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RESUMO

Poluentes emergentes, incluindo farmacos, foram recentemente identificados como uma ameaca significativa
ao meio ambiente devido ao uso extensivo e manejo inadequado de residuos. Compostos como a Aspirina
(&cido acetilsalicilico) e a Dexametasona tém sido detectados em diversas matrizes ambientais e estdo
associados a efeitos adversos, como resisténcia bacteriana a antibioticos e impactos negativos na fauna
edéfica. Este estudo teve como objetivo analisar o efeito toxicolégico dos anti-inflamatérios Aspirina e
Dexametasona em Enchytraeus crypticus, organismo da fauna edéfica, através de testes de fuga em solo
artificial tropical (SAT). Os experimentos foram realizados conforme a norma ISO 17512-2:2020. As
concentragdes de 10, 20, 40, 80 e 160 mg ASP kg™ de solo para Aspirina e 1, 2, 4, 8 e 16 mg DEX kg™ de
solo para Dexametasona foram determinadas a partir de testes preliminares com sementes e utilizadas neste
trabalho. Os resultados foram submetidos estatisticamente com o teste de Shapiro-Wilk, seguido por ANOVA,
que indicou variacdo significativa entre as amostras (p < 0.05). As concentracdes de Efeito Ndo Observado
(CENO) e de Efeito Observado (CEO) foram determinadas pelo teste de Dunnett, juntamente com a
Concentracdo de Inibicdo de 50% (CE50). A Aspirina teve CE50 foi de 80,12 mg ASP kg de solo,
concentracdo menor do que j& encontrada biodisponivel no meio ambiente, nas condi¢des de 10 a 160 mg ASP
kg™ de solo o f&rmaco ndo apresentou efeito toxicolégico aos organismos da fauna edéfica, logo, surge um
interesse cientifico em averiguar a presenca de efeito toxicoldgico do fA&rmaco em concentracBes superiores.
Em relagcdo a dexametasona, as concentracdes estudadas, 1 * a 16 mg DEX kg™ de solo, ndo causaram efeito
toxicoldgico no organismo E. crypticus no solo.

PALAVRAS-CHAVE: Poluentes emergentes; Farmacos; Ecotoxicologia; Enchytraeus crypticus; Teste de
fuga; Solo artificial tropical.

INTRODUCAO

Poluentes emergentes sdo aqueles que foram introduzidos recentemente no meio ambiente e que podem
representar riscos, ou compostos cujos impactos foram descobertos apenas recentemente (Kumar et al., 2023).
Dentre as classes de poluentes emergentes se encontram os farmacos, que representam grande risco ao meio
ambiente devido ao seu uso em larga escala (Aradjo et al., 2019). As principais fontes de emissdo desses
poluentes sdo 0 manejo inapropriado de residuos gerados pela indUstria farmacéutica, as dguas residuarias e o
lodo gerado nas plantas de tratamento de agua (Gworek et al., 2021).

A utilizacdo de &gua de reuso para irrigacdo e do lodo de esgoto como fertilizante pode levar ao acimulo de
farmacos no solo (Gworek et al., 2021). Apesar destes compostos poderem ser removidos durante o tratamento
de esgotos, poucas estacOes realizam por completo sua remocéo durante o tratamento de efluentes (Gworek et
al., 2021).

Ha estudos que identificaram diversos efeitos negativos advindos da biodisponibilidade destes compostos, tais
como resisténcia bacteriana aos antibidticos, e efeitos negativos na reproducéo e mortalidade de organismos da
fauna edéafica Eisenia fetida. Por isso, os efeitos que estes compostos podem gerar no meio ambiente nao
podem ser ignorados (Oliveira et al., 2023; Drzymata; Kalka, 2023).
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Durante anos, farmacos tém sido detectados em diversas matrizes ambientais, sendo os anti-inflamatorios e os
analgésicos os com maior taxa de detec¢do (Drzymata; Kalka, 2023). A aspirina (ASP) um anti-inflamatério
ndo esteroidal (AINEs) com producdo de 216 milhdes de comprimidos por dia, e que foi identificado em
quatro ETE na Coréia com concentraces entre 0,374 - 367 mg kg™' (Ekpeghere et al., 2017). E o anti-
inflamatorio esteroidal Dexametasona encontrado em concentragdes maximas de 6957.8 ng L™ e média 213.1
ng L' em estudo realizado em 8 estagdes de tratamento de esgoto em Minas Gerais-Brasil (Alves et al., 2022).

ABES

Os invertebrados do solo séo sensiveis a substancias quimicas e alteragdes no ambiente. Por isso, 0 seu uso
como ferramenta para a analise de toxicidade de contaminantes é capaz de fornecer resultados mais realistas
sobre os efeitos das varidveis ambientais, informacfes que ndo poderiam ser obtidas por meio de analises
quimicas (Mincarelli et al., 2023; Niva; Brown, 2019).

