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RESUMO

A presenca de residuos de medicamentos veterinarios nas excre¢des pode causar
impacto negativo em organismos nao-alvo. Este estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos ecotoxicologicos causados pela presenca de anti-helminticos e seus residuos
nas fezes de cées sobre organismos edaficos por meio de ensaios ecotoxicolégicos
padronizados, bem como, o potencial uso do vermicomposto oriundo de fezes canina
como fertilizante organico para hortas urbanas. Para isto, foram divididas as
avaliacoes em trés Etapas: Etapa 1) avaliacdo ecotoxicolégica dos efeitos de anti-
helminticos (Pamoato de Pirantel (PIR), Praziquantel (PZT) e a interacdo entre eles
(PIR+PZT)), aplicados diretamente no solo, sobre invertebrados do solo e plantas;
Etapa 2) avaliacdo ecotoxicologica dos efeitos de diferentes compostos organicos
oriundos de fezes de cées da raca Beagle, aplicados diretamente no solo, sobre
invertebrados do solo e plantas; e a Etapa 3) consistiu na avaliacdo ecotoxicologica
dos efeitos do vermicomposto organico oriundo de fezes caninas, aplicados
diretamente no solo, sobre invertebrados do solo e plantas, assim como foi
determinado seu o potencial uso como alternativa de fertilizante organico para uso em
ambientes urbanos. Para determinar a toxicidade foram avaliados os parametros
cronicos de grupos de organismos edéficos bioindicadores de qualidade do solo e
testes de germinagcédo e crescimento de plantas (mono e dicotiledéneas) utilizando
metodologias padronizadas ISO/ABNT ou adaptadas. Os testes foram conduzidos em
Solo Artificial Tropical (SAT). Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA One-way) e as médias comparadas pelo teste de Dunnett (p <
0,05). Os valores de ECs foram determinados por andlise de regressao nao linear. A
partir dos valores de ECs foram construidas as Curvas de Distribuicdo de
Sensibilidade das Espécies (SSD) e obtidos os valores de HCs (apenas possivel na
Etapa 1). Foram realizadas analises no vermicomposto oriundo de fezes caninas das
concentracbes de agentes fitotoOxicos patogénicos e metais pesados toxicos. Os
resultados obtidos a exposicdo dos invertebrados do solo e plantas aos anti-
helminticos PIR e PTZ em apresentaram efeitos negativos significativos para as nove
espécies estudadas. Os efeitos foram distintos para as espécies perante a exposi¢ao
ao PIR, ao PZT ou a interacdo de ambos os ingredientes ativos; e na presenca ou

auséncia nas fezes caninas, assim como ter ou ndo passado pelo processo de



compostagem. De maneira geral, a presenca dos anti-helminticos PIR e PZT no solo,
ocasionou efeitos negativos aos organismos testados (Etapas 1 e 2). O processo de
vermicompostagem reduziu a quantidade dos medicamentos nas fezes de Beagle e o
processo de vermicompostagem dos compostos organicos oriundos de fezes de
Beagle, de modo geral, foi mais toxico aos organismos edaficos perante as fezes de
Beagle fresca (Etapa 2). Na Etapa 3 foi verificado que o vermicomposto oriundo de
fezes de caes afetou negativamente os invertebrados do solo e as plantas, exceto a
espécie E. dudichi. O vermicomposto oriundo de fezes canina demonstrou ter

potencial para uso como fertilizante organico para jardins urbanos.

Palavras—chave: Adubacdo organica; Curva de Distribuicdo da Sensibilidade das

Espécies; Ecotoxicologia terrestre; Medicamento veterinario; Vermicompostagem.



ABSTRACT

The presence of residues of veterinary drugs in excreta can have a negative impact
on non-target organisms. This study aimed to evaluate the ecotoxicological effects
caused by the presence of anthelmintics and their residues in dog feces on edaphic
organisms through standardized ecotoxicological tests, as well as the potential use of
vermicompost from canine feces as an organic fertilizer for urban gardens. For this,
the evaluations were divided into three steps: Step 1) ecotoxicological evaluation of
the effects of anthelmintics (Pyrantel Pamoate (PIR), Praziquantel (PZT) and the
interaction between them (PIR+PZT)), applied directly to the soil , on soil invertebrates
and plants; Step 2) ecotoxicological evaluation of the effects of different organic
compounds from Beagle dog feces, applied directly to the soil, on soil invertebrates
and plants; and Step 3) consisted of the ecotoxicological assessment of the effects of
organic vermicompost from canine feces, applied directly to the soil, on soll
invertebrates and plants, as well as determining its potential use as an alternative
organic fertilizer for use in urban environments. To determine toxicity, the chronic
parameters of groups of edaphic organisms that are bioindicators of soil quality and
plant germination and growth tests (mono and dicotyledonous) were evaluated using
standardized ISO/ABNT or adapted methodologies. Tests were conducted on Tropical
Artificial Soil (SAT). The data obtained were subjected to analysis of variance (ANOVA
One-way) and means compared by Dunnett's test (p < 0.05). EC values were
determined by non-linear regression analysis. Species Sensitivity Distribution Curves
(SSD) were constructed from EC values and HC values were obtained (only possible
in Step 1). Analyzes were carried out on vermicompost from canine feces for
concentrations of pathogenic phytotoxic agents and toxic heavy metals. The results
obtained from exposure of soil invertebrates and plants to PIR and PTZ anthelmintics
showed significant negative effects for the nine studied species. The effects were
different for the species when exposed to PIR, PZT or the interaction of both active
ingredients; and in the presence or absence in canine feces, as well as whether or not
it has gone through the composting process. In general, the presence of PIR and PZT
anthelmintics in the soil caused negative effects on the tested organisms (Steps 1 and
2). The vermicomposting process reduced the amount of drugs in Beagle feces and
the vermicomposting process of organic compounds from Beagle feces, in general,

was more toxic to edaphic organisms compared to fresh Beagle feces (Step 2). In Step



3, it was verified that the vermicompost from dog feces negatively affected soill
invertebrates and plants, except for the species E. dudichi. The vermicompost from

canine feces has shown potential for use as an organic fertilizer for urban gardens.

Keywords: Organic fertilization; Species Sensitivity Distribution Curve; Terrestrial

ecotoxicology; Veterinary medicine; Vermicomposting.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos, os animais de companhia vém ocupando
maiores espacos nos lares brasileiros, e se consolidando um como um mercado
importante na economia nacional. Com a populacao estimada de 214 milhdes de
pessoas no ano de 2019, cerca de 46,1% dos lares brasileiros tinham ao menos
um céo como animal de estimacao (IBGE, 2019). Do ano de 2020 para 2021,
houve um aumento de 3,9% no numero de caes em lares brasileiros (ABINPET,
2022). Fato que reflete na economia nacional, pois aumentam 0s investimentos
em produtos que se referem aos animais de companhia. O faturamento da
industria nacional foi estimado em 4,6 trilhdes no ano de 2020 (IBGE, 2020), e a
colaboracgéo da industria animais de estimacdo no mercado brasileiro foi de R$
20,3 bilhdes (ABINPET, 2022).

Em uma pesquisa realizada pelo Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para Saude Animal, apontou que 31% dos cées presentes nos lares,
foram adquiridos durante a pandemia do coronavirus (SINDAN, 2021).
Nagasawa et al., (2015) fizeram um estudo sobre a existéncia do elo entre
homens e cées, onde se observou um aumento na producao de ocitocina entre
as espécies por meio do envolvimento comum de comunicacdo e de apego
social. Embora haja esse convivio direto dos cades com o homem, eles podem
carregar muitos parasitas que representam riscos a saude humana, como no
caso das zoonoses parasitarias, disseminadas principalmente por animais de rua
(OTRANTO et al., 2017).

Além disso, ha um maior interesse por cidades mais sustentaveis, sendo
apontado um aumento no niumero de espacos verdes urbanos, sejam parques
ou jardins e hortas urbanas. Medeiros; Silva; Ataide (2015) descrevem a prética
das hortas urbanas como forma de poder objetivar a segurancga alimentar, a
geracdo de renda, a inclusdo social e as interacfes socioambientais, além de
contribuir para o0 aumento dos espacos verdes urbanos e periurbanos, utilizando
como novas formas de uso e apropriacdo de terrenos publicos ou privados.

