que essas praticas sao amplamente
empregadas na agricultura, especialmente em areas de producédo animal intensiva, refletindo a

realidade agricola atual.

32 ECOTOXICOLOGIA, BIOINDICADORES E SEU USO NA PREDICAO DE
IMPACTOS AMBIENTAIS

Os ecossistemas enfrentam uma crescente ameaca devido as emissGes de poluentes
advindas de atividades antrdpicas, como o crescimento populacional, urbanizacao, expansao
agricola, desmatamento e mineragdo (LACHER e GOLDSTEIN, 1997; SINGH e
SINGH, 2017). Nesse contexto, a ecotoxicologia surge como uma alternativa crucial para
compreender e lidar com os efeitos dos poluentes no meio ambiente e nos organismos expostos.
Diante do impacto cada vez maior das atividades humanas na salde dos ecossistemas, a
ecotoxicologia fornece ferramentas e métodos para identificar, quantificar e avaliar esses
efeitos, auxiliando na previsdo, mitigacdo e prevencdo de danos ambientais (LACHER e
GOLDSTEIN, 1997; SCHIRMER et al., 2010; NIVA et al., 2016; FORD et al., 2021). Ao
avaliar a toxicidade dos contaminantes e seus efeitos nos organismos vivos e no ecossistema
como um todo, a ecotoxicologia contribui para o desenvolvimento de estratégias de gestdo
ambiental mais eficazes e para a formulacdo de politicas e legislacBes para a protecao ambiental
(NIVA etal., 2016). O Brasil, neste contexto, emerge como um exemplo pratico da evolucédo
normativa da ecotoxicologia nas ultimas trés décadas, especialmente no que se refere as
regulamentacdes com foco prospectivo, destacando-se o registro de agrotoxicos, com o uso de
testes ecotoxicoldgicos em organismos-alvo e ndo alvo empregados ao longo do processo de
liberacdo (NIVA et al., 2016; SISINNO et al., 2019).

De modo geral, dentre os distintos ramos da ecotoxicologia, ha o uso potencial de
avaliacOes agudas, como os testes de fuga e contato, e avaliagdes cronicas, que utilizam
biomarcadores relacionados a alteragdes histopatoldgicas e quantificacdo da expressdo de
proteinas ou dos subprodutos, envolvidas em respostas toxicoldgicas celulares de organismos
(SCHIRMER et al., 2010; DALMOLIN et al., 2020).

Ao contrario dos testes agudos, que levam apenas algumas horas, o0s testes crénicos
possuem respostas mais demoradas, mas representam o0s possiveis efeitos crénicos que 0s

compostos podem gerar durante a vida ou até mesmo através das geracdes do organismo
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avaliado, avaliando efeitos cumulativos e de longo prazo das exposi¢cbes (ABNT, 2016;
OLIVEIRA FILHO et al., 2017; DAAM et al., 2020).

Estes ensaios empregam organismos representativos do ambiente, como plantas,
invertebrados aquaticos ou peixes, como potenciais bioindicadores, sendo expostos a
concentragdes subletais da substancia estudada ao longo do tempo. Dentre os campos de estudo,
a ecotoxicologia terrestre € um ramo que se concentra na avaliagdo dos efeitos de substancias
toxicas ou poluentes no meio ambiente edafico, focando na avaliacdo dos impactos de
substancias no solo e nos organismos que nele habitam, incluindo minhocas (CALISI et al.,
2019; NIVA e BROWN, 2019; SISINNO et al., 2019).

As minhocas desempenham um papel fundamental na qualidade do solo, contribuindo
para a sua estrutura e fertilidade. Como organismos escavadores, elas promovem a aeracdo e a
drenagem do solo e sdo responsaveis pela decomposi¢do da matéria organica, transformando
residuos em nutrientes disponiveis para as plantas. As espécies de minhocas Eisenia fetida e
Eisenia andrei se alimentam principalmente de residuos organicos e, durante esse processo
alimentar, elas também acabam ingerindo particulas de solo. Consequentemente, essas
minhocas ficam expostas a contaminacdo do solo em que vivem (NIVA e BROWN, 2019).
Portanto, qualquer perturbacdo no equilibrio ambiental do solo pode afetar significativamente
a populacéo e a atividade das minhocas, 0 que, por sua vez, pode ter impactos sequenciais no
ecossistema como um todo (NIVA et al., 2016; MACCARI et al., 2016; NIEMEYER et al.,
2017; CASTANO-SANCHEZ et al., 2020; Bl et al., 2021; FORD et al., 2021; EDWARDS e
ARANCON, 2022).

Ao utilizar minhocas como modelos em estudos de ecotoxicologia terrestre, podemos
avaliar os efeitos de contaminantes como pesticidas, metais e poluentes organicos no solo e nos
organismos (ZHAO et al., 2022). As minhocas sdo sensiveis a mudangas no ambiente e
respondem de maneira mensuravel a exposicao a esses contaminantes, fornecendo informacdes
valiosas sobre a salde do solo e os riscos associados a contaminacdo (CASTANO-
SANCHEZ et al., 2020; EDWARDS e ARANCON, 2022).

A exposi¢do crbnica ou subcronica destes animais aos poluentes permite, inclusive,
observar a resposta de biomarcadores, que sdo indicadores mensuraveis de processos biolégicos
ou respostas a estimulos ambientais, como enzimas, proteinas ou outros compostos, refletindo
a reacdo dos organismos ao estresse ou a presenca de substancias toxicas
(RODRIGUEZMOZAZ et al., 2005; HANSEN, 2008; TEREKHOVA, 2022). Essas respostas
sdo avaliadas por meio da observacdo da geracéo de especies reativas ao oxigénio (ERO) e da

ativacdo de mecanismos de protecdo celular, como a acdo antioxidante. As ERO referem-se a
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moléculas altamente reativas contendo oxigénio, como os radicais livres, que podem ser geradas
durante processos metabolicos celulares normais ou em resposta a condicGes estressantes, como
a presenca de xenobiontes. O aumento na producdo de ERO pode indicar estresse oxidativo,
que € o processo de desequilibrio no organismo entre a producdo dessas espécies e da
capacidade antioxidante do organismo para neutraliza-las (VALKO et al., 2006; SAMET e
WAGES, 2018; MOLDOGAZIEVA et al., 2023; RAN et al., 2023).

Os marcadores de estresse oxidativo, como espécies reativas de oxigénio (ERO),
perdxidos, carbonilacdo de proteinas e as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
sdo utilizados para avaliar o equilibrio redox nas células. O TBARS mede a peroxidacéao
lipidica, a carbonilagdo de proteinas indica danos oxidativos em proteinas e as ERO s&o
espécies altamente reativas que podem causar danos a varios componentes celulares. Quando
esses marcadores estdo elevados em organismos expostos a contaminantes ou condicdes
adversas, isso indica que o estresse oxidativo estd prejudicando a integridade celular e o
funcionamento normal desses organismos (DEMIRCI-CEKIC et al., 2022; MOLDOGAZIEVA
etal., 2023; SALEH et al., 2023), levando a peroxidacédo lipidica, oxidacdo de algumas enzimas
e degradacdo de proteinas (HALLIWELL, 2022). Ainda, em casos mais graves, o desiquilibrio
pode levar a um efeito cascata com o surgimento de acGes mutagénicas, carcinogénicas e
teratogénicas, além de toxicidade cronica e aguda aos organismos expostos (SANCHEZ-
BAYO, 2012; TANG et al., 2019; SONG et al., 2021; GAN et al., 2022; PARRA-ARROYO et
al., 2022).

As interacBes observadas sdo especialmente relevantes se considerado o impacto
significativo que os compostos podem exercer sobre as atividades antioxidantes em organismos
vivos. Biomarcadores como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e as glutationas,
entre outras, desempenham um papel crucial na protecao celular contra os danos causados pela
oxidacdo, destacando a importancia de estudos que realizem estas avaliacOes
(VALKO et al., 2006; BARBOSA et al., 2010; SALEH et al., 2023). As enzimas antioxidantes
atuam neutralizando ERO. A SOD converte o superoxido em peroxido de hidrogénio, enquanto
a CAT e outras enzimas, como a glutationa peroxidase (GPx), metabolizam o peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (DEMIRCI-CEKIC et al., 2022; VALKO et al., 2006). A série
das glutationas, como a glutationa redutase (GR) e a glutationa peroxidase (GPx), tambeém
auxiliam na regeneracdo da glutationa, que é um dos principais antioxidantes celulares (OJO et
al., 2016; LEWANDOWSKI et al., 2018; DEMIRCI-CEKIC et al., 2022; GAN et al., 2022).
Essas enzimas e a capacidade antioxidante total desempenham papéis relevantes na protecéo

das células contra o estresse oxidativo (LIU et al., 2023). Esses mecanismos colaboram para
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manter a homeostase redox e proteger as células contra o estresse oxidativo
(GUDETA et al., 2023).

Além da analise das enzimas antioxidantes, € importante avaliar marcadores como
Capacidade antioxidante contra radicais peroxil (ACAP), espécies reativas de oxigénio (ERO),
peroxidos e substancias reativas ao &cido tiobarbitrico (TBARS) para detectar estresse
oxidativo e peroxidacgdo lipidica, que é um dos efeitos do processo de estresse oxidativo.
Adicionalmente, a medicéo da atividade das colinesterases como a acetilcolinesterase (AChE)
e butirilcolinesterase (BChE) fornece informacdes sobre a funcdo neurotransmissora. Esses
indicadores complementam a avaliagdo das enzimas antioxidantes, oferecendo uma viséo
abrangente do estado celular e do funcionamento neurolégico dos organismos
(SEGAT etal., 2015; MACCARI et al., 2016; NIEMEYER et al., 2017; SEGAT et al., 2020;
SIMOES et al., 2020; TIAN et al., 2021; ZHAO et al., 2022).

Estes marcadores sdo extremamente sensiveis a contaminantes e participam diretamente
no metabolismo antioxidante dos animais e diversos estudos vém utilizando-os afim de
determinar o potencial de uso como bioindicadores de qualidade ambiental (TAN et al., 2014;
MARKAD et al, 2015, LAMMERTYN et al, 2021; BAPATet al., 2022;
BORGES et al., 2022). Boa parte desses marcadores, quando avaliados em ambiente terrestre,
utilizam minhocas como organismos-teste. As minhocas s&o organismos bem adaptados a solos
férteis, prestam diversos servicos ecoldgicos, auxiliam na degradacdo de poluentes e sdo boas
indicadoras de qualidade dos solos (UWIZEYIMANA et al., 2017; NADOLNY et al., 2020).

