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1. INTRODUCAO

Para contornar transtornos reprodutivos em bovinos leiteiros e prejuizos na
producéo, a inducdo a lactacdo é sugerida como alternativa para que os animais
produzam leite sem a necessidade de gestacao (LUZ et al., 2020). Os compostos
gue mimetizam o processo sdo hormdnios sintéticos, como benzoato de estradiol,
progesterona, prostaglandina, dexamatasona e bST, ou analagos.

Por outro lado, o ato legislativo 2003/74/CE da Comissao Europeia proibe o
uso de algumas substancias como o 17B-estradiol para procedimentos
veterinarios, devido principalmente aos possiveis efeitos de consumo de
alimentos na saude humana. No entando, o potencial de perturbac¢des enddcrinas
de atividades antropogenicas ainda é vaga quanto aos impactos ambientais,
tendo como possiveis consequéncias a feminizacdo da fauna aquatica, disturbios
reprodutivos, infertilidade ou cancer (BILAL; IQBAL, 2019).

Nesse cenario, 0s dejetos das vacas leiteiras sdo 0s principais
contribuintes de hormonios estrogénicos (enddgenos) entre os diferentes animais
de producdo (JOHNSON et al., 2006). Os desreguladores endocrinos produzidos
naturalmente, como 17b-estradiol e estrona, ou outros sintéticos, sédo cada vez
mais estudados do ponto de vista da toxicologia ambiental, através do uso de
organismos biolégicos (zebrafish, minhocas), testes de reproducdo, analises
genéticas e enzimaticas (SOUDER; GORLICK 2017; HEGER et al., 2015).

Todavia, em busca de testes mais praticos, o ensaio de comportamento de
fuga com minhocas pode ser aplicado para avaliar alguns contaminantes e a
funcédo de habitat de solos ou materiais organicos (NBR ISO 17512-1:2011). O
presente trabalho tem como objetivo verificar a sensibilidade do método de
comportamento com minhocas para avaliar dejetos de bovinos submetidos a
protocolos de inducéo artificial de lactacéo.

2. METODOLOGIA

As amostras testadas consistem em fezes de bovinos submetidos a
protocolos de inducéo artificial de lactacdo (Grupo 1 — protocolo padrao, Grupo 2
— protocolo curto), proveniente de subamostras de 5 animais de cada grupo,
coletadas na 22 semana da admnistracdo das substancias. As novilhas utilizadas
sdo da raca holandesa (30 meses idade, 430 kg), incapazes de conceber em
tentativas anteriores de reproducdo. Até o momento das coletas consideradas
nesse trabalho, os animais receberam aplicacbes de 30 mg de benzoato de
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estradiol (BE) (Gonadiol® Zoetis Produtos Veterinarios, Campinas, Brasil) e
300mg de progesterona (Sincrogest® Ourofino Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil)
diariamente do 1° ao 8° dia. Do 9° ao 14°, apenas 0s animais do protocolo padrao
(Grupo 1) receberam doses diarias de 20mg de BE. Como grupo controle (Gc),
foram utilizados dejeto de vacas em gestacéo (n=5), sem protocolo.

No ensaio de comportamento de fuga foram utilizados 60 minhocas, com
clitelo desenvolvido, peso médio de 0,63 g, da espécie Eisenia andrei Bouché
(1972), proveniente de criagdo no Laboratério de Residuos e Toxicologia
Ambiental/UFPel. As matrizes dessa populacdo foram doadas pelo minhocério da
Embrapa Clima Temperado Estagao Experimental Cascata/Pelotas-RS.

O solo artificial utilizado foi adaptado da ABNT 11269-2:2014, contento
Areia quarzosa industrial, argila caulinitica, serapilheira triturada, na relacéo
70:20:10 (m:m). Os recipientes (0,5 L) foram separados em dois compartimentos
por meio de um divisor vertical. Em um dos lados foi colocado o controle (solo
artificial ou amostra de referencia a ser comparada), com 40 mm de altura. E a
outra metade foi ocupada com o solo/amostra em teste, conforme condi¢cbes
apresentadas na Tabela 1. Em seguida, o divisor foi removido e 5 minhocas foram
colocadas na fenda deixada pela separacdo das amostras. Os recipientes-teste
com lateral coberta, foram colocados em sala em temperatura ambiente e
luminosidade natural. Ap6s 48 hrs a contagem foi realizada. O pH e faixa de
umidade foram determinados com pHmetro de bancada e higrémetro de campo.

Tabela 1 — Condi¢des experimentais do ensaio preliminar de fuga com minhocas.