Em contrapartida, diversos trabalhos foram publicados nos ultimos anos

relatando a contaminacdo biolégica de hortalicas por fezes de cées
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(HERNANDES et al., 2018; MARTINEZI SCHEMES; MARTINEZI SCHMES;
DALPICOLLI RODRIGUES, 2015; OTRANTO et al., 2017; TAKAYANAGUI et al.,
2001), podendo ser proveniente da utilizacdo de adubo que sofreu processo de
estabilizacdo ndo adequado (e.g. a compostagem), permitindo que ovos/larvas
de helmintos estivessem viaveis ao fim do processo (HECK et al., 2013). A fim
de evitar a disseminacdo de parasitas zoonoticos em pracas, jardins e hortas
comunitarias, o uso de diversos antiparasitarios é frequente entre os donos dos
animais de estimacao. Desta forma, os antiparasitarios podem ser transferidos
ao solo em contato com os dejetos, sendo uma das principais vias de
disseminacdo de medicamentos no meio ambiente (COOPER et al., 2015;
KACZALA; BLUM, 2016; TESTA et al., 2020; ZORTEA et al., 2021; ZORTEA et
al., 2017).

Esses compostos podem persistir no ambiente, causando impacto direto
sobre os organismos ndo-alvo que séo responsaveis pela decomposicdo do
material organico. Porém, ainda € reduzido o nimero de estudos referentes ao
potencial impacto que os medicamentos veterinarios causam nos organismos do
solo, ressaltando a necessidade da abordagem deste assunto em pesquisas
(BOLMAN, 2022; DE SOUZA; GUIMARAES, 2022; GOODENOUGH; WEBB;
YARDLEY, 2019; RAKONJAC et al., 2022; ROMBKE, SCHMELZ; PELOSI,
2017; ZORTEA et al., 2017, 2018).

O presente trabalho tem o propdésito de auxiliar no conhecimento dos
efeitos de residuos de medicamentos utilizados no controle de endoparasitos de
cées, sobre um conjunto de organismos essenciais para a manutencédo do meio
ambiente edafico. Apresentando uma base de dados, os quais podem vir a ser
utilizados como ponto de partida para criacdo de novas técnicas de manejo e
direcionamento de dejetos de animais de estimacgdo, visando a protecdo da
qualidade dos solos. Os testes ecotoxicolégicos servem como parte inicial de
uma avaliacdo de perigo ambiental dos compostos avaliados, de forma que
proteja a biodiversidade e os atributos funcionais dos ecossistemas naturais e
urbanos. Além de, orientar praticas de manejo sustentavel sem comprometer a
saude humana.

Outro ponto a ser observado € o fato que a maioria dos trabalhos sobre

ecotoxicologia terrestre disponiveis na literatura abrangem apenas uma ou duas
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espécies exposta a um mesmo contaminante, além da caréncia de estudos com
uso de dejetos de animais. Para este Ultimo cenario, a respeito de fezes caninas
nao existe recomendacdo nenhuma que norteie o uso como fertilizante de solo.
Portanto, € um desafio estabelecer a concentracdo capaz de ser utilizada e que
proteja a biodiversidade e os atributos funcionais dos ecossistemas naturais.
Logo, este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos ecotoxicolégicos em
organismos edaficos causados pela presenca de medicamentos veterinarios que
agem como anti-helminticos nos dejetos de caes, bem como, o potencial do uso

de fezes de caes como fertilizante organico em solos urbanos.

1.1 HIPOTESES

1. A presenca de anti-helminticos no solo testado afeta negativamente a
sobrevivéncia, a reproducédo de invertebrados do solo (i.e., minhocas,
enquitreideos, colémbolos), a germinacdo e o crescimento de plantas
(i.e., aveia, feijao e cravina);

2. A presenca de compostos organicos oriundos de fezes de cées aplicado
no solo testado afeta negativamente a sobrevivéncia, a
reproducdo/biomassa de invertebrados do solo, e a germinacédo e o
crescimento de plantas;

3. O vermicomposto oriundo de fezes de cdes tem aplicagdo como

fertilizante para solos urbanos.

1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos ecotoxicolégicos causados pela presenca de anti-
helminticos e seus residuos nas fezes de cées sobre organismos edaficos com

base em ensaios ecotoxicolégicos padronizados, bem como, o potencial uso do
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vermicomposto oriundo de fezes de cades como fertilizante orgénico para solos

urbanos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a toxicidade de doses crescentes de anti-helminticos aplicadas
diretamente em solo em Solo Artificial Tropical (SAT) sobre sobrevivéncia,
reproducdo de invertebrados do solo (i.e., minhocas, enquitreideos,
colémbolos), germinacado e o crescimento de plantas (i.e., aveia, feijao e
cravina);

2. Avaliar se o tratamento de vermicompostagem das fezes de caes altera a
composicdo quimica dos compostos organicos na presenca dos
medicamentos e sua toxicidade para os organismos edaficos;

3. Avaliar o potencial do uso do vermicomposto oriundo de fezes de cées
como fertilizante para solos urbanos, determinando os efeitos da
utilizacdo dessa matriz organica sobre os parametros biol6gicos do solo

e a legislacao pertinente.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 HOMEM, CAES E O AMBIENTE URBANO

A populacdo nacional estimada em meados de outubro 2022 foi de
aproximadamente 215 milhdes (IBGE, 2022), e a populacdo de cdes em 58,1
milhdes no (ABINPET, 2022). Isto €, uma proporcao de 3,8 pessoas para cada
cdo domiciliado no Brasil. Ao se comparar com a propor¢do de gatos (9:1
pessoa: gato), pode se dizer que o brasileiro tem preferéncia por cées
(JUNQUEIRA; GALERA, 2019). As caracteristicas da populacéo de cées se
diferem de regido para regido e estdo relacionadas aos aspectos
socioecon6émicos de cada grupo populacional de uma mesma cidade (CANATTO
et al., 2012; DE OLIVEIRA-NETO et al., 2018).

Os tutores de animais de estimagdo sao agentes importantes na
caracterizacao da populagcédo dos animais presentes no ambiente, e servem de
base da estruturacdo adequada de programas de controle populacional e de
zoonoses transmitidas por caes (CANATTO et al., 2012). A exemplo disso, Santa
Catarina que possui uma populacdo de 2,7 milhdes de céaes, estima-se que
apenas 59,1% séao vacinados (JUNQUEIRA; GALERA, 2019). Embora o convivio
direto dos caes com o homem seja benéfico, sem os devidos cuidados os cdes
podem carrear muitos parasitas e representam riscos a saude humana, como no
caso das zoonoses parasitarias, disseminadas principalmente por animais de rua
(OTRANTO et al., 2017).

Quando perguntaram aos donos dos animais quais Sao 0s motivos que
os levam ao veterinario foram: vacinagao (24%), rotina (20%), problemas de
pele (8%), diarreias e vomitos (8%), castracdo (5%) e ferimentos e/ou fraturas
(4%), sendo que 80% dos casos levam 0s seus pets ao veterinario sem que
0 animal apresente algum problema de saude (SINDAN, 2018). Outro fato
interessante, foi 0 aumento de posse de caes durante a pandemia (30%),
sendo a grande maioria caes provindo de doagdes (54%), onde a 20% deles

foram resgatados das ruas por conta prépria (SINDAN, 2021).
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Concomitante a esse aumento de cées nos lares brasileiros, ha um maior
interesse por cidades mais sustentaveis, sendo apontado um aumento no
namero de espacos verdes urbanos. Medeiros; Silva; Ataide (2015), descrevem
a pratica dos jardins e hortas urbanas como forma de poder objetivar a
seguranca alimentar, geracdo de renda, inclusdo social e as interacdes
socioambientais. Em contrapartida, diversos trabalhos foram publicados nos
altimos anos relatando ocorréncia de contaminacdo de areas urbanas por
helmintos (principalmente Ancylostoma sp.) em diversos estados do Brasil (DA
SILVA; FAREZIN; SOTO, 2018; KOHLER, 2001; MALHEIROS, 2016;
MICHELLON et al., 2018; SILVA et al., 2018).

