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1. INTRODUCAO:

Os poluentes emergentes s&o compostos que
foram introduzidos recentemente no meio ambiente,
OU que seus impactos sdo pouco conhecidos. A
maioria das estacdes de tratamento de agua e esgoto
ndo sdo capazes de remover esses compostos, e o fato
de ndo estarem inclusos na legislacdo também
representa um problema, uma vez que nao ha limites
maximos estabelecidos para a sua presenca nos
corpos d'agua. Portanto, o estudo destes compostos e
a sua regulamentacdo sdo de extrema importancia
para minimizar seus impactos negativos no meio
ambiente (Kumar; Mohapatra; Weber, 2023).

A prednisona é um anti-inflamatério
esteroidal com estrutura semelhante ao cortisol
(Toehwé; Prado; Rocha, 2017; Choudhury et al.,
2021). Como muitos outros farmacos, ha
preocupacdes com relacdo a sua ecotoxicidade, ja que
foi determinado a ocorréncia do medicamento em
corpos hidricos (Santos et al., 2020).

Além disso a presenca desses compostos em
corpos hidricos também indica a possibilidade da sua
presenga em solo, devido ao uso de aguas residuérias
para a irrigacdo e do lodo de esgoto para a adubacéo
(Gworek et al., 2021). Nesse contexto Zhang et al.
constataram a presenca do Prednisolona, metabdlito
ativo do prednisona, em &guas residudrias de duas
fazendas de suinos na China.

Neste contexto 0s bioensaios se mostram
ferramentas vantajosas para a determinacdo de
toxicidade, pois a sensibilidade destes organismos as
mudancas ambientais, os torna capazes de fornecer
medidas diretas da toxidade (Kumar; Mohapatra;

Weber, 2023). Além disso, possuem um baixo custo e
facil execucgdo (Guerin, 2022).

Trabalhos como o de Pawlowska, Telesinski
e Biczak (2021) foram conduzidos com o intuito de
avaliar a toxicidade do anti-inflamatério diclofenaco
utilizando sementes de Hordeum vulgare L. (cevada).
O estudo constatou que o efeito do medicamento no
potencial de germinacgao foi minimo, sendo possivel
observar efeitos apenas nas concentragcdes de 100 mg
kg™ e 1000 mg kg, no entanto houve diminuicdo no
crescimento da raiz. Zezulka et al. (2019) também
estudaram a fitotoxicidade do diclofenaco, em seus
ensaios demonstraram que o diclofenaco ndo
interferiu na germinagdo da cebola, da alface, do
tomate e da ervilha, porém afetou a germinacdo do
milho.

Com relagdo aos bioensaios utilizando o E.
crypticus, foram desenvolvidos estudos para avaliar
os efeitos na sua sobrevivéncia e reproducdo quando
expostos ao  medicamento  anti-histaminico
Difenidramina. O estudo concluiu que ndo foram
observadas diferencas na sobrevivéncia e na
reproducdo do organismo quando expostos as
concentraces de 10 mg kg! e 50 mg kg' do
medicamento (Mendes et al., 2022).

Portanto, o objetivo deste projeto de iniciacdo
cientifica é avaliar a toxicidade do anti-inflamatério
Prednisona no organismo do solo Enchytraeus
crypticus, por meio dos testes de fuga e de
reproducdo, e nas sementes das espécies Eruca
vesicaria (rucula) e Triticum aestivum L. (trigo), por
meio do teste de taxa de germinacgdo e crescimento de
raiz, com o intuito de avaliar a ecotoxicidade do
medicamento.
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2. OBJETIVOS:

Este projeto tem por objetivo avaliar a
toxicidade do anti-inflamatério esteroidal Prednisona
por meio de testes ecotoxicol6gicos com organismo
do solo e sementes. Além disso os resultados obtidos
por meio do teste de semente também serdo utilizados
para analisar a diferenca de sensibilidade das
sementes ao composto.