Diante dos estudos citados, a avaliacdo de biomarcadores é uma ferramenta valiosa na
pesquisa ambiental e toxicoldgica, permitindo a deteccdo precoce de danos celulares causados
pelo estresse oxidativo. Essa informacdo é crucial para entender os efeitos de exposicdes
ambientais ou condices fisioldgicas em organismos, proporcionando percep¢des importantes
sobre as respostas ao estresse e 0s potenciais impactos na saude. Desta forma, a ecotoxicologia
terrestre e 0 uso de individuos da macrofauna edafica possuem papel importante para a
indicagéo e predicdo do comportamento de contaminantes e seus efeitos no ambiente e em
organismos. Ainda, as minhocas vém se mostrando como boas bioindicadoras de contaminacgao
e podem ser empregadas em testes que utilizam biomarcadores para a demonstracéo de agéo-

resposta a determinados compostos.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo constitui uma pesquisa experimental que envolveu a exposic¢éo de
organismos-teste a solos previamente adubados com dejetos suinos e bovinos. Os ensaios
realizados visaram obter respostas relacionadas a atividade antioxidante, estresse oxidativo e
avaliacdo das agdes enzimaticas e neurotdxicas em minhocas. A execucao dos ensaios seguiu
0s padrdes e diretrizes técnicas das normas ASTM E1676 (ASTM, 2021) e ISO 17512-1
(ABNT, 2011), especificamente para a coleta de amostras de solo, preparo dos organismos-
teste, periodos de aclimatacdo, conducdo dos testes agudos e crénicos, e coleta de amostras
bioldgicas. Especificacbes e detalhes técnicos sobre os métodos realizados séo descritos a
seguir, sendo: Itens 4.1 e 4.2 preparo metodoldgico do experimento e dos organismos; Item 4.3
determinacdo dos biomarcadores; e Item 4.4 procedimento de tratamento e analise dos dados
obtidos.

41  COLETAE CARACTERIZACAO DO SOLO UTILIZADO

Os testes foram conduzidos utilizando amostras de solo coletadas na &rea experimental
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), localizada no municipio de Santa Maria, em
coordenadas geograficas de latitude 29°43°12”’°S e longitude 53°43°4°*W, conforme Figura 2.

O local abriga um experimento em curso ha 19 anos, no qual sdo aplicados dejetos de
forma programada. De 2004 a 2010, os dejetos eram aplicados apenas uma vez por ano, antes
do plantio das culturas de verdo, sem aplica¢6es durante o inverno. A partir de 2010, a aplicagédo
passou a ser realizada duas vezes por ano, antes do estabelecimento das culturas de inverno e
de verdo. Apos a aplicacao de dejetos, foram cultivadas culturas agricolas anuais, como milho,
aveia, feijao e triticale, com a quantidade de dejetos ajustada conforme a necessidade especifica
de cada cultura. Ressalta-se que ndo houve aplicacao de dejetos antes da coleta do solo para uso
no presente estudo, uma vez que a ultima aplicacdo ocorreu em 2019 e a coleta de amostras
ocorreu em 2023. A Figura 3 apresenta informagdes sobre o volume de aplicagdes no periodo
de 2004 a 2019 para cada um dos tratamentos: dejetos liquidos de suinos (DLS), dejetos liquidos
de bovinos (DLB) e cama sobreposta de suinos (CSS). E importante destacar que, durante todo
0 periodo, ndo houve aplicacao de dejetos no grupo controle (CT).
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Figura 2 — Localizacdo da &rea experimental do Departamento de Solos da Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, Rio Grande do Sul, 2024.
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Figura 3 — Volume de dejetos aplicados no decorrer do periodo de avaliacdo, Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brasil.
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A coleta das amostras de solo seguiu as diretrizes estabelecidas para a amostragem com
pa-de-corte, conforme especificado no Manual de Calagem e Adubacéo para os Estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (SBCS, 2016). Foram realizadas adaptacGes nas técnicas de
coleta para se adequarem as condicOes especificas do local, levando em consideracdo as
caracteristicas do terreno, conforme preconizado em norma (ASTM, 2021). Para fins de ensaios
ecotoxicoldgicos, este solo pode ser categorizado como solo natural do tipo 1, solo de referéncia
ou solo de locais potencialmente toxicos (ASTM, 2021).

As amostras foram coletadas em 5 locais para cada tratamento, numa profundidade de
0 a 20 cm, excluindo a serrapilheira, posteriormente homogeneizadas e armazenadas em sacos
plasticos. Apds a coleta, as amostras foram submetidas ao processo de secagem ao ar e
peneiradas através de malha de 2 mm. Os atributos quimicos avaliados foram: pH em H20
(relacdo 1:1), indice SMP, teores de P e K extraidos por Mehlich™* (relagdo 1:10), Al, Ca e Mg
trocéveis, extraidos por KCI 1 mol L™, e matéria organica determinada pelo método de
combustdo Umida. As determinagdes foram realizadas, segundo Tedesco et al. (1995), no
Laboratorio de Manejo e Conservacdo do Solo da Universidade Federal de Santa Maria.
Também foi determinado o teor de argila das amostras pelo método do densimetro (Tedesco et
al., 1995). A partir desses dados, foi calculada a soma de bases, a CTC efetiva, a CTC em pH
7,0, a saturacéo por bases (V) e por Al (m),

Jé& os teores de metais traco no solo foram determinados ICP OES (espectrometria de
emissdo atdmica com plasma acoplado indutivamente) e ICP-MS (espectrometria de massa com
plasma acoplado indutivamente) (SMICHOWSKI et al., 2005) no laboratério da PUC-Rio, no

Rio de Janeiro.

42  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL, ORGANISMOS E EXECUCAO DOS
TESTES

O delineamento experimental utilizado nos testes foi o de blocos inteiramente
casualizados (DIC), tendo como tratamentos: controle (CT), dejetos liquidos de suinos (DLS),
dejetos liquidos de bovinos (DLB) e cama sobreposta de suinos (CSS), com duracédo de 28 dias.
N&o houve mistura ou proporcionalizacdo de solos. A capacidade méxima de retencdo de agua
do solo (CMRA\) foi determinada atraves do método de Monteiro e Frighetto (2000), utilizando
agua deionizada.

Os organismos-testes expostos aos diferentes tratamentos foram minhocas da espécie

Eisenia andrei, com peso variando entre 300 e 600 mg, as quais passaram por um periodo de
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aclimatacdo de 15 dias em recipientes de polietileno com um volume de 50 litros, contendo
esterco bovino, conforme indicagdo das normas da ABNT (2011) e OECD (2016). Apds a
aclimatacao inicial, as minhocas foram pesadas e colocadas em amostras de solo controle por
24 horas, permitindo sua ambientacdo e esvaziamento do conteudo intestinal. Em seguida,
foram realizados os preparativos dos recipientes para a introdugdo dos animais e inicio dos
testes.

Os ensaios foram executados em quadruplicada, utilizando 500 g de solo e 10 minhocas
adultas com clitelo desenvolvido por réplica. O cultivo foi mantido em temperatura ambiente,
fotoperiodo natural, com umidade de 50% da CMRA (ABNT, 2011; OECD, 2016) e
alimentacdo a cada 7 dias. O alimento fornecido foi preparado a partir de restos vegetais
domésticos de frutas, legumes e hortalicas, misturados a folhas e galhos secos, sendo
administrado para todos os tratamentos em iguais quantidades.

Os testes ecotoxicologicos foram realizados em recipientes de polietileno com
capacidade de 1 litro, recobertos com tampas perfuradas para permitir a entrada de ar, evitando
a fuga dos animais. Houve a pesagem dos animais na data de inicio de cada teste contemplando
a coleta de material bioldgico em 14 e 28 dias de exposicdo. Nestes periodos, cinco animais
foram coletados, lavados com agua deionizada e posteriormente congelados a -20 °C até a
realizacdo dos bioensaios. Os testes foram conduzidos no Laboratoério de Toxicologia Aquéatica
(LABTAQ) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). De forma geral, 0s ensaios

seguiram o fluxograma apresentado na Figura 4.

Figura 4 — Fluxograma metodologico da montagem do experimento realizado com minhocas.
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4.3  BIOENSAIOS E ANALISES ECOTOXICOLOGICAS

4.3.1 Preparo das amostras — proteina para padronizacao

Para a preparagdo das amostras, foram 50 mg de tecido de cada organismo e
homogeneizados com tampao TRIS-HCI 50 mM em pH de 7,5. Em seguida, 0 homogeneizado
foi centrifugado por 10 minutos a 3.000 G. O sobrenadante foi empregado na determinacéo dos
seguintes biomarcadores: substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), carbonilacio
de proteinas, espécies reativas de oxigénio (ERO), peroxido de hidrogénio (H20.), capacidade
antioxidante contra radicais peroxil (ACAP), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST),

acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE).

4.3.2 Determinacdo da resposta antioxidante e dano oxidativo

A avaliacdo da resposta antioxidante e estresse oxidativo foi realizada por meio da
analise de ACAP, ERO, H20, carbonilagéo de proteinas e TBARS.

A ACAP e ERO foram determinadas pelo método descrito por Amado et al. (2009), que
consiste na avaliacdo e leitura dos niveis de ERO na presenca e auséncia de um gerador de
radicais peroxil a partir de fluorescéncia. Primeiro, adicionou-se 10 pl de homogeneizado e 130
pl tampdo TRIS HCI 10 mM, pH 7,4 e foi realizada a leitura. Apdés a leitura, houve a adigdo de
10 ul de ABAP 4 mM, aguardando 10 minutos até a adi¢cdo de 10 pl de solugdo estoque de
Dicloro 1 mM. Em seguida, realizam-se leituras em leitor de placas (488 nm excitac¢do, 525 nm
emissdo) a cada 5 minutos, por 30 minutos. Durante todo o procedimento, as amostras foram
mantidas protegidas da luz, por ser um método de fluorescéncia. Por fim, calcula-se a diferenca
entre as areas relativas no programa GraphPad Prism 9, sendo que quanto maior a area, menor
a capacidade antioxidante (AMADO et al., 2009).

A carbonilacdo de proteina foi analisada utilizando o método de Yan et al. (1997), com
adaptacdes. O sobrenadante foi cuidadosamente removido, deixando o pellet aderir ao tubo. O
pellet foi lavado com 50 pl de acetato de etila com etanol (solugéo 1:1) e os tubos foram virados
para baixo para evaporar. Apés a secagem, do pellet foi resuspenso no tubo, 250 pl de tampao
SDS 3% foram adicionados e agitados até a dissolugdo do pellet. Em cada pogo da placa, foram

pipetados 200 ul da solucdo obtida, com trés pocos destinados ao branco, contendo 200 pl de
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SDS 3%. A leitura foi realizada em leitor de placas a 370 nm e os resultados foram expressos
em nmol de carbonil/ por mg de proteina.

O H20- foi determinado a partir do método de Velikova et al. (2000). As amostras foram
desproteinizadas utilizando acido tricloroacético (TCA) a 10% (1:1). Posteriormente, 50 pl das
amostras desproteinizadas, 50 pl de tampédo TFK a 10 mM (pH 7) e 100 pul de iodeto de potéssio
(K1) foram adicionados as placas. A leitura foi conduzida a 400 nm e os resultados foram
expressos em pumol/mg de proteina.

O nivel de produtos de peroxidacdo lipidica foi avaliado atraves da determinacdo de
TBARS através do método de Buege e Aust (1978), com adaptacdo para ensaio em microplacas.
A leitura foi realizada no leitor de placas em 532 nm. Os niveis de TBARS forma expressos em

nmol malondialdeido (MDA) mg " de proteina.