Fato este que nos ultimos anos as zoonoses causadas por parasitas
intestinais de cdes sdo um problema permanente de salde publica tanto nos
paises em desenvolvimento, e uma preocupacdo crescente nos paises
desenvolvidos (KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007; OTRANTO et al.,
2017). Assim como, a contaminacdo de alguns alimentos por fezes de caes e
gatos (HERNANDES et al., 2018; MARTINEZI SCHEMES; MARTINEZI
SCHMES; DALPICOLLI RODRIGUES, 2015; TAKAYANAGUI et al., 2001), ou
pode ser proveniente da utilizacdo de adubo que nédo foi submetido a um
processo de compostagem adequado permitindo que ovos e larvas de helmintos
estivessem viaveis ao fim do processo (HECK et al., 2013).

Com isso, 0 uso de diversos antiparasitarios € comum entre os tutores de
animais de companhia. Uma gama de medicamentos que sao administrados no
controle de parasitas ndo é completamente metabolizado pelo organismo animal,
sendo excretados via fezes e urina, tanto na forma original ou parcialmente
metabolizados (BOXALL et al., 2002; COOPER et al., 2015; KOOLS et al., 2008;
ZORTEA, 2017). Desta forma, esses medicamentos podem ser transferidos ao
solo pelo uso de dejetos, sendo uma das principais vias de disseminagao no
meio ambiente (CHRISTIAN et al., 2003; DAUGHTON, 2013; KREUZIG, 2010).

Dada a grande importancia da comunidade biologica do solo em manter
e sustentar o funcionamento do ecossistema, 0 monitoramento de praticas
antrépicas, tais como a adicdo de residuos organicos ao solo, também deve
considerar os parametros biolégicos como um indicador fundamental na
avaliacdo ambiental (OKOT-OKUMU et al.,2012; LEE et al., 2019). A presenca
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de medicamentos veterindrios nos solos pode afetar os organismos ali
presentes, tornando-se necessarias medidas que possam amenizar os efeitos
colaterais ao ecossistema. Para que isso aconteca, é importante conhecer o

comportamento de cada molécula no ambiente.

2.2 MEDICAMENTOS VETERINARIOS

A definicdo de produto veterinario, refere-se a toda substancia quimica,
bioldgica, biotecnolédgica ou preparacdo manufaturada cuja administracao seja
aplicada nos animais de forma individual ou coletiva, direta ou misturada com os
alimentos, destinada a prevencéo, ao diagnostico, a cura ou ao tratamento das
doencas, incluindo os aditivos, suplementos promotores, melhoradores da
producdo animal, medicamentos, vacinas, antissépticos, desinfetantes de
ambiente e de equipamentos, pesticidas e todos os produtos que, usados no seu
habitat, protejam, restaurem ou modifiguem suas funcdes orgéanicas e
fisiologicas, ou também os produtos destinados ao embelezamento (BRASIL,
1969).

Em relacdo aos antiparasitarios serem o0s que mais se destacam dentro
do mercado, considerando o alto risco zoondético das doencas parasitarias,
percebe-se que cerca de 85% dos médicos veterinarios utilizam protocolo
profilatico e supressivo para controlar e erradicar as parasitoses, muitas vezes
sem a devida exigéncia técnica (BEIRAO et al., 2009; MENEZES-OLIVEIRA et
al., 2018; OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2016). Os parasitas podem ser
divididos em ectoparasitas e endoparasitas. Os ectoparasitas compreendem 0s
artrépodes e suas larvas, ja os endoparasitas sao 0s helmintos e 0s protozoarios.
Pode-se afirmar que tanto os endoparasitas quanto 0s ectoparasitas de caes sao
0s principais veiculos de zoonoses, além disso, os fatores ambientais tropicais
favorecerem esses parasitas. Portanto, faz-se necessario o controle dos
parasitas (BOXALL et al., 2002).

Os ectoparasiticidas podem ser divididos baseados na sua estrutura

quimica em diversas classes, sendo: carbamatos, nitroguanidinas,
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organofosforados, fenilpirazois, piretroides, benzoilfeniluréia e derivados de
triazina/pirimidina, dentre outros (BOXALL et al., 2002). Eles representam os
grupos de inseticidas além de serem amplamente utilizados na agricultura. Os
ectoparasiticidas quando administrados adequadamente, representam pouco
perigo ao meio ambiente, comparados com o seu uso agrondmico (BARTIKOVA;
PODLIPNA; SKALOVA, 2016).

Os endoparasiticidas sao usados para controlar os parasitas internos, eles
compreendem de anti-helminticos, antiprotozoarios e coccidiostaticos. (BOXALL
et al., 2002). Os anti-helminticos séo classificados de acordo com a estrutura
quimica e o modo de acdo. Como ja citada acima, além das lactonas
macrociclicas, fazem parte dos anti-helminticos benzimidazois, imidazotiazéis,
tetra-hidropirimidinas (morantel e pirantel) e pirazinoisoquinolonas (praziquantel)
(BARTIKOVA; PODLIPNA; SKALOVA, 2016). Contudo, os diferentes anti-
helminticos possuem mecanismos de acédo especificos, podendo causar a morte
do parasita e/ou reduzir seu movimento causando paralisia (KOHLER, 2001).

Uma outra forma de diferenciar os anti-helminticos é a configuracdo de
como é formulado e apresentado, isto pode modificar o seu modo de a¢ao, como
por exemplo o pirantel. O pirantel € um derivado do imidazotiazole, que pertence
ao grupo dos anti-helminticos tetra-hidropirimidina e pode estar disponivel como
sais de tartarato e pamoato (BJORN; HENNESSY; FRIIS, 1996). Esses sais
possuem diferentes propriedades farmacocinéticas e consequentemente
diferentes toxicidades para o hospedeiro. O sal tartarato de pirantel é soltGvel em
agua e absorvido rapido e extensivamente a partir do intestino de animais
monogastricos (BJORN; HENNESSY; FRIIS, 1996). O sal pamoato € quase
insolavel em 4gua e mal absorvido pelo trato gastrointestinal, e a maioria passa
inalterada nas fezes. Assim, a sua absorgéo sistémica reduzida na forma de
pamoato, aumenta potencialmente a disponibilidade do medicamento no limen
do intestino (BJJRN; HENNESSY:; FRIIS, 1996), permitindo maior agao da droga
sobre os parasitos.

Outro principio ativo utilizado largamente no mundo e até os dias de hoje
apresentado como unico farmaco para o tratamento de humanos infectados com
esquistossomose, é o praziquantel (PZT) (ARAGON et al., 2009; CIOLI et al.,
2014; FREZZA et al., 2007; FUKUSHIGE et al., 2021; KOHLER, 2001; THOMAS;



32

TIMSON, 2018). O PZT € um derivado da pirazinoisoquinolina, sendo utilizado
principalmente para tratar a esquistossomose e cisticercose em humanos, mas
também indicado para tratar infeccbes por outros trematdédeos e cestédeos em
mamiferos em geral (FUKUSHIGE et al., 2021; GUTIERREZ et al., 2017;
KOHLER, 2001).

O modo de acéo deste medicamento néao € totalmente elucidado. Sabe-
se apenas que o PZT provoca uma alteracdo no fluxo de ions de calcio na
membrana celular do parasita, gerando uma contragdo muscular espastica,
diminuindo a capacidade do verme se contrair e relaxar, assim ele é expelido,
pois ndo consegue mais se fixar e dessa forma acaba afetando mais os vermes
adultos (ARAGON et al., 2009; DE MELO et al., 2021; FUKUSHIGE et al., 2021,
THOMAS; TIMSON, 2018).

O amplo uso e inadequada prescricdo de anti-helminticos, em conjunto
com outros fatores resultaram na resisténcia ao medicamento, causando séria
ameaca ao controle efetivo das infecgdes por helmintos (BARTIKOVA;
PODLIPNA; SKALOVA, 2016; DE MELO et al., 2021; HORVAT et al., 2012b;
KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA,
2017). Entretanto, nenhuma molécula tem a propriedade de eliminar todos os
helmintos, o que gerou uma demanda por antiparasitarios capazes de combater
as diversas infec¢des e incentivou ao investimento das industrias farmacéuticas
a oferecerem medicamentos mais eficientes, com amplo espectro de agao (DE
MELO etal., 2021; FUKUSHIGE et al., 2021; KOHLER, 2001; KOPP et al., 2008).