Tendo em vista as complexidades apresentadas, esta pesquisa teve como objetivo a andlise do efeito
toxicolégico da Aspirina (&cido-acetilsalicilico) e do Dexametasona no invertebrado do solo Enchytraeus
crypticus a partir de teste de fuga em solo artificial tropical.

MATERIAIS E METODOS

Os testes foram realizados no Laboratorio de Ecotoxicologia de Solos (LAECOS) da UNICAMP,
seguindo as diretrizes determinadas pela 1ISO 17512-2:2020 Soil quality — Avoidance test for determining the
quality of soils and effects of chemicals on behavior.

3.1 Concentracdes para contaminacdo do SAT

Para determinar as concentragfes dos farmacos a serem utilizadas nos testes, foram realizados testes
preliminares com sementes. Dessa forma, foi determinado que as concentragdes finais para o teste de fuga
com Enchytraeus crypticus fossem de 10; 20; 40; 80 ¢ 160 mg ASP kg™ de solo para Aspirinae 1;2; 4; 8¢ 16
mg DEX kg de solo para a Dexametasona.

3.2 Preparagdo do solo artificial (SAT)

A preparagdo do SAT teve inicio com a lavagem, peneiragem e secagem da areia a 60°C por 48h. Em
seguida, misturou-se 70% de areia, 25% de caulim e 5% de fibra de coco, de acordo com a norma ISO
17512-2:2020. Finalmente, a mistura foi homogeneizada e armazenada por 48h para corre¢do da umidade de
20%.

3.3 Contaminacéo do solo

Inicialmente, preparou-se uma solucéo estoque de cada farmaco, a partir de formula comercial, 96% do
ativo acido acetilsalicilico - EMS e ativo dexametasona - 96% BAYER. Em seguida, essas solugdes foram
diluidas para obter as respectivas concentragdes. Logo apds, o solo foi contaminado em sacos atdxicos e
deixado estocado por 48h para estabilizacdo do farmaco. Por fim, mediu-se o pH inicial.

3.4 Ensaio de toxicidade - teste de fuga

O teste foi realizado com cinco concentracBes e quatro réplicas, acrescido do controle com quatro
réplicas, de acordo com o preconizado pela Norma ISO 17512-2:2020. Em cada recipiente, foram adicionados
30g de solo previamente contaminado e 30g de solo controle, separados com um divisor vertical de acrilico
(Figura 1), formando uma linha diviséria. Em sequéncia, o divisor foi removido e 10 organismos clitelados E.
crypticus foram adicionados na linha divisdria de cada recipiente.

Os recipientes foram mantidos em 20°C + 2 por 48h. Apos esse periodo, a divisoria foi colocada
novamente no centro, e com auxilio de uma espétula, o solo foi removido e inserido em um novo recipiente,
para que o solo fosse corados com Rosa de Bengala, além da adicdo de 20 ml de alcool 70%. Em seguida, 0s
organismos de cada lado foram contados e o pH final foi determinado. Por fim, a classificacdo dos farmacos, o
pKa, o peso e a formula molecular de cada composto estdo disponiveis na Tabela 1.
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Figura 1: Montagem do teste de fuga em SAT com E. crypticus

Autoria prépria, 2023.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos farmacos

Composto Classificacdo do farmaco Férmula Peso PKa
molecular molecular
(g mol )
Aspirina Agente anti-inflamatério, analgésico e CoHsO4 180,16 3,48
antipirético
Dexametasona Glicocorticéide C22H29FOs 392,46 1,89e
6,18

Autoria propria, 2023.

RESULTADOS

O tratamento estatistico dos dados obtidos nos testes realizados com os dois farmacos avaliados deu-se pelo
teste de Shapiro-Wilk no software Statistica 7.0, com p >0.05, indicando uma distribuicdo normal. Em
seguida, prosseguiu-se para a Andlise de Variancia (ANOVA), resultando em p <0.05, indicando variagao
significativa entre as médias amostrais para ambos os farmacos. Além disso, foram obtidas a Concentragéo de
Efeito N&o Observado (CENO) e Concentracdo de Efeito Observado (CEO) pelo teste de Dunnett, juntamente
com a Concentracdo de Inibicdo de 50% (CES50) no Rstudio. Vale ressaltar que a horma 1SO 17512-2:2020
indica a condic@o de fuga superior a 70% como ocorréncia de efeito toxicoldgico.

Os resultados obtidos nos dois testes estdo apresentados na Tabela 2 e nas Figuras 2 e Figura 3.