3. METODOLOGIA:

3.1. Testes com sementes

O teste de toxicidade de alongamento de raiz
e germinacdo de semente foi realizado em placa Petri
com papel filtro. Foram adicionados 4 ml de solucéo
e as sementes. As placas de Petri foram posicionadas
de forma aleatéria e mantidas no escuroem 18 + 2 °C
por 5 dias. O teste foi realizado com 5 concentracdes
e o controle em triplicata com 20 sementes em cada
placa. Ao final dos testes 0 nimero de sementes que
germinaram foi contado e os comprimentos das raizes
medidos (EPA, 1996).

Figura 1: Montagem do teste de semente

Foi desenvolvido um teste preliminar para
determinar as concentracdes estudadas, com fator de
progressao igual a 10, na qual a ultima concentragdo
analisada é a concentracgdo de saturagdo do composto.
O valor de CE50 obtido foi utilizado para determinar
as concentragdes definitivas estudadas, com fator de
progressdo igual a 2. (Environmental Protection
Agency, 1996).

O teste definitivo foi realizado com o objetivo
de tracar a curva concentracdo-resposta, 0 CE10 e o
CE50 para a germinacdo da semente e crescimento da
raiz (EPA, 1996).

A principio, foi proposto para este projeto a
utilizacdo das sementes de Triticum aestivum L.
(trigo) e Brassica rapa L. (nabo), no entanto, a
semente de nabo foi substituida pela semente de
Eruca vesicaria (Rdcula), que também ¢é
dicotileddnea e cumpre os requisitos de escolha da
OPPTS 850.4200 (1996).

3.2. Testes com organismo E.crypticus

Foi realizado o teste de fuga conforme a
Norma ABNT 17512-1:2011: Qualidade do Solo —
Ensaio de fuga para avaliar a qualidade de solos e
efeitos de substancias quimicas no comportamento -
Parte 1: Ensaio com minhocas para a avaliagdo da
funcdo habitat do solo.

O teste foi desenvolvido com 5 réplicas para
cada concentracdo e controle. A montagem do ensaio
foi desenvolvida dividindo um recipiente em duas
partes iguais por uma divisoria introduzida
verticalmente. Os recipientes foram preenchidos com
30g de solo artificial, composto de 75% de areia, 25%
de caulim e 5% de fibra de coco. Uma das metades foi
preenchida com solo-teste e a outra metade com solo-
controle. O separador foi removido e 10 organismos
foram colocados na linha da diviséria. Os recipientes
foram tampados com uma tampa transparente
perfurada e incubados em uma temperatura de (20 £
2) °C (A

Apos 48 horas, 0 solo-controle e o solo-teste
foram separados novamente pela divisoria e foram
adicionados o alcool e o corante rosa bengala. Ap6s
48h o numero de organismos foi contado (ABNT,
2011).

O ensaio de reproducdo foi realizado
conforme a Norma ABNT 16387:2012: Qualidade do
solo — Efeitos de poluentes em Enchytraeidae
(Enchytraeus sp.) — Determinacéo de efeitos sobre
reproducdo e sobrevivéncia. O ensaio foi
desenvolvido com 5 tratamentos e controle, 0s
tratamentos foram feitos com 5 réplicas e o controle
com 8.

Um recipiente foi preenchido com 30g de
solo artificial, e foram dispostos 10 organismos
adultos em cada recipiente. Ao finalizar a montagem
dos testes os recipientes foram incubados em uma
temperatura (20 + 2) °C por 21 dias. Ao encerrar esse
periodo, os espécimes juvenis foram corados com
rosa de bengala e contados (NIVA; BROWN, 2019;
ABNT, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Os resultados obtidos por meio dos testes de
alongamento de raiz podem ser observados na Tabela
1, onde estdo apresentados o CENO, CEO, CE10 e
CE50 encontrados.

Para a analise dos resultados foi realizado o
Teste de Grubbs como pardmetro para a eliminagao
de outiliers.

O teste de determinagdo de intervalo
desenvolvido com a semente de trigo indicou
diferenca estatistica significante (p<0,05) por meio do
método ANOVA e por meio do Teste de Dunnett
apresentou diferenga estatistica entre o controle e 0s
tratamentos com excecdo da concentracdo 0,45 mg
PRED.L™. Ja o teste realizado com a semente de
racula apresentou diferenca estatistica entre 0s
tratamentos e o controle, com excegédo das contracdes
0,45 e 4,5. Os efeitos podem ser observados no
Gréfico 1.