Atualmente sdo comercializados 2919 produtos veterinarios
farmacéuticos no Brasil, sendo a classe em maior nUmero os antiparasitarios 971
produtos (MAPA, 2022). Os produtos destinados aos cées estdo em segundo
lugar, com 785, dentro estes, a classe mais comercializada € a dos
antiparasitarios com 296 produtos. Destes antiparasitarios destinados aos caes,
os ingredientes ativos PZT e PIR s&o os que se encontram no topo da lista dos
medicamentos anti-helminticos comercializados (MAPA, 2022). Além disso, o
ingrediente ativo PZT esta presente em 24 dos produtos comercializados no
Brasil, seguido do PIR que esta em 17 deles (MAPA, 2022).

Uma pesquisa realizada com donos de animais de estimacdo domiciliados

em Portugal a respeito da conscientizacdo e da pratica de desparasitacao dos
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cées, apontou que 23,5% dos medicamentos utilizados tinham a combinacéo
dos principios ativos febantel, pirantel e praziquantel (PEREIRA et al., 2016). O
gue torna isso interessante, € que SA0 0S mesmos principios ativos, nas mesmas
propor¢des nos diferentes medicamentos, isto é, 145 mg de Pamoato de Pirantel
(equivalente a 50 mg de pirantel), 50 mg de praziquantel e 150 mg de febantel,
sendo o que diferencia entre os laboratorios € o excipiente.

Esta combinacdo de doses fixas de pirantel, praziquantel e febantel tem
sido largamente usada na desparasitacao rotineira de caes por mais de 20 anos
(MATOS et al., 2013). Alguns estudos tém mostrado resisténcia dos parasitas
aos medicamentos. No entanto, pouco se sabe dos mecanismos bioquimicos de
resisténcia dos parasitas aos anti-helminticos, pois muitos séo ainda
desconhecidos ou totalmente elucidados, a exemplo do PZT (ARAGON et al.,
2009; FUKUSHIGE et al., 2021; GUTIERREZ et al., 2017a; KOHLER, 2001).
Além de poder se considerar a preocupacdo ambiental dos possiveis residuos
dessas moléculas que entram em contato com o0 meio ambiente
(GOODENOUGH; WEBB; YARDLEY, 2019).

Neste cenério da preocupacdo ambiental, os medicamentos veterinarios
pertencem ao grupo dos contaminantes emergentes. Isto é, pertencem a
centenas de compostos que tém sido detectados no solo, 4gua e ar, e podem
apresentar algum perigo/risco ao ecossistema (MONTAGNER; VIDAL;
ACAYABA, 2017). Os medicamentos veterinarios no solo, podem sofrer
processos de sorgao, lixiviagdo, escoamento superficial, entre outros. Contudo,
o comportamento destes contaminantes no solo é variado e instavel,
considerando a relacdo entre as propriedades fisicas e quimicas do solo e do
farmaco (GOMES et al., 2017; HORVAT et al., 2012a, 2012b; MONTAGNER;
VIDAL; ACAYABA, 2017). No entanto, ndo estdo incluidos nos programas de
monitoramento rotineiros bem como nao possuem legislagdo quanto a sua
presenca nas diferentes matrizes (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

2.3 ECOTOXICOLOGIA TERRESTRE
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Truhaut (1977), definiu a Ecotoxicologia como o ramo da toxicologia em
relacdo ao estudo dos efeitos toxicos, causados por poluentes naturais ou
sintéticos, aos constituintes dos ecossistemas, animais (inclusive humanos),
vegetais e organismos microbianos, em um contexto integral. Com a finalidade
de proteger os organismos edaficos e 0s servicos ecossistémicos que 0 solo
prové, se faz necessario desenvolver ferramentas de avaliacdo de risco
ecologico em ecossistemas terrestres tropicais e subtropicais, para estabelecer
critérios de qualidade do solo que permitam o monitoramento e controle dos
impactos das acées antrépicas (CORA et al., 2019; DA ROSA et al., 2019; DAAM
et al., 2019; KRAFT et al., 2022; ROSA et al., 2015).

Os organismos edaficos e suas relacdes ecoldgicas sdo importantes na
determinacao da funcionalidade e qualidade do solo (BARETTA et al., 2014;
KRAFT et al., 2020, 2022; POMPEO et al., 2017; DA ROSA et al., 2015). O uso
e manejo do solo dos residuos organicos pode alterar as caracteristicas
quimicas, fisicas assim como, causar diversas alteracfes nas populacdes de
organismos que ali habitam (DA ROSA et al., 2019; DAAM et al., 2019; KRAFT
et al., 2020; NIVA et al., 2016). Dessa forma, sao considerados bioindicadores
0S organismos ou comunidades que sejam sensiveis e que modifiquem a sua
dindmica as alteracfes na estrutura de um ecossistema, fornecendo informacgdes
sobre as condi¢cdes ambientais e da qualidade do solo (DAAM et al., 2019;
LAVELLE et al., 2006).

Uma das formas de se avaliar os efeitos de poluentes nos organismos
terrestres € por meio da realizacdo de testes de ecotoxicidade. Estes séo
utilizados para determinar a concentracdo de uma substancia-teste que produz
efeitos deletérios em um grupo de organismos-teste sob condi¢des controladas
durante um periodo de exposicado em relacao ao periodo de vida do organismo-
teste (DAAM et al., 2019; NIVA et al., 2016; ROSA et al., 2019). Com isso, um
dos objetivos da ecotoxicologia é definir limiares de substancias téxicas
permissiveis com niveis de incerteza aceitaveis e que sirvam de guia para as
entidades reguladoras para a tomada de decisbes (DAAM et al.,, 2019;
NIEMEYER; CHELINHO; SOUSA, 2017; NIVA et al., 2016; ROSA et al., 2019).

Diferentes organismos podem ser utilizados como bioindicadores de

qualidade do solo nos estudos ecotoxicologicos terrestres, tais como bactérias,
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fungos, plantas, organismos da macrofauna, mesofauna e microfauna (BUCH et
al., 2016; CARLA et al., 2018; DAAM et al., 2019; DE SILVA; VAN GESTEL,
2009; SCHMELZ et al., 2013; SOCHOVA; HOFMAN; HOLOUBEK, 2006; VAN
STRAALEN, 2002). Para a escolha dos organismos-teste a serem utilizados em
ensaios ecotoxicologicos, alguns critérios devem ser considerados, tais como:
valor ecoldogico e econdmico da espécie, sensibilidade frente aos fatores
envolvidos no estudo, abundancia, distribuicdo geografica, ciclo de vida e
facilidade de cultivo em laboratério (BUCH et al., 2016; CARLA et al., 2018;
DAAM et al., 2019; DE SILVA; VAN GESTEL, 2009; SCHMELZ et al., 2013;
SOCHOVA; HOFMAN; HOLOUBEK, 2006; VAN STRAALEN, 2002).

Nessa perspectiva, entre as formas de avaliacdo de contaminacéo
ambiental por diferentes compostos quimicos, organicos e outros estressores, a
ecotoxicologia terrestre utiliza metodologias padronizadas internacionalmente
para a avaliacdo ampla e segura dos possiveis efeitos causados pelos
estressores ambientais sobre organismos edaficos (MACCARI et al., 2016,
2022; SEGAT et al., 2015; TESTA et al., 2020; ZORTEA et al., 2021; ZORTEA
et al., 2017). Desta forma os organismos-testes padronizados como por exemplo
os enquitreideos (Enchytraeus albidus), as minhocas (Eisenia fetida) e os
colémbolos (Folsomia candida) (ABNT, 2012; ISO, 2014; ISO, 2012) sé&o
utilizados como bioindicadores ambientais. O efeito € mensurado por meio de
parametros que determinam o perigo a partir de concentracdes de efeito na
sobrevivéncia, reproducéo, fuga, medicéo de biomassa, entre outros parametros
(KULA; ROMBKE, 1998; MALLMANN et al., 2018; NIEMEYER; CHELINHO;
SOUSA, 2017; NIVA et al., 2016).