4.3.3 Determinacdo da resposta enzimatica

A avaliacdo da resposta e defesa enzimatica antioxidante do organismo foi conduzida
por meio da analise das enzimas SOD, CAT, GR, GPx e GST.

O equilibrio redox foi determinado a partir da quantificagdo de SOD pelo método
descrito por Dieterich et al. (2000). A leitura foi realizada a 570 nm e os resultados foram
expressos em unidades de superoxido dismutase (U SOD) mg* de proteina.

A atividade da enzima CAT, responsavel pela decomposicédo do perdxido de hidrogénio
(H202) em agua (H20) e oxigénio molecular (O), foi avaliada pelo método de Hadwan e Abed
(2016). A leitura foi realizada em 374 nm, e os resultados foram expressos em Unidades de
Catalase (U CAT) mg™ de proteina.

A atividade GR foi realizada atraves do método de Paglia et al. (1967). Na microplaca,
foram pipetados 20 pl de amostras junto com 250 ul de sistema, realizando em seguida a leitura
em 340 nm. Apos, foi efetuado a adicdo de substrato de GSSG, realizando a leitura cinética por
2 minutos, em intervalos de 30 segundos. Os resultados foram expressos em U mL GSSG
minuto mg*de proteina.

A capacidade antioxidante foi determinada a partir da GPx através do método de Paglia
et al. (1967). Na microplaca, foram pipetados 10 pul de amostra e 260 pl do sistema, enquanto
o controle (branco) foi preparado com 10 ul de H>O. O equipamento foi zerado com agua,
seguido pela leitura em 340 nm. Em seguida, 30 pl de substrato (H20, 4 mM) foram
adicionados, e uma nova leitura foi realizada durante 2 minutos, a cada 30 segundos. Os

resultados foram expressos em U mL GS por minuto por mg de proteina.
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A defesa celular contra os danos causados por substancias toxicas e reagdes de oxidacao
foi medido através da GST pelo método Habig, Pabst e Jakoby (1974). Na placa, foram
pipetados 20 pl de amostra, 20 pl de H20 Milli-Q, 10 pl de GSH 100 mM e 240 pl do sistema.
Antes da leitura, 10 pl de CDNB 20 mM foram adicionados, e a leitura foi realizada em 340
nm durante 2 minutos e 30 segundos, em intervalos de 30 segundos, a uma temperatura de 37
°C. Os resultados foram expressos em U mL GS-DNB por minuto por mg de proteina.

4.3.4 Determinacdo da resposta neurotoxica

A avaliacdo da resposta neurotoxica foi efetuada a partir das enzimas AChE e BChE,
ambas envolvidas na regulacdo da concentracdo de acetilcolina no organismo.

A avaliacdo da AChE ocorreu através do método de Ellman et al. (1961). As
absorbancias foram determinadas a 412 nm durante 2 minutos e 30 segundos, com leituras
efetuadas em intervalos de 30 segundos. A atividade enzimatica foi expressa em pmol de
AcSCh hidrolisada min por mg™* proteina.

A anélise da BChE foi efetuada de forma semelhante a da AChE, utilizando o método
de Ellman et al. (1961), ja descrito anteriormente, com a modificacdo do substrato utilizado,
adicionando o iodeto de butirilcolina ImM como substrato para o inicio da reacdo. As
absorbancias foram determinadas a 412 nm durante 2 minutos e 30 segundos, com leituras
efetuadas em intervalos de 30 segundos. A atividade enzimatica foi expressa em umol de

BcSCh hidrolisada min mg™ proteina.

4.3.5 Determinacdo de proteinas

A determinacdo de proteinas foi conduzida por espectrofotometria. Em tubos de ensaio,
albumina de soro bovino foi adicionada como padrdo, juntamente com 10 puL das diversas
amostras. A absorbancia foi medida a 595 nm em um espectrofotdometro UV-VIS, seguindo a
metodologia proposta por Bradford (1976).

4.4  ANALISE ESTATISTICA
Para andlise estatistica, foi utilizando o pacote estatistico R (R CORE TEAM, 2024). A

normalidade e homogeneidade dos dados foram avaliadas através dos testes de Shapiro-Wilk e

Levene, respectivamente. Quando os dados ndo atenderam aos pressupostos, houve a realizacéo
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do teste de Kruskal Wallis e os dados que atenderam os pressupostos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e a comparagdes post hoc foram realizadas usando o teste de

Tukey. O nivel de significancia foi de P <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  ANALISE DOS EFEITOS DA APLICACAO DE DEJETOS DE ANIMAIS NOS
ATRIBUTOS DO SOLO

As andlises de solo representam os resultados de diferentes tratamentos de dejetos
aplicados ao solo e suas consequéncias sobre diversas caracteristicas desse. O solo utilizado é
classificado como Argissolo Vermelho Distréfico arénico (EMBRAPA, 2021), correspondente
ao Typic Hapludalf (SOIL SURVEY STAFF, 2022), com as seguintes caracteristicas fisicas:
108 g kg* de argila, 183 g kg de silte e 709 g kg de areia.

De forma geral, os tratamentos com dejetos liquidos de suinos (DLS), dejetos liquidos
de bovinos (DLB) e cama sobreposta de suinos (CSS) tém impactos diferentes nas propriedades
do solo, com a cama sobreposta de suinos mostrando os maiores efeitos, tanto em termos
qualitativos quanto quantitativos.

Observa-se que o pH do solo variou entre os tratamentos, com valores oscilando de 5,15
em CT a 5,62 na CSS. No que diz respeito aos nutrientes, os tratamentos com dejetos
apresentam maiores teores de fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), nitrogénio
total (NT), carbono total (COT) e micronutrientes como cobre (Cu), zinco (Zn) e manganés
(Mn) em comparagdo com o CT. Especificamente, 0 DLB e o DLS apresentam aumentos
significativos nos teores de P, K e micronutrientes em relacdo ao CT, indicando uma tendéncia
de aumento na fertilidade do solo apds a aplicacdo desses dejetos. No entanto, a CSS se destacou
como o tratamento com os maiores teores de nutrientes, especialmente de Ca e K, além de
apresentar o pH mais elevado. Isso sugere maior capacidade de retencdo de nutrientes, de
suporte e fertilidade, como indicado pela CTC e pela saturacdo de bases dos solos.

Em termos de matéria organica, observa-se um aumento nos teores de carbono total
(COT) nos tratamentos com dejetos, especialmente na CSS, o que pode estar relacionado a
deposicdo de maiores niveis de matéria organica nesse ambiente. Além disso, os teores de Cu,
Zn e Mn aumentaram nos tratamentos com dejetos, com os maiores valores observados na CSS,
indicando um potencial acumulo desses elementos no solo apds a aplicacéo.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas quimicas dos tratamentos, sendo: Controle (CT),
Dejetos Liquidos de Bovinos (DLB), Cama Sobreposta de Suinos (CSS) e Dejetos Liquidos de
Suinos (DLYS).
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Tabela 2 — Resultados das anélises de solos com e sem histérico de aplicacdo de dejetos, Santa Maria — RS,

2024,
Pardmetro Unidade de Medida CT DLB DLS CSS
Potencial Hidrogénio - 5,150 5,130 5,240 5,620
Saturagdo de bases (%) 51,300 60,600 63,100 66,400
Nitrogénio Total mg kg 0,810 1,290 1,100 1,530
Carbono Total mg kg ! 8,050 12,000 10,950 17,940
CTCpnr cmolc kg ! 5,800 7,900 7,100 9,100
CTCefetiva cmolc kg ! 3,050 4,800 4,500 6,100
Fdésforo mg kg * 15,700 20,700 27,000 21,250
Potéssio mg kg ! 35,000 137,000 109,000 151,000
Célcio cmolc kg ! 1,900 2,800 2,700 4,100
Magnésio cmolc kg ! 0,900 1,600 1,500 1,500
Aluminio cmolc kg * 0,000 0,000 0,000 0,000
Cobre mg kg ! 0,770 1,720 3,920 6,160
Zinco mg kg * 1,36 7,55 8,91 22,29
Manganés mg kg * 64,760 81,810 80,870 95,420
Niquel mg kg ! 0,011 0,011 0,045 0,011
Cromo hexavalente mg kg ! 0,031 0,030 0,030 0,030
Céadmio mg kg 0,002 0,002 0,002 0,002
Chumbo mg kg ! 0,053 0,042 0,048 0,041
Cobalto mg kg ! 0,015 0,013 0,013 0,014
Saédio mg kg ! 0,202 0,622 0,339 0,544
Bromo mg kg * 0,411 0,400 0,413 0,908
lodo mg kg ! 0,080 0,081 0,109 0,231
Bério mg kg ! 0,205 0,174 0,204 0,251
Uranio mg kg 0,003 0,002 0,004 0,003
Vanadio mg kg 0,122 0,074 0,069 0,069
Merclrio mg kg 0,009 0,009 0,009 0,009
Litio mg kg ! 0,010 0,007 0,009 0,009
Estréncio mg kg * 0,008 0,009 0,008 0,016
Bromo mg kg * 0,411 0,400 0,413 0,908
Antimonio mg kg * 0,003 0,003 0,004 0,003
Arsénio mg kg * 0,022 0,019 0,019 0,024

Legenda: Potencial Hidrogénio (pH); Saturacdo de bases (SB); Nitrogénio Total (NT); Carbono Total (CoT);
Capacidade de troca catidnica (CTC); Fosforo (P); Potassio (K); Célcio (Ca); Magnésio (Mg); Aluminio (Al);
Cobre (Cu); Zinco (Zn); Manganés (Mn); Niquel (Ni); Cromo hexavalente (Cr); Cadmio (Cd); Chumbo (Pb);
Cobalto (Co); Sodio (Na); Bromo (Br); lodo (I); Bério (Ba); Uranio (U); Vanadio (V); Mercurio (Hg); Litio (Li);
Estroncio (Sr); Bromo (Br); Antimonio (Sb); Arsénio (As).
Fonte: Autora (2024).
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Em suma, os dados revelam variagfes nos parametros analisados entre os diferentes
tratamentos. Os tratamentos com dejetos (DLB, DLS e CSS) apresentaram aumentos
significativos nos teores de P, K, Ca, Mg, COT e Na em comparacdo ao tratamento CT,
apresentando os seguintes aumentos: 1,3 a 1,7 vezes para P; de 3 a 4 vezes para K; 1,4 a 2,2
vezes para 0 Ca; aumentos de 1,6 a 1,7 para Mg; 1,3 a 1,9 vezes para o carbono total (CoT) e
de 1,6 a 3,0 vezes mais de Na. Para os metais e metaloides, observa-se 0 mesmo
comportamento, sendo que os teores de: Mn foram 1,2 a 1,4 vezes maiores; Cu foram de 2,2 a
8,0 vezes; Zn de 5,5 a 16,3 vezes; Ni de 1,0 a 4,0 vezes; Sr e Br de 1,0 a 2,2 vezes maiores; |
variou de 1,0 a 2,8 vezes.