Tabela 1 — Inibicéo de germinagéo

Semente CENO CEO CE10 CE50
mg. L de 4gua
Determinacao de intervalo
Trigo 0,45 4,5 0,15 3524
Rucula 4,5 45 6,89 525,97
Definitivo

Trigo 523,63 1047,25 - 1989,03
Racula 261,81 523,625 - -

No teste definitivo realizado com o trigo foi
constatado diferenca estatistica entre o controle e 0s
tratamentos, com excecdo de 261,81 e 523,63 mg
PRED L. No entanto entre os tratamentos apenas foi
observado diferenca estatistica entre 4189 e 523,63
mg PRED L'1.

J& a semente de rlcula apresentou diferenca
estatistica significante entre o controle e o0s
tratamentos, com excecdo de 261,81. E ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos.

Nas figuras 3 e 4 sdo apresentadas amostras
das plantulas desenvolvidas durante o teste definitivo
em ordem crescente de concentracdo. Por meio destas
figuras € possivel notar a inibigdo ndo sé da raiz, mas
também das partes aéreas da planta.

Controle 261.,8 E

Figura 3: Teste definitivo com trigo

Figura 4: Teste definitivo com riculai

Tanto no teste definitivo realizado com a
racula quanto no teste realizado com o trigo nédo foi
possivel calcular o CE10 de ambos os testes e 0 CE50
do teste realizado com a rdcula, pois apresentaram
erro padréo elevado.

E relevante ressaltar que em baixas
concentracbes (0,45 e 45 mg PRED L%) foi
observado um efeito “estimulante” no alongamento
das raizes da rucula, porém, a partir da concentracao
45 mg PRED L houve um efeito inibitério de mais
de 20% no alongamento das raizes.
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Graéfico 1: PIAR teste de determinacéo de intervalo
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Inibicdo do alongamento da raiz
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Com relacdo a inibicdo de germinacgdo
constatou-se, com grau de confianca de 95%, que a
semente de rucula apresentou diferenca estatistica
significante com o controle nas concentracdes 45 e
4500 mg PRED L™ Esses tratamentos também
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apresentaram diferenca significativa com 0,45 mg
PRED L™ Ja a semente de Trigo ndo apresentou
inibicéo significativa, com valores de inibig&o abaixo

de 2%.
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Gréfico 1: IGR teste de determinacéo de intervalo

No teste definitivo a semente de trigo também
ndo apresentou valores significativos de inibicéo. Ja a
semente de rucula apresentou diferenca estatistica
com o controle apenas para 4189 mg PRED L. Essa
concentracao também apresentou diferenca estatistica
com 2094,5 mg PRED L™
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Graéfico 2: IGR teste definitivo

Ao comparar os valores de CENO, CEO e
CE50 do teste de determinacéo de intervalo € possivel
notar que a semente de trigo apresentou maior
sensibilidade para o farmaco que a de rucula. Apesar
dos valores de CENO e CEO do teste definitivo
indicarem para uma maior sensibilidade da semente
de racula, a porcentagem de inibi¢do do alongamento
da raiz da semente de trigo foram significativamente
maiores.
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Graéfico 2: Teste de fuga

O teste de fuga ndo apresentou diferenca
estatistica significante. Apresentando um p > 0,05 no
teste de Kruskal Wallis.

Os resultados do teste de reprodugdo ainda
estdo sendo finalizados.

Conclusao

Os testes de fitotoxicidade realizados com a
sementes de trigo e rdcula apontam que o anti-
inflamatdrio Prednisona induz efeito fitotdxico nas
sementes. Além disso, indicam que em valores baixos
¢ possivel que o medicamento cause um efeito
estimulante nas sementes. E que sementes
monocotiledoneas e dicotiledéneas apresentam
sensibilidade diferente ao medicamento.
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