Minhocas das espécies E. fetida e E. andrei s&o comumente utilizadas
como organismos teste padrao em testes ecotoxicoldgicos para solos de regides
de clima temperado (ISO 2015), pois sao consideradas como bons indicadores
de qualidade ambiental. No entanto, o uso de outras espécies que vem sendo
estimulado com intuito de serem mais representativas a regides tropicais e
subtropicais. Um exemplo é a Perionyx excavatus, uma espécie de origem
tropical asiatica e de ampla distribuicdo da Asia tropical, comumente encontrada
em solos agricolas, florestais e solos com perturbagbes antropogénicas de
regioes subtropicais (DE SILVA; VAN GESTEL, 2009; SWATI PATTNAIK, 2011),



36

e, portanto, apresenta maior relevancia ecoldgica do que as espécies padrdo de
clima temperado, sendo uma alternativa para testes ecotoxicologicos em solos
tropicais e subtropicais.

Cada organismo-teste pode responder diferentemente a um determinado
fator de estresse devido a diferenca de sensibilidade que cada um expressa.
Deste modo, essa abordagem na definicdo das concentragcbes maximas de
substancias permitidas é falha, quando determinada em apenas uma espécie,
pois ndo considera as particularidades dos demais organismos que compdem a
fauna edafica, tratando-se apenas da pretensao de proteger somente a espécie
testada. Por outro lado, os ensaios ecotoxicoldégicos devem considerar os efeitos
secundarios nas populacdes, comunidades e 0s ecossistemas terrestres de
modo geral, via de regra se recomenda avaliar o efeito de um composto téxico
para mais que uma espécie e de diferentes grupos taxonémicos (FRAMPTON et
al., 2006; VAN STRAALEN, 2002; VAN WIINGAARDEN; MALTBY; BROCK,
2015).

A curva de Distribuicdo de Sensibilidade das Espécies (SSD - Species
Sensitivity Distribution) é uma forma de minimizar a extrapolagéo dos efeitos dos
contaminantes a partir de uma Unica espécie, a fim de garantir a seguridade para
um conjunto de espécies do ecossistema. Para isso foi proposto o uso da SSD,
considerando que ha uma variagdo na sensibilidade das substancias testadas
entre as diferentes espécies do ecossistema terrestre. Baseada nessas
informacdes € possivel chegar a valores de perigo ambiental para cada
substancia testada com as diferentes espécies testadas, a partir da realizacéo
de testes ecotoxicolégicos. Assim, na construcdo da SSD, se obtém uma
concentracdo de perigo a partir da qual se pretende proteger a biodiversidade
(BANDEIRA et al.,, 2021; CARNIEL, 2019; DEL SIGNORE et al., 2016;
FRAMPTON et al., 2006; ROSA, 2018; VAN STRAALEN, 2002).

O uso da SSD para determinacdo de concentragbes de perigo de
contaminantes no ambiente foi proposto nos Estados Unidos na década de 70 e
vem sendo utilizada nas analises de risco de agrotoxicos para organismos
aquaticos (MALTBY; BROCK; VAN DEN BRINK, 2009; VAN STRAALEN, 2002;
VAN WIINGAARDEN; MALTBY; BROCK, 2015). Contudo, nota-se uma grande

escassez de informacdes de dados ecotoxicologicos em relacdo a
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medicamentos veterinarios dificultando o uso de SSDs, uma vez que é depende
da quantidade e da qualidade de dados existentes (FRAMPTON et al., 2006;
KWAK et al., 2017; ROMBKE; SCHMELZ; PELOSI, 2017).

No Brasil vem sendo utilizada recentemente as SSDs em pesquisas,
apesar de existirem poucos estudos cientificos sobre a ecotoxicidade nos
organismos terrestres (BANDEIRA et al.,, 2021; CARNIEL, 2019; OLIVEIRA,
2019; ROSA, 2018). A maioria dos trabalhos de ecotoxicologia terrestre
disponiveis na literatura abrangem apenas uma ou duas espécies com 0 mesmo
contaminante (NIEMEYER; CHELINHO; SOUSA, 2017; NIVA et al., 2016; ROSA
et al., 2019). Portanto, € um desafio estabelecer a concentracdo maxima de anti-
helminticos com os dados existentes de forma que proteja a biodiversidade e os
atributos funcionais dos ecossistemas naturais. Assim sendo, se justificando o
desenvolvimento de pesquisas especificas sobre os efeitos causados pelos
produtos veterinarios aos organismos terrestres ndo-alvo representativos desses
ecossistemas edaficos (GOODENOUGH; WEBB; YARDLEY, 2019; ROMBKE;
DUIS, 2018; ZORTEA et al., 2018). Além de contribuir com o destino e
gerenciamento sobre o uso das fezes caninos/residuos orgéanicos em solos

urbanos na forma de fertilizante organico.

2.4 LEGISLACAO BRASILEIRA PERTINENTE AO USO/PRODUCAO DE
FERTILIZANTES ORGANICOS

O orgao federal brasileiro responsavel pela legislacéo relativo a producao
e comercializacdo de insumos agricolas (fertilizantes, biofertilizantes, corretivos,
entre outros) é o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Assim sendo, toda a estrutura legal que aborda esta questao esta fundamentada
na Lei N° 6.894/1980, que foi regulamentada pelo Decreto N° 4.954/2004, e
apresenta na Instrucdo Normativa N° 61/2020, no Art. 3°, a classificacdo dos
fertilizantes organicos de acordo com as matérias-primas utilizadas na sua
producédo (BRASIL, 2020), sendo:
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| — Classe “A”: produto que utiliza, em sua produgao, matéria-prima gerada
nas atividades extrativas, agropecuarias, industriais, agroindustriais e
comerciais, incluindo aquelas de origem mineral, vegetal, animal, lodos
industriais e agroindustriais de sistema de tratamento de aguas residuérias com
uso autorizado pelo Orgdo Ambiental, residuos de frutas, legumes, verduras e
restos de alimentos gerados em pré e pds-consumo, segregados na fonte
geradora e recolhidos por coleta diferenciada, todos isentos de despejos ou
contaminantes sanitérios, resultando em produto de utilizacdo segura na
agricultura; e,

Il — Classe “B”: produto que utiliza, em sua produgdo, quaisquer
guantidades de matérias-primas organicas geradas nas atividades urbanas,
industriais e agroindustriais, incluindo a fracdo organica dos residuos solidos
urbanos da coleta convencional, lodos gerados em estacdes de tratamento de
esgotos, lodos industriais e agroindustriais gerados em sistemas de tratamento
de aguas residuarias contendo qualquer quantidade de despejos ou
contaminantes sanitarios, todos com seu uso autorizado pelo Orgdo Ambiental,
resultando em produto de utilizagdo segura na agricultura.

Paragrafo Unico. Podem ser utilizados como matéria-prima para a
producao de fertilizante organico Classe “A”, os residuos provenientes de
servicos publicos de limpeza urbana e de manejo de residuos sélidos, desde que
estes servicos contemplem a segregacdo na fonte geradora e a coleta
diferenciada de residuos em, no minimo, trés fracdes: residuos organicos,
residuos reciclaveis e rejeitos, evitando qualquer tipo de contaminacao sanitaria.

Nesta mesma IN 61/2020, é apresentada as especificacdes dos teores
minimos de nutrientes e as garantias minimas e exigéncias necessarias para a
aplicacdo dos fertilizantes organicos simples sélidos, sendo apresentadas no
Quadro 1.

Quadro 1 - Especificagbes dos teores minimos de nutrientes e outras garantias
e exigéncias necessarias para os fertilizantes organicos simples da IN SDA
61/2020.

Garantia Valores admitidos
Umidade (méxima) 50%
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Nitrogénio total (minimo)

0,5%

Carbono orgénico (minimo)

15%

Capacidade de Troca Catibnica (minima)

Conforme declarado

pH (minimo)

Conforme declarado

Relagdo C/N (maxima)

20

Outros nutrientes

Conforme declarado

Fonte: IN SDA 61/2020 (BRASIL, 2020).

Ao que se refere a presenca de agentes fitotoxicos, patogénicos ao

homem, animais e plantas, limites maximos de metais pesados toxicos, pragas
e ervas daninhas, a IN SDA n° 27, 05 DE JUNHO DE 2006 (alterada pela IN SDA
n® 7, de 12/04/2016, republicada em 02/05/2016) apresenta as concentracdes

maximas admitidas nos compostos organicos sendo apresentadas a seguir no

Quadro 2 (BRASIL, 2016).