Ao comparar esses valores com os limites estabelecidos pela legislagéo brasileira que
tratam da qualidade do solo, sendo em nivel federal a Resolucdo CONAMA 420/2009
(BRASIL, 2024) e em nivel estadual (Rio Grande do Sul) a Portaria FEPAM 84/2014 (FEPAM,
2024), verifica-se que 0s tratamentos ndo excedem esses limites em relagdo aos metais e
metaloides passiveis de enquadramento. Entretanto, como apresentado na Tabela 3, CSS possui

valores proximos aos de investigacao para Zn estabelecidos pela Portaria FEPAM 84/2014.

Tabela 3 — Comparacdo dos parametros de interesse com os valores de referéncia e de investigagao para a
qualidade do solo dispostos na Resolucdo Conama 420/2009 e na Portaria Fepam 85/2014, Santa Maria — RS,

2024.
Pardmetro Cu Zn Ni Cr Cd Pb Co \Y Hg Sh As
CT 0,77 136 0,011 0,031 0,002 0,053 0,015 0,122 0,009 0,003 0,022
DLB 172 755 0,011 0,03 0,002 0,042 0,013 0,074 0,009 0,003 0,019
DLS 392 891 0045 003 0,002 0,048 0,013 0,069 0,009 0,004 0,019
CsS 6,16 22,29 0,011 0,03 0,002 0,041 0,014 0,069 0,009 0,003 0,024
Solo do tipo 3* 13 31 10 25 0,38 19 8 56 0,043 - -
VR Prevengao* 60 300 30 75 1,3 72 25 - 0,5 2 15
VI Agricola* 200 450 70 150 3 180 35 - 12 5 35
VI Residencial* 400 1000 100 300 8 300 65 - 36 10 55
VI Industrial* 600 2000 130 400 20 900 90 1000 70 25 150

* Portaria FEPAM 84/2014: Grupo de solo: Provincia Geomorfol6gica Depressao Periférica.
** Resolucdo Conama 420/2009.
Fonte: Autora (2024), adaptado de CONAMA (2009) e FEPAM (2014).

As variagOes nas concentracdes destas substancias entre os tratamentos podem ser

atribuidas as diferentes composi¢es dos dejetos animais aplicados. Cada tipo de dejetos
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liquidos (bovinos e suinos) e a cama de suinos tém caracteristicas distintas em termos de
composi¢do quimica, incluindo teores de metais. Portanto, a aplicacdo desses diferentes tipos
de dejetos no solo pode resultar em diferentes niveis de acumulacao desses metais, dependendo
da quantidade e frequéncia de aplicacdo, das caracteristicas do solo e do manejo agricola.

No presente estudo, foram observadas variagdes nas propriedades do solo de acordo
com o tipo de dejetos aplicados. Em CT, o solo apresentou caracteristicas quimicas e fisicas
béasicas, com baixa disponibilidade de nutrientes essenciais para as plantas. Por outro lado, nos
tratamentos com DLB, DLS e CSS, verifica-se uma notavel melhoria na fertilidade do solo,
com incrementos nos teores de nutrientes, matéria organica e saturacao de bases.

O solo néo fertilizado (CT) mostrou pH mais baixo em comparagdo com os solos com
dejetos, principalmente se comparado a DLS e CSS. Por outro lado, o solo tratado com CSS
apresentou pH mais alto, que pode ser atribuido a presenca de materiais organicos compostos
na cama. Os tratamentos com dejetos também exibiram maior capacidade de retencdo de
nutrientes, evidenciada pelos valores elevados de CTC. Isso pode estar relacionado aos maiores
valores de saturacdo de bases nos tratamentos com dejetos (BALOTA et al., 2014), indicando
maior disponibilidade de nutrientes essenciais, como potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg)
em comparacdo com o solo CT. Em seu estudo, Zhao et al. (2014) indicaram que a aplicagéo
de esterco aumentou significativamente a matéria organica do solo, os nutrientes totais e
disponiveis, o pH e a condutividade elétrica, com as doses mais elevadas resultando em maiores
aumentos. Além disso, houve um aumento na fracdo trocavel de metais e na disponibilidade de
metais no solo, com destaque para 0 aumento do acimulo de Cd.

Os tratamentos com dejetos apresentaram teores mais altos de carbono total (CoT) (12,
10,95 e 17,94 mg L para DLB, DLS e CSS, respectivamente), em comparagdo com CT
(8,05 mg L), indicando o potencial de decomposicio e liberacdo de carbono organico no solo.
Isso se deve ao fato que os residuos organicos fornecidos pela fertilizacdo com dejetos contém
varias substancias organicas (MORAES TAVARES et al., 2019) e a aplicacdo de esterco animal
a longo prazo aumenta significativamente os estoques de carbono organico do solo (SOC).
Rodrigues et al. (2021) destacam a importancia de considerar o tipo de esterco animal, o tempo
de aplicacdo e a profundidade do solo ao avaliar os efeitos das praticas de manejo no
armazenamento de carbono do solo em ambientes subtropicais, tendo em vista que a aplicacédo
continuada de dejetos, principalmente de dejetos de suinos adicionam mais SOC na camada
superficial do solo (0-20 cm), se comparados a solos sem adubacdo. A aplica¢do continua de
dejetos também tende a ser vantajosa para o solo tropical, promovendo um balanco positivo de

carbono no solo, sendo a aplicacdo de 50 m® ha* a melhor dose para promover a mineralizagéo
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da matéria organica, resultando na formacéao de substancias humicas e na melhoria do tamanho
dos agregados (MORAES TAVARES et al., 2019).

A aplicacdo de esterco bovino, em comparacdo com 0 uso de dejetos suinos ou
fertilizantes inorganicos nitrogenados, contribui de forma mais significativa para melhorar as
propriedades fisico-quimicas do solo e aumentar o contedo de nutrientes (SCHLEGEL et al.,
2015), o que nédo foi comprovado pelo presente estudo, uma vez que o tratamento CSS obteve
maiores teores de nutrientes e melhoramento das propriedades fisico-quimicas do solo se
comparados ao DLB.

A aplicacdo prolongada de dejetos também aumenta a atividade redox das substancias
hdmicas no solo (GUO et al., 2018). Apds 10 anos de uso continuado de fertilizantes organicos,
Loss et al. (2020) verificaram que houve o aumento significativo no teor de CoT nos
microagregados com a aplicacdo de DLS, enquanto o uso de CSS aumentou o CoT nos
macroagregados do solo. Além disso, ha influéncia dos dejetos na associacéo entre as fragdes
de oxido de manganés e fésforo (ANTHONIO et al., 2023) e tendéncia em aumentar a
disponibilidade de fdsforo, nitrogénio e o outros macronutrientes e micronutrientes no solo
(SCHLEGEL et al., 2015; FERREIRA et al., 2022). Esses processos sdo essenciais para a
qualidade do solo, a ciclagem de nutrientes e a remediacao de poluentes.

No presente estudo, os valores de P foram relativamente similares entre os tratamentos
com dejetos, entretanto, foram superiores ao CT (15,7 mg kg?), indicando que os trés
tratamentos os dejetos contribuiram de formas semelhantes nas concentracdes de fésforo no
solo. Nesse sentido, Zhang et al. (2014) descrevem que a aplicacdo de dejetos pode duplicar ou
triplicar as concentracdes de ortofosfato em solo, se comparados a solos com aplicacfes de
fertilizantes quimicos. As formas de aplicacgdo, tipo de solo e tipos de dejetos aplicados também
influenciam nos potenciais de adsorcdo e dessorcdo de P ao longo do tempo (WANG et al.,
2019). O P disponivel e sua forma ndo labil aumenta em solos que recebem aplicacdes mais
constantes de dejetos, principalmente na forma de esterco suino compostado e esterco sélido
suino, associado a incrementos no teor de carbono organico e pH do solo (KODAOLU et al.,
2023), corroborando com o constatado no presente estudo. DLS tém um efeito de reducédo da
capacidade do solo de reter P, o que pode ser atribuido & presenca elevada de P orgénico e
menor capacidade de troca catidnica, 0 que impacta nas propriedades do solo, na distribuicéo
de P e seu potencial de liberacdo dos agregados (KODAOLU et al., 2023). O acumulo de
fosforo (P) no solo apds décadas de aplicacGes sucessivas de dejetos suinos em areas agricolas
no Sul do Brasil foram observadas por (OLIVEIRA FILHO et al., 2020), que, embora ndo tenha

havido aumento significativo no teor total de P no solo, houve um aumento marcante na forma
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inorgénica de P, especialmente apos 45 anos de aplicacdo de dejetos. Boitt et al. (2018) também
observaram o acimulo de P principalmente em formas inorganicas e que o movimento vertical
do P estava confinado a camada superficial do solo (0-20 cm) em um Latossolo apds 15 anos
de cultivo.

Para NT, os valores tiveram comportamento semelhante ao de P, sendo maiores nos
tratamentos com aplicacOes de dejetos. Estudos demonstraram que a adubacdo de longo prazo
com dejetos pode alterar os processos de mineralizacdo, imobilizacdo e nitrificacdo do N do
solo, levando a maior imobilizagdo de amonio (NH4") (WANG et al., 2023). Além disso, a
nitrificacdo, que é a conversdo do aménio em nitrato (NOz"), tende a diminuir com a adubacgéo
prolongada. Entretanto, Li et al. (2023) citam que acUmulo de nitrato pode aumentar
significativamente quando a taxa de aplicagio de N excede 150 kg ha e o uso prolongado de
dejetos pode aumentar ainda mais o risco de lixiviacdo de nitratos. Ainda, a aplicacdo excessiva
de dejetos com excesso de N pode resultar em diversos problemas, semelhantes aos observados
para o foésforo (P), incluindo ainda emissdes de gases de efeito estufa, lixiviacdo de nitratos e
acidificacdo do solo (LI et al., 2023; WANG et al., 2023).

Os dejetos animais, quando aplicados ao solo na forma de DLB, DLS e CSS,
aumentaram os teores de micronutrientes como Cu, Zn e Mn no solo. Para Cu, os teores
variaram entre 0,77 a 6,16 mg L%, sendo que os tratamentos com dejetos apresentaram teores
mais altos em comparagdo com o tratamento CT. Assim como o cobre, 0s tratamentos com
dejetos mostram teores mais altos de zinco e manganés em comparacdo com o tratamento CT.
Além disso, observa-se que os teores dos trés metais foram crescentes de acordo com a ordem
dos tratamentos (CT, DLB, DLS e CSS, respectivamente). A maior concentracdo desses
elementos nos tratamentos com residuos de suinos, especialmente na CSS, pode ser explicada
pela dieta dos animais e pelas praticas de manejo adotadas nas instalacGes onde esses residuos
sdo produzidos (XU et al., 2019).

52 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO, RESPOSTA ANTIOXIDANTE
E NEUROTOXICIDADE EM MINHOCAS

Os dados obtidos descrevem os resultados dos biomarcadores, as respostas antioxidantes
e ao estresse oxidativo, bem como respostas neurotoxicas desencadeadas pela exposi¢cao aos
diferentes dejetos aplicados ao solo.