Combinac&o-teste* Composicdo amostra teste

Variaveis
Controle x Amostra teste Amostra:Solo artificial (%, v:v) dependentes
SAxG1 100/0
SA x G1:SA 12,5/87,2
SA x Gc 100/0 Organismos vivos;
SA x GC:SA 12,5/87,2 Fuga.
Gcx Gl 100/0
G2xGl1 100/0

*duplicata; SA = solo artificial; G1 = dejeto de animais com lactagdo artificial, protocolo padréo; G2
= dejeto de animais com lactacéo artificial, protocolo curto; Gc = dejeto de animais controle.

O calculo do ensadio foi realizado conforme Equacéao 1:

_ i'!l:.— i'!r
Fy = "2 X 100 (Eq. 1)

onde Fu é a fuga na amostra teste, expressa em porcentagem; ™ é o nimero de

minhocas no solo-controle nas replicatas somadas); ™: € o nimero de minhocas
no solo-teste das replicatas); e N é o niumero total de minhocas somadas todas
replicatas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 foi mostrado a auséncia de letalidade e a contagem de
organismos no solo teste. O ensaio € considerado invalidado se mais de 10% dos
organismos for perdido (RASTETTER; GERHARDT, 2018). Apenas o0s
organismos no teste com dejetos de Gc apresentaram 100% de fuga,
possivelmente devido a alta umidade registrada. As condi¢cdes de pH foram
alcalina e umidade média a alta. Geralmente, o pH preferido é entre 6-7,5 e
umidade média (55-65%), mas ndo excessiva (NIVA; BROWN, 2019).
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Tabela 2 — Médias de organismos vivos nha amostra teste e letalidade no ensaio.

Amostra teste

Combinacéo teste* Letalidade Organismos vivos pH Umidade (%)
SAx G1 0 45+ 0,7 7,85+ 0,01 60-70

SA x G1:SA 0 40+ 0,0 8,06 + 0,06 55-65

SA x Gc 0 0,0+ 0,0 7,00+ 0,04 >70

SA x GC:SA 0 23+ 04 7,82+ 0,02 55-65
Gcx Gl 0 50+ 0,0 7,85+ 0,01 60-70
G2xG1 0 18+ 11 - - -

*Solo-referéncia x Amostra-teste; SA = solo artificial; G1 = dejeto de animais com lactagéo artificial, protocolo
padrdo; G2 = dejeto de animais com lactacéo artificial, protocolo curto; G¢ = dejeto de animais controle.
*misturas amostras teste(G1, Gc¢):SA 12,5:87,5 (%, v:v). SA: pH = 7,61; U%=50-60. G2: pH=7,82; U%=60-70.

Na Figura 1, o comportamento resposta foi aprensentado para as
combinagOes testadas. Para uma distribuicio homogénea, a proporcao de
minhocas deve ser entre 40-60% para cada lado (NBR ISO 17512-1:2011), como
€ 0 caso das combinacdes com mistura com de G1 (G1:SA) e no teste com G2.
Enquanto, solos-teste com mais de 80% de fuga sdo considerados com sua
funcdo de habitat limitada. No caso de respostas negativas ou com 0% de fuga
as minhocas preferem o solo teste (atracdo). Caso a atracdo for > 80 % pela
amostra-teste, a presenca de substancias quimicas ndo pode ser descartada.
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Figura 1 — Resposta de fuga de Ensenia andrei depois do ensaio combinando
solo artificial e amostras de dejeto de bovinos submetidos a protocolo de inducgéo

artificial de lactagao. G1 = dejeto de animais com lactagao artificial, protocolo padréo; G2 = dejeto
animais com lactacéo artificial, protocolo curto; Gc = dejeto animais controle. *misturas amostras teste(G1,
Gc):SA 12,5:87,5 (%, Vv:v).

ZHANG et al. (2014) detectou a concentracdo de estrogénio total (livre e
conjugado) entre 145-179 ug/vacal/d, sendo principalmente pelas fezes (92% do
total da excretas). No entando, o0 presente teste ndo mostrou oferecer
sensibilidade para indicar efeito no comportamento em oligoguetas.

4. CONCLUSOES

O ensaio preliminar indicou que todos organismos sobreviveram aos testes,
confirmando a validade do ensaio. Nado houve evidencias que a administracao de
estrogenos em protocolos artificiais de lactacdo tenham como consequéncia
dejetos limitados em servir de habitat para biota do solo e suas interacfes. Para
ensaios futuros recomenda-se testes com maior tempo de exposi¢do e analises moleculares.
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