Quadro 2. Limites maximos de contaminantes admitidos em fertilizantes

organicos e condicionadores de solo presentes no Anexo V da IN SDA n° 7.

Contaminante

Valor maximo admitido

sélidos totais (n°em 4 g ST)

Arsénio (mg kg?) 20,00
Cadmio (mg kg?) 3,00
Chumbo (mg kg?) 150,00
Cromo hexavalente (mg kg?) 2,00
Mercurio (mg kg?) 1,00
Niguel (mg kg?1) 70,00
Selénio (mg kg?) 80,00
Coliformes termotolerantes — nimero mais provavel por | 1.000,00
grama de matéria seca (NMP g! de MS)

Ovos viaveis de helmintos — nimero por quatro gramas de | 1,00

Salmonella sp.

Auséncia em 10 g de matéria
seca

Materiais inertes Vidros, plasticos, metais > 2 mm

0,5% na massa seca

Pedras > 5 mm

5,0% na massa seca

Fonte: IN SDA 7/2016 (BRASIL, 2016).

Apesar disso a legislacdo brasileira ndo considera os possiveis efeitos

sinérgicos no solo e das interferéncias da aplicacdo do composto organico sobre
a fauna no solo (MASSUKADO; SCHALCH, 2010). Ademais as fezes caninas

apresentam um grande potencial como fertilizante organico e faz-se necessario

o estudo deste residuo em questéao.
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3 MATERIAL E METODOS

Para melhor compreensédo da metodologia e desenvolvimento da Tese os
experimentos foram divididos e estdo apresentados em trés etapas. No entanto,
o solo, os invertebrados do solo e as plantas usadas para os testes
ecotoxicoldgicos nesse estudo foram os mesmos nas trés etapas, sendo assim,
apenas as particularidades de cada etapa estdo apresentadas separadamente.
A Figura 1 apresenta um esquema conceitual idealizado de acordo com o0s

objetivos estabelecidos para o estudo.



Figura 1- Esquema conceitual da Tese em trés etapas.

Avaliacao ecotoxicologica de anti-helminticos e potencial uso de fezes de caes como
fertilizante organico para jardins urbanos

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
e Testes ecotoxicologicos com as fezes
Testes ecotoxicologicos com o0s Testes ecotoxicolégicos com

vermicomposto de fezes caninas

apos a ingestdo ou ndo ingestdo dos :
aplicados no solo.

anti-helminticos Pamoato de Pirantel e
Praziquantel.

e Praziquantel aplicados diretamente no

|
1
1
1
)
] de cdes Beagles aplicados no solo
1
1
1
1
solo. i
1

1
1
1
1
:
i ingredientes ativos Pamoato de Pirantel
1
1
1
1
1

Canex !-'|
—p—_— ¥

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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3.1 SOLO

O solo escolhido para realizar os ensaios ecotoxicolégicos foi um Solo
Artificial Tropical (SAT) recomendado pela ISO 11268-2 (ISO, 2015) para testes
realizados em condi¢des tropicais. O solo utilizado consiste em uma mistura de
75% de areia industrial (fina), 20% de argila caulinitica e 5% de fibra de coco
(seca e peneirada). A capacidade de retencdo de agua (CRA) do SAT foi
ajustada para 60% da capacidade maxima de retencdo (CMR) (ISO, 2015)
exceto para 0s ensaios com plantas, que foi ajustada para 70%. O pH do SAT
foi corrigido para 6,0 £ 0,5 por meio da adi¢cdo de carbonato de calcio (CaCO3)
conforme preconizado na I1ISO 10390 (ISO, 1994).

Os parametros fisico-quimicos do SAT utilizado estdo apresentados na
Tabela 1. Os respectivos métodos de analise foram: a matéria organica (MO) foi
determinada por espectroscopia; o pH agua e indice SMP foram determinados
por potenciometria; o Fdésforo (P), foi extraido pelo método Mehlich! e
determinado por colorimetria; o Potassio (K) extraido pelo método Mehlich? e
determinado por fotometria de chamas; o Calcio (Ca), o Magnésio (Mg) e o
Aluminio (Al) foram extraidos em KCI mol L' e determinados por
espectrofotometria de absorgéo atdomica; o Cobre (Cu) e o Zinco (Zn) foram
extraidos por pelo método Mehlich'! e determinados em espectrofotometria de
absorcdo atébmica; o Boro (B) foi extraido com agua quente e determinado por
colorimetria; o Manganés foi extraido em KCI mol L e determinado em
espectrofotometria de absorcdo atdmica; o Enxofre (S) foi extraido com fostato
de célcio e determinado por colorimetria; a granulometria dos solos (i. e., areia,
silte e argila) foi determinada pelo método da pipeta; Os demais parametros
foram obtidos por calculos. Estas analises foram realizadas no Laboratério de

Solos da Epagri de Chapecé (Santa Catarina).

3.2 ORGANISMOS-TESTE E CONDICOES DE ENSAIO
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Os protocolos usados em testes ecotoxicolégicos estdo bem
estabelecidos e dependem do uso de condi¢cdes padronizadas para garantir a
reprodutibilidade (ou seja, um solo artificial padrdo e espécies de teste
padronizadas). Além da duracdo dos testes, das condi¢des abidticas e bidticas
ideais para a producédo e manutenc¢do dos organismos em laboratorio serem uma
prioridade. Portanto, nesse estudo foram utilizadas espécies mencionadas nos
protocolos e espécies alternativas, a fim de incentivar novas técnicas aos

trabalhos futuros.

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos do Solo Artificial Tropical (SAT), utilizado

para 0s ensaios ecotoxicoldgicos.

Pardmetros SAT
MO (%) 5,00
CTC 9,51
pH (H20) 6,70
indice SMP 6,80
P (mg dm-3) 5,00
K (mg dm-3) 486,00
Ca (cmolc dm3) 5,70
Mg (cmolc dm-3) 0,80
Al (cmolc dm-3) 0,00
H + Al(cmolc dm-3) 1,74
Cu (mg dm-3) 10,20
Zn (mg dm-3) 0,70
B (mg dm3) 1,38
Mn (mg dm3) 2,20
S (mg dm) 18,50
Areia (%) 77
Silte (%) 15
Argila (%) 8
Classe textural Franco-Arenosa

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A escolha dos organismos-teste, sua manutencdo em laboratério e
exigéncias para sua utilizacdo nos testes basearam-se nas recomendacdes dos
protocolos ISO, com adaptacdes descritas nos trabalhos BANDOW; COORS;
ROMBKE, (2013); BUCH et al., (2016); GREENSLADE; VAUGHAN, (2003) e
NIVA; SCHMELZ; BROWN, (2012). Todos os testes realizados com o0s
invertebrados do solo, assim como 0s seus respectivos cultivos foram mantidos

a uma temperatura constante de 20 = 2 °C e o fotoperiodo 12:12 (claro: escuro).
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Para os testes realizados com plantas, a temperatura mantida foi de 23 £ 3°C e
o fotoperiodo 12:12 (claro: escuro). A Tabela 2 mostra um resumo dos protocolos
utilizados para os ensaios ecotoxicologicos, as particularidades de cada espécie

estdo descritas nos topicos a seguir.