A capacidade antioxidante contra radicais peroxil (ACAP) revelam variagOes

substanciais na resposta antioxidante dos organismos. Em 14 dias, ndo houve diferenca
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estatistica entre os tratamentos, mesmo que CT tenha demonstra uma maior capacidade de
decomposicéo do perdxido de hidrogénio (11,76+4,77 mg mL™). Enquanto isso, 0s tratamentos
DLB, DLS e CSS demostraram uma atividade de 8,03+3,92 mg mL™, 8,83+4,31 mg mL* e
7,83+5,54 mg mL, respectivamente. Em 28 dias, CSS diferiu de CT, enquanto DLB e CSS
diferiram entre si, bem como DLS e CSS, conforme resultados expressos na Figura 5. Durante
0 periodo de exposicdo, DLS, DLB e CSS obtiveram um aumento na atividade de ACAP em

330%, 74% e 23%, respectivamente, enquanto CT permaneceu estavel no periodo.

Figura 5 — Capacidade antioxidante contra radicais peroxil (ACAP) em minhocas Eisenia andrei.
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Legenda: Nivel de significancia: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Periodo: a) 14 dias e
b) 28 dias. Tratamentos: CT = Controle; DLS = Dejetos Liquidos De Suinos; DLB = Dejetos Liquidos De
Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.

Fonte: Autora (2024).

Os resultados da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) apresentaram
flutuacédo ao longo do tempo e entre as os diferentes tratamentos, conforme expressos na Figura
6. Em 14 dias, DLB apresentou o maior valor de SOD (13,81+3,69 U SOD mg de proteina),
seguido por CSS e CT (11,92+2,36 e 11,08+2,96 U SOD mg* de proteina, respectivamente) e
DLS (7,49+1,26 U SOD mg! de proteina). Nesse periodo, observou-se uma diferenca
significativa de CSS em comparacédo a CT, além de uma distin¢do entre CSS e DLS. Apds 28
dias, apenas DLB e DLS mostraram diferencas significativas entre si. Durante a exposigéao,
apenas DLS obteve um aumento de 132% nos niveis de SOD, enquanto que 0s demais

tratamentos apresentaram uma reducdo nos teores de 12% a 16%.
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Figura 6 — Superoxido dismutase (SOD) em minhocas Eisenia andrei.
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Legenda: Nivel de significancia: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Periodo: a) 14 dias e
b) 28 dias. Tratamentos: CT = Controle; DLS = Dejetos Liquidos De Suinos; DLB = Dejetos Liquidos De
Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.

Fonte: Autora (2024).

Os resultados obtidos para a enzima catalase (CAT) demonstraram diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes tratamentos e periodos avaliados (Figura 7).
Em 14 dias, CT e DLB demonstram uma atividade mais elevada de CAT, sendo
60,74+8,85 U CAT mg™ de proteina e 46,90+11,08 U CAT mg™ de proteina, respectivamente,
enquanto que CSS e DLS mostram uma atividade mais baixa da enzima, sendo de
32,90+4,01 U CAT mg* de proteina e 33,80+4,53 U CAT mg™ de proteina respectivamente.
Em 28 dias, houve diferenca de DLB e DLS em relagdo a CT, enquanto CSS diferiu de DLS e
DLB. Entre o periodo avaliado, CT e DLB reduziram a atividade em 27% e 61%, enquanto
houve 0 aumento da atividade de CAT em 9% para CSS e DLS. Também é evidente um padréo
consistente nos tratamentos com dejetos, ja que estes apresentam atividades de CAT inferiores

em comparagdo com o CT em ambos 0s periodos.
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Figura 7 — Catalase (CAT) em minhocas Eisenia andrei.
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Legenda: Nivel de significancia: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Periodo: a) 14 dias e
b) 28 dias. Tratamentos: CT = Controle; DLS = Dejetos Liquidos De Suinos; DLB = Dejetos Liquidos De
Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.

Fonte: Autora (2024).

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) também apresentou a tendéncia ter a menor
atividade enzimatica nos tratamentos com dejetos, se comparadaa CT. Apos 14 dias, a atividade
da enzima foi inferior em DLB (3,83+0,63 nmol min™ mg de proteina) em comparagdo com
CT (4,38+0,87 nmol min™t mg de proteina), e entre os dejetos, DLB exibiu uma atividade maior
do que CSS (3,52+0,63 nmol min mg de proteina). Em 28 dias, houve novamente uma
diferenca significativa entre DLB e CT, enquanto DLB diferiu de DLS e CSS. Durante o
periodo de exposicdo, houve o aumento em 4% na atividade de GPx em CT e a reducdo da

atividade enzimatica em 12%, 6% e 2% para CSS, DLB e DLS, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8 — Glutationa peroxidase (GPx) em minhocas Eisenia andrei.
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Legenda: Nivel de significancia: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Periodo: a) 14 dias e
b) 28 dias. Tratamentos: CT = Controle; DLS = Dejetos Liquidos De Suinos; DLB = Dejetos Liquidos De
Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.

Fonte: Autora (2024).

Os resultados da atividade da enzima glutationa redutase (GR) revelam variagdes para
a resposta antioxidante dos organismos expostos a dejetos, que apresentaram maiores atividades
enzimaticas em tratamentos com dejetos se comparados ao CT em ambos os periodos (Figura
9). Em 14 dias, a atividade enzimatica de DLB (40,32+8,54 nmol min*t mg de proteina) foi
significativamente diferente de CT (11,35+2,00 nmol min? mg de proteina). Entre os
tratamentos com dejetos, DLB diferiu de DLS (28,21+5,39 nmol min"* mg de proteina) e CSS
(32,97+6,89 nmol min* mg de proteina), e DLS diferiu de CSS. Apds 28 dias, a atividade
enzimética de DLB diferiu da de CT, e entre os tratamentos com dejetos, houve diferenca
significativa entre DLB, DLS e CSS. Observou-se uma tendéncia de reducdo na atividade

enzimatica ao longo do tempo, sendo de 39% para DLB, 19% para CT e CSS, e 7% para DLS.
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Figura 9 — Glutationa redutase (GR) em minhocas Eisenia andrei.
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Legenda: Nivel de significancia: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
Periodo: a) 14 dias e b) 28 dias. Tratamentos: CT = Controle; DLS = Dejetos Liquidos De
Suinos; DLB = Dejetos Liquidos De Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.
Fonte: Autora (2024).

Assim como as demais enzimas do grupo, a Glutationa S-Transferase (GST) apresentou
variacdes significativas entre os tratamentos. Apds 14 dias, observou-se diferenca na atividade
enzimatica entre DLB e CT (9,02+1,78 e 14,85+4,08 nmol GS-DNB min mg™* de proteina,
respectivamente), bem como entre DLB e DLS (11,51+4,42 nmol GS-DNB min mg? de
proteina), e entre DLB e CSS (10,72+0,73 nmol GS-DNB min mg™ de proteina). A diferenca
estatistica entre os tratamentos seguiu em 28 dias de exposi¢do. Durante o periodo de exposicéo,
a atividade enzimética da GST aumentou nos tratamentos, sendo mais elevada em CT com um
aumento de 12%, seguido por CSS com 10%, DLB com 3% e DLS com 1%. A Figura 10

apresenta os dados relacionados a atividade enzimaética da GST.
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Figura 10 — Glutationa S-Transferase (GST) em minhocas Eisenia andrei.
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Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.

Fonte: Autora (2024).

Os resultados mencionados sugerem que 0s organismos desenvolveram uma resposta
antioxidante para enfrentar o aumento do estresse oxidativo, ampliando sua capacidade de
neutralizar os radicais livres como uma estratégia de sobrevivéncia, especialmente nos
tratamentos que envolvem dejetos. Houve uma variag@o na resposta antioxidante ao longo do
periodo de exposicao (14 e 28 dias), sugerindo que os efeitos dos dejetos induzem ou reduzem
a resposta dos animais com o passar do tempo, dependendo do tipo de biomarcador avaliado.
Além disso, os dejetos podem conter compostos bioativos que tém um impacto direto na
producéo de ERO e na atividade das enzimas antioxidantes.

Para as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) observou-se uma variagdo
nos niveis ao longo do tempo e conforme tratamento, variando de 9,01 a
14,13 nmol MDA mg ! de proteina. Em 14 dias, DLS diferenciou-se de CT, enquanto entre 0s
dejetos, DLB diferiu dos demais. CT registrou niveis mais baixos de TBARS, com
9,01+2,69 nmol MDA mg? de proteina, enquanto que, entre os dejetos, DLS e CSS
demonstraram um teor de 11,99+1,81 e 10,77+1,86 nmol MDA mg de proteina. Apds 28 dias,
CSS diferiu de CT e DLS de CSS. CT apresentou niveis mais baixos de TBARS em 14 dias,
sem diferenciagéo significativa ao longo do tempo. Entre os tratamentos, DLB apresentou 0s
niveis mais altos de TBARS em 14 dias e DLS em 28 dias, indicando um aumento significativo

no estresse oxidativo nesses grupos nestes periodos. Em comparacéo entre os periodos, CSS,
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DLB e DLS apresentaram uma redugdo dos niveis de TBARS de 14%, 5% e 8%,
respectivamente, enquanto CT apresentou um aumento de 13%, conforme apresentado na
Figura 11.

Figura 11 — Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) em minhocas Eisenia andrei.
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b) 28 dias. Tratamentos: CT = Controle; DLS = Dejetos Liquidos De Suinos; DLB = Dejetos Liquidos De
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Fonte: Autora (2024).

Para carbonilacdo proteica, em ambos periodos de exposicdo, houve um aumento
significativo de oxidacdo e formacdo de carbonilas nos tratamentos com dejetos, conforme
Figura 12. Em 14 dias, houveram variacOes significativas entre os tratamentos em comparagéo
com CT. DLB apresentou a maiores valores, seguido por DLS, CSS e CT, sendo 12,38+2,05,
7,46+1,80, 4,50+1,15 e 1,56+0,70 nmol de carbonil mg ! de proteina, respectivamente. Em 28
dias, DLB e DLS, diferiram estatisticamente de CT, enquanto DLS diferiu de DLB e CSS.
Nesse periodo, CSS obteve os menores teores de carbonilagdo, com 4,10+1,04 nmol de
carbonil mg?® de proteina, enquanto DLB os maiores. Durante o periodo de exposi¢do, 0s
tratamentos com dejetos apresentaram uma reducéo de 12%, 9% e 6% para DLS, CSS e DLB,
respectivamente.
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Figura 12 — Carbonilagéo de proteinas em minhocas Eisenia andrei.
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Legenda: Nivel de significancia: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Periodo: a) 14 dias e
b) 28 dias. Tratamentos: CT = Controle; DLS = Dejetos Liquidos De Suinos; DLB = Dejetos Liquidos De

Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.
Fonte: Autora (2024).