Tabela 2: CENO, CEO e CE50 obtidos nos testes de toxicidade - teste de fuga em SAT exposto aos farmacos
Aspirina e dexametasona com o E. crypticus
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Farmaco CENO CEO CE50 p<0,05
mg kg™

Aspirina 40 80 80 0,007671

Dexametasona 8 16 n.d 0,000451

n.d* = ndo determinado

Figura 2: Comportamento de fuga do organismo E. crypticus para Aspirina
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Figura 3: Comportamento de fuga do organismo E. crypticus para Dexametasona
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Conforme a Norma 1SO 17512-2:2020, fuga superior a 70% indica a condicdo de fuga, sendo assim,
ocorréncia de efeito toxicoldgico. As concentragdes de CENO, CEO e CE50 para a Aspirina em foram de 40,
80 e 80,12 mg ASP kg™ de solo, respectivamente, enquanto o percentual de fuga foi de 60%. Sendo assim, a
concentragdo maxima testada de aspirina neste estudo, ndo apresentou efeito toxicoldgico sob 0s organismos.
Observa-se que com o aumento das concentragdes do farmaco analisado, o comportamento de fuga também
aumenta.

Em discussdo com o estudo de Ekpeghere et al., (2017) que foram encontradas concentracdes de até 367 mg
ASP kg no lodo de sistemas municipais de quatro Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETEs) na Cor¢ia
(Ekpeghere et al., 2017) e esse lodo pode ser aplicado em &reas agricolas para fertilizagdo do solo. Sugere-se
que essas concentracBes possam trazer risco a fauna edafica, uma vez que que a concentragdo maxima
encontrada em lodo é superior a concentragcdo que causou comportamento de fuga préximo a 70%.

Um estudo de fuga, também realizado com organismo da fauna edafica, E. fetida, exposto aos anti-
inflamatérios ibuprofeno e diclofenaco, observou-se CE50 de 64,8 90,49 mg kg™ respectivamente. Os
resultados mostraram-se superiores as concentracdes encontradas destes farmacos em &guas residuais,
sugerindo que os efeitos agudos observados nos organismos edaficos nas concentragdes detectados em ETEs
ndo causariam efeito de fuga em microrganismos E. fetida (Pino et al., 2017). Destaca-se que essa afirmagéo
ndo se aplica a Aspirina, cujo CE50 é quatro vezes menor que as concentrages encontradas nas ETEs da
Coreia.

Referente a dexametasona, as concentragdes CENO e CEO foram de 8 e 16 mg DEX kg™ de solo
respectivamente, com a CE50 ndo determinada dentro da faixa de concentracdo estudada. O percentual de fuga
média méaximo foi de 58%. Desta forma, a concentragdo maxima testada de dexametasona, assim como o
outro farmaco testado aspirina neste estudo, ndo apresentou efeito toxicoldgico sob os organismos.

De acordo com o estudo desenvolvido por Kovacevi¢ et al. (2021) a dexametasona induz o mecanismo de
resisténcia multi-xenobidtica nos enquitreideos, E. crypticus e E. albidus. Este mecanismo é responsavel pela
protecdo dos organismos contra a contaminacdo ambiental, ele age expelindo os compostos da célula,
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impedindo que se acumulem e causem efeitos toxicos no organismo. Por dificultar a bioacomulacdo de
compostos este mecanismo pode aumentar a tolerancia dos organismos ao estresse causado pelo composto. O
que pode explicar a auséncia de comportamento de fuga apresentada.

ABES

Ademais, a maior concentracdo de dexametasona encontrada por Alves et al. (2022) em esta¢Ges de tratamento
de dgua em Minas Gerais foi de 6249 ng L', ou seja, inferior ao CENO obtido no teste de fuga. Por isso,
podemos concluir que 0 composto ndo representa riscos para a funcéo habitat do solo. No entanto, no trabalho
desenvolvido por Kovadevic¢ et al. (2021) a dexametasona pode ter efeito letal em concentracBes maiores, por
isso é necessario o aprofundamento acerca dos efeitos gerados pelo composto no organismo E. crypticus.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos por meio dos testes de fuga com E. crypticus revelaram os indices de toxicidade para os
anti-inflamatorios Aspirina e Dexametasona, seguindo os critérios da norma ISO 17512-2:2020. No caso da
Aspirina, o CE50 foi de 80,12 mg ASP kg™ de solo, concentracdo menor do que ja encontrada biodisponivel
no meio ambiente. Nas condi¢des de 10 a 160 mg ASP kg de solo o fa&rmaco ndo apresentou efeito
toxicoldgico aos microrganismos da fauna edafica, logo, surge um interesse cientifico em averiguar a presenca
de efeito toxicoldgico do farmaco em concentra¢fes superiores.

Em relacdo a dexametasona, as concentragdes estudadas, 1 mg DEX kg™ a 16 mg DEX kg de solo, ndo
causaram efeito toxicoldgico no organismo E. crypticus. Além disso, o0 CENO obtido foi de 8 mg DEX Kg? o
que sugere que concentracdes ambientais encontradas, ndo representam riscos de fuga para a funcdo habitat do
organismo E. crypticus no solo.
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