Tabela 2 — Protocolos utilizados para os ensaios ecotoxicolégicos descritas por

espécie.
Espécie Duracao teste Protocolo
E. andrei (Oligochaeta) 28 dias ISO 11268-2
‘ 56 dias
) 28 dias
P. excavatus (Oligochaeta) 56 dias ISO 11268-2

28 dias (Etapa 1)
21 dias (Etapas 2 e 3)

E. dudichi (Oligochaeta) 21 dias

E. crypticus (Oligochaeta) ABNT NBR ISO 16387

Adaptado ABNT NBR ISO

16387

F. candida (Collembola) 28 dias ISO 11267-2 (ISO, 2014)
P. minuta (Collembola) 28 dias Adaptado I1ISO 11267-2
A. sativa (Monocotiledonea) Z g::: 1ISO-11269-2

P. vulgaris (Dicotiledénea) "Z‘I g:g: 1SO-11269-2

D. chinensis (Dicotiledonea) ;Z g;g: 1ISO-11269-2

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

3.2.1 Testes ecotoxicolégicos de reproducdo com minhocas

As matrizes de minhocas, sua manutencdo em laboratério e exigéncias
para sua utilizacdo nos testes basearam-se nas recomendacdes do protocolo
ISO 11268 — 2 (ISO, 2015), independente da espécie. As minhocas foram obtidas
da criacdo ja estabelecida no Laboratorio de Solos e Sustentabilidade UDESC-
Oeste em Chapeco — SC e entdo mantidas e cultivadas em laboratorio em caixas
plasticas com volume de 12 L. O meio de cultivo utilizado foi composto de uma
mistura de duas partes de dejeto equino seco (livre de contaminantes quimicos)

peneirado (2 mm), uma parte de fibra de coco (Amafibra® — Golden Mix, tipo 80)
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e 10% do peso dos dois primeiros de areia fina. O pH da mistura foi corrigido
(quando necessario) para faixa entre 6 e 7 com adi¢cdo de CaCOs.

A desfaunagem do meio de cultivo foi realizada com trés ciclos de
congelamento a -20 °C e descongelamento a temperatura ambiente durante o
periodo de no minimo 24 horas para cada processo. Foi acrescida uma
guantidade suficiente de agua destilada para deixar o meio de cultivo tmido e
apto para receber as minhocas. Em cada caixa de cultivo foram colocadas cerca
de 250 minhocas adultas. O substrato foi totalmente substituido quando foi
observada menor presenca de fibra de coco, colocando as minhocas em caixas
com substrato novo. A alimentacéo consistiu em fornecimento semanal de flocos
de aveia, previamente cozidos em agua destilada. Os cultivos foram mantidos a
20 + 2°C e fotoperiodo 12:12 (claro: escuro).

Foram realizados testes de reproducao (56 dias) e avaliacao da letalidade
aos 28 dias, seguindo as metodologias ISO 11268 — 2 (ISO, 2015). Nos ensaios
foram utilizados dez organismos adultos (clitelados) e com peso médio de 250 —
600 mg para as espécies E. andrei e P. excavatus. Os organismos foram
mantidos em recipientes de 1000 mL, preenchidos com 500 g de solo umido, em
solo contaminado ou controle, correspondendo a altura do solo entre cinco e sete
centimetros. Conduziram-se cinco repeti¢cdes, sendo verificada, ao final de cada
teste o pH. Para evitar a fuga dos individuos, os recipientes de ensaio foram
cobertos com tampas transparentes com alguns furos para a aeracao.

Os testes foram mantidos a 20 + 2°C e fotoperiodo 12:12 (claro: escuro).
Os organismos foram alimentados (uma vez por semana) com,
aproximadamente, 15 g de dejeto equino seco, desfaunado e livre de
contaminantes, umedecido com agua destilada. A umidade, quando necessaria,
também foi mantida adicionando-se agua destilada uma vez por semana. Ao final
de 28 dias, as minhocas adultas foram removidas, contadas e pesadas, deixando
os casulos incubados por mais 28 dias para eclosdo. Ao final do teste aos 56
dias, os potes plasticos foram colocados em banho-maria a 60 °C por 60 minutos
para forcar a migracdo dos individuos juvenis a superficie do solo. Eles foram
coletados com pingas e entdo realizada a contagem do ndmero de individuos

juvenis.
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3.2.2 Testes de reproducdo com enquitreideos

Os organismos das espécies E. crypticus e E. dudichi utilizados nos testes
foram obtidos da criacdo ja estabelecida no Laboratério de Solos e
Sustentabilidade UDESC-Oeste de Chapec6 — SC. Os organismos mantidos em
recipientes plasticos com volume de 200 mL no substrato de SAT. A criagdo é
mantida de acordo com diretrizes estabelecidas pela ABNT NBR ISO 16387
(ABNT, 2012).

Os ensaios com os enquitreideos foram realizados conforme as diretrizes
da normativa ABNT NBR ISO 16387 (ABNT, 2012), sendo o ensaio conduzido
durante trés semanas para E. crypticus e E. dudichi conforme sugerem Bandow;
Coors; Rombke, (2013) e Niva; Schmelz; Brown, (2012). O critério de selecao de
individuos adultos para os testes foi a presenca de clitelo. As espécies de
enquitreideos fragmentadoras possuem clitelo, no entanto, sdo capazes de
segmentar 0 seu corpo e a partir dos fragmentos novos individuos sédo formados
nao sendo possivel identificar quais foram os individuos inseridos no inicio dos
testes ao final do experimento (NIVA; SCHMELZ; BROWN, 2012; SCHMELZ et
al., 2013). Portanto, foi avaliado apenas a toxicidade cronica nos testes
realizados com E dudichi.

Para os testes os organismos foram acondicionados em recipientes de
125 mL, preenchidos com 30 g de solo contaminado e controle (néo
contaminado), com cinco repeti¢des, sendo cinco delas com dez organismos e
uma sem organismos a fim da verificacdo do pH ao final do ensaio. Os individuos
foram alimentados uma vez por semana com 2 mg de aveia moida e adicionada
agua destilada conforme a necessidade para manter a umidade do solo a 50%
da capacidade maxima de retencdo de &agua. Ao final dos testes, foram
adicionados 5 mL de alcool absoluto para preservacéo dos enquitreideos, dez
gotas de solucéo corante rosa de bengala em etanol (1%) e aproximadamente
80 mL de agua, para evitar seu ressecamento. Apés 5 dias, as amostras foram

lavadas em filtro coador de café de poliéster 103 para retirar o excesso de solo.
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Entéo foi realizada a contagem dos organismos de cada amostra com o auxilio

de estereomicroscopio binocular (40 vezes).

3.2.3 Testes reproducdo com colémbolos

As matrizes dos colémbolos das espécies F. candida e P. minuta vieram
de criacOes j& estabelecidas do Laboratério de Solos e Sustentabilidade —
UDESC/Oeste de Chapec6 — SC. Os colémbolos foram cultivados em recipientes
plasticos com capacidade de 200 mL, em meio de cultura composto de uma
mistura de carvado ativado, gesso e agua destilada na propor¢cédo de 1:11:7.
Adicionalmente, foram alimentados trés vezes por semana com 1 mg de
fermento biolégico seco e umedecidos com agua destilada.

Os adultos foram trocados de meio para estimular sua reproducao. Apés
cinco a sete dias, os ovos depositados foram coletados e colocados em novo
recipiente, sob pequenos pedacos de gesso. Apds a eclosao dos primeiros ovos,
esperam-se mais dois dias para retirar o restante dos ovos nao eclodidos, de
forma que o recipiente possua organismos com diferenca de idade entre um e
dois dias.

Estes organismos sincronizados foram utilizados para os testes quando
tinham dez a doze dias de idade. Os cultivos foram mantidos sala climatizada
com temperatura de 20 + 2 °C e fotoperiodo de 12:12 (luz: escuro) conforme
protocolo ISO 11267-2 (1ISO, 2014) onde também foram mantidos os testes.

Foi realizado teste de toxicidade aguda (letalidade), seguindo a
metodologia I1ISO 11267-2 (ISO, 2014) em organismos terrestres apenas da
espécie F. candida. Para os testes 0s organismos foram mantidos em recipientes
(pote) com capacidade para 120 mL, preenchidos com 25 g de solo seco
contaminado ou controle. Foram conduzidas seis repeticdes, sendo cinco delas
com dez organismos e uma como referéncia, sem organismos para medi¢ao do
pH no final dos testes. O alimento foi adicionado uma vez por semana,
consistindo em 2 mg de fermento bioldgico seco assim como corrigida a umidade

de cada pote.
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No final do periodo de 14 ou 28 dias do teste, para os juvenis de F.
candida, cada unidade experimental do ensaio foi transferida para um recipiente
maior, onde foi adicionada agua e algumas gotas de tinta de carimbo preta. Apos
leve agitacdo, para que os organismos flutuassem na superficie da dgua, foram
determinados o numero de individuos adultos e, entéo, foi determinado o nimero
de individuos adultos, fotografados, para posterior contagem dos individuos
juvenis  no programa  computacional ImageJ (disponivel em:
<https://imagej.nih.gov/ij/index.html|>).