Observa-se 0 aumento significativo nos niveis de espécies reativas ao oxigénio (ERO)

nos tratamentos com dejetos se comparados ao CT, em ambos 0s periodos de exposi¢cdo, com

maiores teores observados em CSS em 14 dias (Figura 13). Em 14 dias, é possivel observar que

CSS apresentou a maior concentracdo de espécies reativas de oxigénio, seguido por DLS e CT,
sendo 96,94+21,94, 68,53+19,02 e 66,34+17,91 nmol mg* de proteina, respectivamente. Nesse

periodo, DLB mostrou a menor concentracdo de ERO entre os grupos analisados, com

61,06+7,71 nmol mg* de proteina. Em 28 dias, os niveis de ERO reduziram em 3% para CSS

e CT e 8% para DLS se comparados com 14 dias de exposi¢do, sendo significativamente

diferentes, como observado em 14 dias.
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Figura 13 — Espécies reativas de oxigénio (ERO) em minhocas Eisenia andrei.
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Legenda: Nivel de significancia: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Periodo: a) 14 dias e
b) 28 dias. Tratamentos: CT = Controle; DLS = Dejetos Liquidos De Suinos; DLB = Dejetos Liquidos De
Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.

Fonte: Autora (2024).

Ao longo do tempo, os niveis de perdxidos e oxidacdo de lipidios mantiveram certa
estabilidade, com algumas variacGes entre as diferentes condi¢cGes experimentais. Em um
periodo de 14 dias, os niveis de perdxidos do tratamento DLB (4,36+0,35 pg L) foram
significativamente diferentes dos tratamentos CT (5,17+0,47 ug L), CSS (4,18+0,15 pg L)
e DLS (4,08+0,45 pg L. Em 28 dias, CSS diferiu de CT, assim como os tratamentos com
dejetos, com o DLB diferindo do DLS e o DLS diferindo do CSS, com DLS apresentando 0s
maiores indices neste periodo. Durante a exposi¢do, houve a reducdo de peroxidos em 13% em
CT e 8% em DLB e 0 aumento de 14% em DLS, conforme Figura 14.
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Figura 14 — Niveis de peroxidos de hidrogénio (H202) em minhocas Eisenia andrei.
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Legenda: Nivel de significancia: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Periodo: a) 14 dias e
b) 28 dias. Tratamentos: CT = Controle; DLS = Dejetos Liquidos De Suinos; DLB = Dejetos Liquidos De
Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.

Fonte: Autora (2024).

Os resultados da atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BChE) nos diferentes tratamentos e tempos de exposicdo revelam variagbes conforme
tratamentos.

A atividade de AChE em CT foi inferior aos tratamentos com dejetos em ambos 0s
periodos de exposicdo. Em 14 dias, a atividade de AChE para os tratamentos com dejetos foi
de 40,86+4,32 umol de AcSCh min de proteina para DLS, 38,12+8,16 umol de AcSCh min*
de proteina para DLB, 32,54+5,27 umol de AcSCh min* de proteina para CSS, enquanto que
CT apresentou uma atividade de 4,01+2,34 umol de AcSCh min de proteina. Neste periodo,
houve diferenca estatistica entre DLB e CT, e DLB diferenciou de DLS e CSS. Em 28 dias a
diferenca estatistica entre os grupos foi a mesma, conforme demonstra a Figura 15. Com o
passar do tempo, os tratamentos apresentaram um aumento de, 25%, 19%, e 5% para CT, CSS

e DLS, respectivamente, enquanto DLB teve uma reducdo da atividade em 3%.
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Figura 15 — Acetilcolinesterase (AChE) em minhocas Eisenia andrei.
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Bovinos; CSS = Cama Sobreposta De Suinos.
Fonte: Autora (2024).

Em ambos periodos avaliados, a atividade enzimatica de BChE nos tratamentos com

dejetos foi inferior a CT. Em 14 dias, CT (11,16+4,80 umol de BcSCh min de proteina)
diferenciou de DLB (4,87+2,13 pumol de B¢cSCh min? de proteina), e entre os dejetos, DLB
diferenciou de DLS e CSS (8,71+2,95 e 8,64+3,48 pmol de BcSCh min? de proteina,

respectivamente). Em 28 dias, CT diferenciou de DLS, enquanto DLS diferenciou-se de DLB

e CSS. De 14 para 28 dias, CT e DLB apresentaram reducdo da atividade enziméatica em 45%

e 22%, respectivamente, enquanto houve o aumento em DLS e CSS, em 44% e 31%,

respectivamente, conforme a Figura 16.
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Figura 16 — Butirilcolinesterase (BChE) em minhocas Eisenia andrei.
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Fonte: Autora (2024).

O tratamento controle (CT) representa a condicdo basal ou de referéncia, sem
intervencdo adicional que possa causar estresse oxidativo. De forma geral, observa-se uma
tendéncia de leve reducao nos teores de H-O2, manutenc¢do dos niveis de ERO, aumento da
carbonilacdo e de TBARS. No sistema antioxidante, hd manutencao dos teores de ACAP, GPx,
GR e redugdo da atividade de SOD, CAT e GST, enquanto a atividade das colinesterases
manteve-se inalterada para AChE e reduziu para BChE. Pequenas variacdes no manejo
experimental, como a manipulacdo dos animais, mudancas na dieta ou estresse ambiental,
podem ter modificado levemente os marcadores durante a execuc¢do do experimento, mas foram
impostas igualmente a todos os organismos expostos aos diferentes tratamentos. Assim,
observa-se uma resposta consistente nas atividades enzimaticas e ndo enzimaticas ao longo do
experimento, e os desvios observados podem ser desprezados quando comparados com as
respostas dos biomarcadores dos animais expostos aos tratamentos com dejetos.

No caso de DLB, a presenca de danos oxidativos e lipidicos em 14 dias revela uma
exposicdo aguda a agentes oxidantes com o aumento abrupto na produgdo de ERO. Os valores
de carbonilagdo de proteinas e TBARS corroboram com esta afirmacéo e possuem relagdo com
a falha do sistema enzimatico antioxidante. A reducdo da atividade de SOD, CAT, GPx e GR,
reduziu a capacidade de neutralizar ERO e H20., ocasionando 0 aumento do estresse oxidativo.

Com essa reducdo, houve a compensacdo pelo aumento da ACAP em 28 dias, indicando a
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ativacdo de outros mecanismos de defesa antioxidante, como a via das glutationas. O aumento
da atividade de GST corrobora com essa hipétese, pois indica uma tentativa de detoxificacéo
de elementos oxidantes, a partir da regeneracdo de GSH. Apesar do aumento, a acdo metabolica
foi insuficiente para livrar os organismos do estresse oxidativo, devido aos resultados obtidos
para as colinesterases. Neste caso, a resposta adaptativa incluiu o aumento da AChE para
compensar a disfungéo colinérgica, buscando a regulagdo da transmissdo nervosa.

Em DLS, foram observados niveis moderados de TBARS e carbonilacdo, que indicam
estresse oxidativo em 14 dias. A adaptacdo ao estresse oxidativo pode ter reduzido a
carbonilacdo de proteinas, mas os danos lipidicos ainda sdo observados em 28 dias de
exposi¢do. O aumento de CAT, visando a compensacgdo da reducdo de GPx, pode indicar a
adaptacdo dos mecanismos antioxidantes, ocasionando na geracdo de H>O, como subproduto.
O aumento exponencial de ACAP indica uma resposta adaptativa para decompor 0 excesso de
H20,, potencialmente pela via das glutationas, tendo em vista 0 aumento de GR e GST, que
garantem a regeneracdo de GSH. Ainda, é possivel verificar uma estabilizagdo na converséo de
superdxido, representada pelos niveis de SOD. Entretanto, a condi¢do de estresse pode ter
influenciado no aumento da AChE e de BChE.

A exposicdo CSS manifestou efeitos neuroquimicos e antioxidantes que se assemelham
aos observados em DLB e DLS. A redugdo da atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT
e GPx) resultou em um acimulo de ERO. O aumento da atividade de GR e GST pode ser uma
resposta adaptativa para manter os niveis de GSH. Com a ativacdo desta via metabdlica, houve
a tentativa de reducdo das espécies reativas e, consequentemente, do dano as proteinas pelo
aumento da atividade de SOD e CAT. Ainda, o incremento da atividade de AChE e ativagéo de
BChE pode ter sido uma resposta ao estresse oxidativo e visou evitar o acimulo dos niveis de
neurotransmissores na sinapse.

Logo, as alteracbes observadas refletem o desequilibrio redox, indicando um quadro de
estresse oxidativo e neuroldgico aos organismos expostos, principalmente nos tratamentos com
dejetos. A exposicdo das minhocas a solos historicamente tratados com dejetos revelou um
cenario de dano oxidativo, evidenciado por tentativa de resposta antioxidante em alguns
tratamentos com dejetos, se comparados com CT. Alguns casos, houve uma resposta
antioxidante comprometida, sendo insuficiente para minimizar os impactos de estresse
oxidativo. Essa dindmica sugere uma tentativa de manutencdo do equilibrio redox (ZEB et al.,
2020), como uma estratégia de sobrevivéncia diante das condi¢des estressantes impostas pelos

dejetos.
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Os tratamentos com dejetos liquidos (DLB e DLS) parecem induzir um maior estresse
oxidativo inicialmente. No entanto, com o tempo houve uma aparente reducdo em alguns
biomarcadores, como carbonilacdo e TBARS, sugerindo uma possivel regulacdo do estresse
oxidativo com a progressao da exposicdo. Para CSS houve o aumento continuo dos niveis de
ERO, indicando a ocorréncia de estresse oxidativo cronico nessa condi¢do. De modo geral, 0s
resultados apontam que os dejetos induzem estresse oxidativo de forma dinamica, dependendo
do tipo de dejeto, tempo de exposicao e do tipo de solo.

Em um estudo realizado na Tunisia, foi observado estresse e dano oxidativo em
minhocas expostas a dejetos de bovinos (Hattab et al., 2024). A exposi¢cdo dos animais a
compostos de esterco bovino, ovino e uma mistura dos dois por 7 e 14 dias resultou em danos
citotoxicos, genotdxicos e oxidativos. Os resultados mostraram um aumento nas atividades de
CAT (140,83 £22,27 ¢ 112,11 + 11,16 pumol min mg-1) e nos niveis de peroxidacdo lipidica
(LPO), juntamente com a inibicdo de AChE, especialmente apds 14 dias de exposi¢do aos
dejetos bovinos (CC).

Visando avaliar os impactos dos sistemas pecuarios na ecotoxicidade do solo,
Parelho et al. (2018) realizaram a exposi¢do de minhocas da espécie Amynthas gracilis em
Portugal. Os resultados mostraram a exposi¢do durante 14 dias aos solos dos sistemas pecuarios
desencadeou efeitos subletais significativos, revelados pelo aumento da atividade da AChE nas
minhocas (de 34,15+0,79 a 62,74+2,10 nmol de AcSCh min de proteina), na diminuicio das
enzimas associadas a defesa antioxidante (SOD 2,76+0,11 a 1,90+0,04 U mg™* de proteina) e
da integridade lisossomal (captacdo de vermelho neutro, de 113,00+4,81 a 83,73%2,25%),
revelando que solos de sistemas de producdo animal causam neurotoxicidade e dano oxidativo
Nos organismos expostos.

Na China, em um estudo realizado por Xiong et al. (2014) o efeito do aditivo alimentar
sulfato de cobre (CuSOs) nas respostas ecotoxicologicas das minhocas Eisenia fetida. Neste
contexto, foi observado um aumento da atividade de enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GPx)
e danos oxidativos nos niveis lipidicos causados pelo aditivo durante os periodos de exposigéo.
Vale ressaltar que a GPx parece desempenhar um papel crucial na prote¢éo antioxidante, sendo
induzida nos estagios iniciais de estresse oxidativo. Por outro lado, ao final da exposicéao, a
atividade da SOD foi reduzida ao nivel dos grupos controle, possivelmente devido a um
mecanismo de adaptacdo. A analise conjunta de todos os biomarcadores sugere que as enzimas
antioxidantes sdo eficazes na fornecer defesas antioxidantes contra o estressor, com excec¢éo da
GST.
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Os dados dos trés estudos evidenciam danos citotoxicos, genotoxicos e oxidativos em
organismos expostos a dejetos, destacando a importancia das enzimas como CAT, SOD, GPx
e AChE na resposta ao estresse oxidativo causado pelos poluentes. As modificacdes na
atividade dessas enzimas em resposta a exposi¢cdo corroboram com a hipotese de adaptacao
enzimatica e exaustdo do sistema antioxidante diante do estresse oxidativo, desencadeando um
processo neurotdxico nos animais expostos apresentada no presente estudo.

As caracteristicas do solo, como pH, teores de nutrientes e elementos quimicos
influenciam na resposta de dano oxidativo, antioxidante e neurotdxica das minhocas expostas
aos solos. Geralmente, solos com pH mais baixo podem apresentar uma maior atividade de
enzimas antioxidantes, como a SOD e a CAT, devido a maior producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) em condicdes acidas (WU et al., 2020). O valor do pH do solo tem efeitos
inibitdrios significativos na sobrevivéncia, crescimento e reproducdo das minhocas em
condigdes &cidas, pela inibicdo de biomarcadores GPx, SOD, Perdxido, CAT, proteina total e
metalotioneina (WU et al., 2020). Verifica-se, entretanto, que, no presente estudo, o pH do solo
possivelmente ndo tenha sido um fator limitante ou ativador das atividades antioxidantes e
gerador de ERO.

A presenca de elementos quimicos nos dejetos animais pode ter favorecido e
desencadeado o dano oxidativo aos organismos, tendo em vista a composi¢cdo quimica dos
diferentes tipos de dejetos. A exemplo, DLB e CSS continham concentragdes mais altas de
nitrogénio total, metais e outros compostos organicos se comparados ao CT, que sdo associados
diretamente aos processos oxidantes (HENKLER et al., 2010; DEMIRCI-CEKIC et al., 2022).
As minhocas possuem a predisposi¢cdo de absorver metais e 0os acumular em seus tecidos,
principalmente Cd, Zn, Cu e Pb (WANG et al., 2018).

A presenca de metais e metaloides induzem a danos oxidativos devido a capacidade
desses elementos de gerar espécies reativas de oxigénio (ERO) por meio de reacbes redox
(FARINA etal., 2013; VELLINGIRI et al., 2022). Niveis excessivos de metais causam estresse
oxidativo, dobramento incorreto de proteinas, mau funcionamento mitocondrial, desregulagéo
da autofagia e apoptose, entre outros (FARINA et al., 2013). Portanto, € esperado que solos
com maiores concentragcbes apresentem uma maior atividade ou inibicdo das enzimas
antioxidantes, como SOD, CAT e das glutationas, como mecanismo de defesa celular contra o
estresse oxidativo. Essas enzimas atuam na remogao e na neutralizagdo das ERO, auxiliando na
protecdo contra danos oxidativos (LIU et al., 2023).

Isso se deve ao fato que 0s metais possuem natureza idnica e tém a capacidade de

adentrar nas superficies e nas membranas celulares, onde interagem com fosfolipidios
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resultando na producéo ERO. A geracéo exorbitante de ERO nas células desencadeia o processo
de desequilibrio entre as defesas antioxidantes e as substancias oxidantes, levando a
peroxidacdo lipidica, a oxidacdo de proteinas e a danos ao DNA e RNA ocasionando um
processo de estresse oxidativo e a inativacdo de macromoléculas essenciais (BARBOSA et al.,
2010; YADAV et al., 2023).

Alguns micronutrientes e macronutrientes também desempenham papéis fundamentais
na sintese e na atividade das enzimas antioxidantes (WANG et al., 2021), 0 que sugere uma
possivel influéncia desses elementos na atividade antioxidante das minhocas. Os tratamentos
com aplicacdo de dejetos apresentaram maiores teores de nutrientes e elementos quimicos em
comparacdo com CT. Testando a aplicacdo de dejetos suinos em quatro solos diferentes,
(SEGAT et al., 2015) constataram que a textura, CTC e a matéria organica do solo alteram a
toxicidade dos dejetos suinos para as minhocas. A exposi¢cdo a metais e metaloides inibiu a
atividade de enzimas antioxidantes, como a GR, SOD e CAT, que desempenham um papel
crucial na protegdo contra o estresse oxidativo nas minhocas da espécie Eisenia fetida
(YU et al., 2022). Minhocas expostas a concentracdes de 67,58 mg/kg, 168,96 mg/kg e 337,92
mg/kg de Cu apresentaram alteracGes nos niveis de transcri¢do, indicando mudancas nas vias
metabdlicas, reacbes graves de toxicidade e o aumento da capacidade antioxidante
(YU et al, 2022). Foi observado um aumento significativo na atividade da CAT em vermes
Tubifex tubifex expostos ao cobre (MOSLEH et al., 2006). Esses resultados sugerem que o Cu
pode causar toxicidade ao interferir no sistema antioxidante das minhocas, ampliando a
capacidade antioxidante como estratégia adaptativa para lidar com o estresse de longo prazo do
Cu (YU et al, 2022).

Quando as minhocas séo expostas a condi¢cfes estressantes, como aos dejetos, hd um
aumento na producdo de radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio
(LUKKARI et al., 2004; AHMADPOUR et al., 2023; LIU et al., 2023), conforme evidenciado
no presente estudo. Os mecanismos pelos quais esses compostos induzem estresse oxidativo
aos organismos sdo diversos e incluem a producéo direta de ERO, o esgotamento de defesas
antioxidantes e a inibicdo de enzimas antioxidantes (HENKLER et al., 2010). Em resposta ao
estresse oxidativo, 0s organismos expostos ativam o sistema antioxidante como uma forma de
protecdo contra os danos oxidativos (YU et al., 2022). Entretanto, eventualmente, ha a falha
destas defesas ou o acionamento de outras vias metabdlicas, como a das glutationas
(LUKKARI et al., 2004; OJO et al., 2016; HUANG et al., 2022).

As glutationas estdo envolvidas em varias fungbes importantes, como sinaliza¢éo

celular, modificacbes pos-translacionais e regulacdo do estresse oxidativo, desempenhando
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papéis tanto em processos celulares normais quanto em respostas a estimulos externos
(FERGUSON e BRIDGE, 2019; MAZARI et al., 2023). A conjugacdo de GSH com
xenobidticos geralmente leva a formacdo de metabolitos menos reativos para facilitar a
excrecdo, mas em certos casos, 0s conjugados de GSH podem ser mais reativos do que 0s
compostos originais (MAZARI et al., 2023). O acionamento da via das glutationas para
degradacdo e reparo de proteinas danificadas é crucial, mas também pode indicar uma
sobrecarga nos mecanismos de detoxificacdo celular (FERGUSON e BRIDGE, 2019;
MAZARI et al., 2023).

A sobrecarga e o aumento prolongado na atividade antioxidante pode levar a um
desequilibrio na regulacdo redox, esgotamento dos estoques de GSH, interferindo na
sinalizacdo celular e prejudicando a funcdo normal dos sistemas bioldgicos (ASAGBA,
ICHIPI-IFUKOR E OKWUDIBIE, 2020; DEMIRCI-CEKIC et al, 2022;
MAZARI et al., 2023; TAO et al., 2024). Além disso, 0 estresse oxidativo crénico pode
desencadear processos neurotdxicos, afetando o sistema nervoso das minhocas
(FARINA et al., 2013; VELLINGIRI et al., 2022).

No presente estudo, a neurotoxicidade foi induzida através do aumento da atividade de
AChE e da inibigdo de BChE em resposta a exposi¢ao nos tratamentos com dejetos e ao estresse
prolongado. Ambas enzimas sao cruciais no sistema nervoso, sendo responsaveis pela hidrolise
da acetilcolina (CHEN et al., 2023). A exposi¢cdo a compostos toxicos, como 0s encontrados
nos dejetos, pode afetar a atividade dessas enzimas, levando a altera¢des na funcéo neuroldgica.
Por exemplo, o aumento da atividade da AChE pode levar ao a reducéo dos niveis de ACh na
sinapse, 0 que pode causar excitacdo excessiva do sistema nervoso. Por outro lado, a inibigdo
da BChE pode levar ao acimulo de BCh na sinapse, 0 que pode causar excitacdo do sistema
nervoso, por meio de sindrome colinérgica e levar a problemas musculares (CHEN et al., 2023;
GIACOBINI, 2004). Assim, a atividade destas enzimas pode fornecer informacdes sobre a
integridade do sistema nervoso e a fungdo neurotransmissora, sendo indicativos de exposi¢ao a
agentes neurotoxicos e a geracdo de estresse (MOSLEH et al., 2006; PEREIRA et al, 2014).

A exposicdo dos organismos aos metais presentes nos dejetos pode aumentar a atividade
da AChE e da BChE, ou inibi-las a depender da concentracdo dos ions metélicos, tendo em
vista a propriedade de substituicdo do cofator no sitio catalitico das enzimas, impedindo sua
interacdo com o substrato (VELLINGIRI et al., 2022), reduzindo a atividade enzimaética
(MOSLEH et al., 2006; PEREIRA et al., 2014). Metais como Zn, Fe, Mn e 0 Hg podem vir a
se acumular em altas concentrag¢fes no sistema nervoso, levando a intoxicacao e consequente
neurodegeneracdo das células nervosas (FARINA et al.,, 2013; VELLINGIRI et al., 2022).
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Logo, o aumento da AChE pode ser interpretado como uma tentativa do organismo de
compensar os efeitos adversos do estresse e, complementarmente, a ativagcdo da BChE busca
aumentar a eficiéncia na transmissao nervosa (FARINA et al., 2013; VELLINGIRI et al., 2022;
CHEN et al., 2023). Assim, os resultados sugerem que os dejetos, principalmente os liquidos,
podem estar induzindo neurotoxicidade nas minhocas, possivelmente devido a presencga de
compostos toxicos. Os efeitos parecem piorar com o tempo de exposi¢do, conforme
evidenciado. No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar o mecanismo exato de
neurotoxicidade.

Os tratamentos com dejetos ainda podem conter residuos de medicamentos veterinarios,
pesticidas e outros compostos quimicos usados na producdo dos animais, 0s quais podem ser
metabolizados em produtos reativos que geram ERO como subprodutos (FARINA et al., 2013;
GUO et al., 2018; VALKO et al., 2006). Os maiores indices de carbono total também podem
ser um cofator da geracdo de ERO, ja que sua decomposi¢cdo gera uma série de compostos
reativos, radicais livres, aménia e outros compostos (CALISI et al., 2019;
HENKLER et al., 2010).

O aumento significativo da AChE e reducdo de BChE pode se dar por conta dos teores
mais elevados de metais e metaloides presentes em DLB, através da toxicidade direta pela
ligacdo aos seus sitios ativos ou pela inducdo de estresse oxidativo (FARINA et al., 2013;
VELLINGIRI et al., 2022). A sobrecarga de AChE resulta na ativagdo da BChE ao longo da
exposicdo, visando complementar a atividade de degradacdo dos ésteres de colina. Esse
comportamento indica um desequilibrio na regulacéo da acetilcolina e outros ésteres de colina,
sugerindo um possivel déficit na transmissdo colinérgica, comprometendo a funcéo
neuromuscular e levando a potenciais sintomas neuroldgicos (VELLINGIRI et al., 2022).

Os tratamentos com dejetos revelaram aumentos significativos nos principais
parametros fisico-quimicos do solo, como K, Ca, Mg, Cu, Zne Mnno DLB, e P, K, Cu, Zn e
Nino DLS, além de CoT, NT e CTC no CSS. Estes aumentos sugerem um ambiente mais fértil,
mas também mais propenso a geracdo de um quadro de estresse oxidativo e neurotoxicidade
aos animais expostos. As enzimas antioxidantes, incluindo SOD, CAT, ACAP e GST,
mostraram aumento de atividade, enquanto a elevacdo de TBARS, H20; e a carbonilacéo
proteica indicaram estresse oxidativo. A atividade colinérgica, com aumento de AChE e
inibicdo de BChE, sugeriu efeitos neurotoxicos nos tratamentos com DLB e DLS, indicando a
complexidade das respostas adaptativas dos organismos expostos.

Essas alteracOes fisiologicas complexas e dindmicas podem ter impactos significativos

no metabolismo, na reproducdo e na sobrevivéncia das minhocas, podendo levar a efeitos
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adversos sobre a populagéo e a ecologia do solo, principalmente com aplicacfes de dejetos
durante longos periodos (SEGAT e SOUSA et al., 2020).

Minhocas foram mais sensiveis do que os colémbolos a contaminacéo por Cu, e o solo
arenoso foi mais suscetivel a ecotoxicidade devido a contaminagdo por Cu, provavelmente
devido a maior biodisponibilidade do metal neste tipo de solo no estudo de Simdes et al. (2020).
No estudo de Maccari et al. (2016), o aumento das quantidades de esterco liquido de suinos
aplicados em solos subtropicais reduziu as taxas reproducdo de Eisenia andrei e Enchytraeus
crypticus. Os efeitos na reproducdo das minhocas foram observados com aplicacdo de 112 e
150 m® ha™* e nos enquitreideos as doses de 17 e 45m? ha * em Neossolo e Nitossolo.

Os metais e metaloides também tém o potencial de afetar e alterar a comunidade de
organismos do solo. Isso ocorre devido as propriedades toxicas desses elementos, que podem
interferir em processos bioldgicos vitais e prejudicar a saude e diversidade da comunidade
edafica (MOURA et al., 2016). A presenca de metais no solo pode inibir a atividade de
microrganismos benéficos, como bactérias (SOUZA et al., 2021; HOU et al., 2022), colémbolos
(SEGAT et al., 2015), minhocas (MACCARI et al., 2016) e fungos (BALOTA etal., 2016;
HOU et al., 2022), levando a uma reducéo na fertilidade e na capacidade de suporte de vida do
solo. Além disso, organismos macroscopicos, como minhocas e insetos do solo, podem ser
afetados diretamente pela presenca de metais, resultando em mudancas na estrutura e funcao
do ecossistema do solo (LUKKARI et al., 2004; BEAUMELLE etal., 2017; RAN et al., 2023).

Assim, os resultados destacam a complexa interacdo entre os dejetos, o solo, 0s
biomarcadores e as minhocas, com potenciais implica¢fes para a saude dos animais expostos e
da qualidade do solo, ja que a aplicacdo continua de dejetos pode induzir 0s organismos ao

estresse oxidativo e neurotoxicidade em minhocas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo revelam a complexa interacdo entre os dejetos
liquidos de suinos e bovinos, as minhocas e o solo, destacando implicagdes significativas para
as caracteristicas fisico-quimicas do solo e para os organismos expostos. O estudo forneceu
evidéncias sobre o potencial ecotoxico dos dejetos animais com aplicagdes de longo prazo,
mesmo apos a interrupcao da aplicacdo direta. Além disso, elucidou alguns dos mecanismos de
toxicidade subjacentes aos efeitos observados nos organismos expostos aos dejetos animais,
fornecendo evidéncias sobre as vias bioquimicas e fisiologicas afetadas. Os resultados também
destacam a importancia de considerar ndo apenas 0s aspectos bioquimicos, como o estresse
oxidativo e a atividade antioxidante, mas também os efeitos sobre a funcédo neuroldgica dos
organismos expostos a esses dejetos.

A anélise da literatura evidenciou lacunas relacionadas necessidade do desenvolvimento
de estudos que investiguem a interacdo entre diferentes substancias em solos com aplicacfes
continuadas de dejetos, como é o caso de metais e metaloides, farmacos e outros poluentes
emergentes e a investigacdo da forma como as substancias interajam entre si e com 0S
organismos. Além disso, sdo escassos 0s estudos que facam o uso de solos do Tipo 1 (solos
naturais), combinados com a exposic¢ao de organismos terrestres, especificamente as minhocas,
tendo em vista a potencial contaminacao por diversas substancias, o que dificulta a discusséo e
a abordagem integrada de causa e efeito. Considerando que o solo € a base da producdo de
alimentos, o entendimento detalhado de como essas praticas de fertilizagdo impactam na biota
é fundamental. Assim, recomenda-se a continuidade e expansdo da pesquisa nesta area,
abordando os impactos a longo prazo da aplicacdo de dejetos, bem como a realizagcdo de
experimentos com diferentes métodos de tratamento.

A aplicacdo de dejetos no solo tem o potencial de enriquecer o solo com nutrientes
essenciais, como P, K, Ca e Mg, mas também promovem o aumento nos teores de metais como
Cu, Zn e Mn, mesmo que estes permanecam dentro dos limites regulamentares estabelecidos.
Embora a aplicacdo de dejetos no solo, principalmente os dejetos liquidos, possa fornecer
beneficios nutricionais, ela também pode introduzir e acumular contaminantes com potencial
de desencadear estresse oxidativo e neurotoxicidade nos organismos expostos, variando de
acordo com o tipo de dejeto e tempo de exposicdo dos animais. Desta forma, este estudo
evidencia que, mesmo sem aplicacdo direta de dejetos no solo desde 2019, estes ainda possuem
potencial ecotdxico, tendo em vista que metais e metaloides ndo sdo atenuados ou

biodegradados com o passar do tempo, ocorrendo a alteracéo de biodisponibilidade em solo.
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No caso de DLB, a exposi¢do aguda a agentes oxidantes resultou em danos oxidativos
e lipidicos, com reducéo da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GR. Isso
levou ao aumento do estresse oxidativo, compensado pelo aumento da ACAP em 28 dias e da
atividade de GST. Apesar das tentativas de detoxicacao, a resposta adaptativa incluiu 0 aumento
da AChE para compensar a disfuncéo colinérgica. Em DLS, observou-se estresse oxidativo em
14 dias, com adaptacdo que reduziu a carbonilacdo de proteinas, mas os danos lipidicos
persistiram em 28 dias. A resposta adaptativa incluiu o aumento da atividade da CAT, a
decomposi¢cdo do excesso de H.O» e a regeneragdo de GSH. Em CSS, houve efeitos
neuroquimicos e antioxidantes semelhantes aos observados em DLB e DLS, com redugdo da
atividade de enzimas antioxidantes e aumento da atividade de GR e GST. A ativacdo destes
mecanismos visou reduzir as espécies reativas e proteger contra o dano oxidativo, mas decorreu
no aumento da atividade de AChE e BChE para evitar o acimulo de neurotransmissores.

Com base nos dados mais significativos das atividades enzimaticas antioxidantes e
colinesterasicas, DLB parece ser o tratamento que inferiu mais danos oxidativos aos animais
expostos. Nos tratamentos com dejetos, 0 aumento de GST e de indicadores de dano oxidativo,
indicam um alto nivel de estresse oxidativo nos tratamentos, o que pode causar danos celulares
significativos. Além disso, 0 aumento da AChE e inibi¢do de BChE sugere um impacto negativo
na neurotransmissao e na capacidade de detoxicacao dos ésteres de colina. De modo geral, para
0s tratamentos com dejetos, 0 acionamento da via das glutationas para degradacéo e reparo de
proteinas danificadas parece ter sido 0 meio de atenuar os danos, mas também pode indicar uma
sobrecarga nos mecanismos de detoxicacdo celular e o estresse oxidativo. Isso tem relacédo
direta ao fato que os tratamentos com dejetos revelaram maiores teores no parametros fisico-
quimicos do solo, como K, Ca, Mg, Cu, Zn e Mn no DLB, e P, K, Cu, Zn e Ni no DLS, além
de CoT, NT e CTC no CSS. Estes aumentos sugerem um ambiente mais fértil, mas também
mais propenso ao desenvolvimento de estresse oxidativo e neurotoxicidade nos animais.

Com base nisso, ha a necessidade do desenvolvimento de estudos mais abrangentes que
elucidem os mecanismos de estresse oxidativo, antioxidante e neurotoxico, além da sua
interrelacdo com outros mecanismos celulares e a interagdo com contaminantes multiplos em
condicGes ambientais. Além disso, € essencial investigar como as diversas substancias presentes
nos dejetos interagem entre si e afetam os organismos, por meio de testes adicionais que
envolvam a investigacdo de rotas metabolicas, interaces entre 0s componentes do solo e 0s
organismos de diferentes niveis troficos, incluindo bactérias, fungos, minhocas e outros.

Essas descobertas ressaltam a necessidade de uma abordagem cuidadosa e

monitoramento adequado na aplicacdo de dejetos no solo, visando evitar efeitos prejudiciais
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sobre a satde do solo e dos organismos presentes nele, principalmente com a pratica continuada
de aplicacdo de dejetos. Investigar essas lacunas permitird compreender melhor as formas que
0s dejetos afetam os organismos do solo, possibilitando a predi¢do de riscos potenciais e 0
desenvolvimento de métodos para um uso sustentavel e controlado dos dejetos. Isso € crucial
para otimizar os beneficios agronémicos, proteger o meio ambiente e a satde publica, exigindo

uma abordagem integrada de pesquisa, monitoramento e gestéo.
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