Para os juvenis da espécie P. minuta, no final do teste (28 dias), cada
unidade experimental de ensaio foi inserida em funis de Berlese-Tullgren, por um
periodo de 24 horas para que o0s organismos fossem estimulados a migrarem da
parte superior da amostra para a parte inferior em funcdo do gradiente de
temperatura que este método proporciona. Dessa forma, os colémbolos
existentes nas amostras cairiam em potes dispostos abaixo do fundo do funil, e
flutuavam acima da lamina d’agua que continham os recipientes.

Posteriormente, as amostras foram transferidas para um recipiente de
maior diametro, onde foi adicionada 4gua e algumas gotas de tinta de carimbo
vermelha. Essa adaptacéo foi necessaria em funcéo do tamanho menor e da cor
do exoesqueleto da espécie P. minuta (escura) ser diferente que F. candida
(BUCH et al., 2016), fazendo com que o método tradicional de contagem néo
fosse eficaz. Os organismos foram levemente agitados, para que 0s mesmos
flutuassem na superficie da agua, e, entdo, foram determinados o nimero de
individuos adultos, fotografados, para posterior contagem dos individuos juvenis
no programa computacional ImageJ (disponivel em:

<https://imagej.nih.gov/ij/index.html>).

3.2.4 Testes de crescimento de plantas

Os ensaios de crescimento de plantas foram baseados no protocolo ISO-

11269-2 (ISO, 2005), onde foram utilizadas as espécies Avena sativa (aveia
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branca), Phaseolus vulgaris (feijjao preto) e Dianthus chinensis (planta
ornamental).

Os recipientes utilizados nos ensaios com plantas foram copos plasticos
de polipropileno com capacidade para 770 mL sobre um pote menor com
capacidade de 200 mL. O copo superior foi preenchido com 400 g de SAT com
umidade inicial corrigida para 65% da capacidade de retencdo de agua (CRA) e
pintado externamente na cor preta para evitar a influéncia da luz sobre as raizes
das plantas.

Na base do copo foram feitos dois furos, em um foi colocado um canudo
pelo qual a agua era reposta semanalmente e o outro furo foi inserida uma corda
de algodao por onde, através da capilaridade, a agua que estava presente no
pote inferior com agua era transportada para o copo superior que continha o solo
e as plantas. Um esquema do equipamento utilizado estd demonstrado na Figura
2.

Figura 2 — Esquema utilizado para os testes com plantas.

|

3 Canudo para entrada de agua

Copo preto com SAT +———

Cordao de algoddao +————|

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Para os ensaios foram utilizadas seis sementes por unidade experimental
e quatro repeticbes por tratamento. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. As sementes foram inseridas no solo a uma

profundidade de 0,5 cm. Os ensaios foram realizados em ambiente climatizado
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e fotoperiodo controlado, onde manteve-se a temperatura em 23 °C £+ 2 e 0
fotoperiodo de 16:8 horas (luz: escuro). A quantidade de agua disponivel no
reservatério foi monitorada constantemente e acrescida sempre que atingia a
quantidade minima de 10 mL, sendo verificada a cada dois dias.

Apoés observada a germinacdo superior a 50% nos controles, o teste
permaneceu por 21 dias. Ao fim do teste, foram avaliadas a germinacdo e o
comprimento de raizes das plantas. O parametro biomassa foi mensurado
apenas nas espécies A. sativa e P. vulgaris. Foram realizadas as pesagens de
massa fresca e entdo as plantas foram colocadas em estufa a 65 °C pelo periodo
de 72 horas até peso constante para posterior obtencédo da massa seca total. O
parametro utilizado para a obtencédo dos ECs das plantas foi o comprimento das

raizes.

3.3 RECICLADOR BIOLOGICO DE FEZES CANINAS

O reciclador biologico de fezes caninas consiste em uma camara de
transformacao de residuos solidos, para pequena escala, de uso domeéstico e
ambientes fechados. O reciclador utilizado para a transformacdo das fezes
caninas em composto/fertilizante organico, foi o produto Minholix®, da empresa
Minhobox Ltda.. Na Figura 3 pode-se observar os recicladores utilizados nos
experimentos das Etapas 2 e 3. Para mais detalhes especificos de
funcionamento dessa tecnologia, pode-se acessar o material detalhado do
processo do uso e particularidades de cada compartimento, disponivel no site da
empresa (<http://www.minhobox.com.br/app/webroot/minholix/caes.php>).

O reciclador biolégico das fezes dispbe de dois compartimentos
separados onde em um acontece a compostagem (numero 5 da Figura 3), e
outro onde acontece a vermicompostagem (numero 6 da Figura 3). Durante o
processo de compostagem, foram depositados aproximadamente 500 g de fezes
frescas caninas diariamente. A manutencgédo do reciclador biolégico consistia em

injetar ar dentro do compartimento de compostagem (numero 5 da Figura 3)
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diariamente, por meio do uso da bomba injetora de ar (niumero 4 da Figura 3) e

revolver o material com as luvas fixas (numero 7 da Figura 3) a cada dois dias.

Figura 3 — Imagem ilustrativa do reciclador biol6gico de fezes caninas e seus
compartimentos. 1 — Abertura para insercao das fezes; 2 — Local de captura de
insetos; 3 — Orificio com luvas para revolvimento; 4 — Bomba injetora de ar; 5 —
Compartimento para compostagem; 6 — Gaveta para vermicompostagem; 7 —
Luvas; 8 — Fundo coletor de chorume preenchido com serragem; 9 — Cesto pleno;
10 — Cesto vazado; 11 — Fezes recém inseridas; 12 — Material pronto para

vermicompostagem; 13 — Minhocas.

Visdo externa

1 - Abertura para
_insercdo das fezes

0,50m (largura)

2 - Local de
captura de
insetos

3 - Orificio com
luvas fixas para
revolvimento

= 4 - Bomba

injetora de ar

.. 5 - Compartimento
para compostagem

N 6 - Gaveta para
vermicompostagem

Visdo interna

7 - Luva
7 —Luva

10 - Cesto vazado

11 — Fezes recém inseridas
8 - Fundo coletor de chorume,
preenchido com serragem

7 - Luvas

12 - Material para
vermicompostagem
, 6 - Gaveta para

vermicompostagem

13 - Minhocas

9 — Cesto pleno

Fonte: Elaborada pela autora (2022).



52

Além disso, era necessario trocar o liquido com o atrativo de insetos
(numero 2 da Figura 3) uma vez por semana. Na segunda fase da reciclagem, a
vermicompostagem, o material jA compostado e estabilizado era retirado e
despejado na gaveta de vermicompostagem (nimero 6 da Figura 3) para entédo
inserir aproximadamente 200 minhocas cliteladas da espécie E. andrei, que

transformaram o material em humus em aproximadamente duas semanas.

3.4 CARACTERIZACAO DOS CONTAMINANTES

3.4.1 Etapal

Na Etapa 1 foram avaliados os efeitos agudos e crénicos ecotoxicoldgicos
sobre invertebrados do solo (i.e., minhocas, enquitreideos e colémbolos) e
plantas (i.e., A. sativa, P. vulgaris e D. chinensis) na presenca dos anti-
helminticos Pamoato de Pirantel (PIR), Praziquantel (PZT) e a interacdo entre
eles (PIR+PZT), aplicados diretamente no solo. A escolha dos medicamentos
veterinérios foi baseada em revisao bibliografica e nos dados disponibilizados
pelo governo federal no site do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. Um resumo das propriedades fisico-quimicas, fatores
ambientais que interferem na degradacdo, formas de degradacdo
(transformacéo) e subprodutos da degradacdo dos anti-helminticos PIR e PZT,
gue estao disponiveis na literatura podem ser observados Quadro 3.

No entanto, poucos sdo os produtos comerciais que sédo formulados e
vendidos apenas com um ingrediente ativo. Com base nessas informacgdes o
produto comercial Canex Composto®foi utilizado nas Etapas 1 e 2 deste estudo.
O Canex Composto® é um anti-helmintico de amplo espectro indicado como
vermifugo para combate dos principais nematoides (Nematoda) e cestdédeos

(Platyhelminthes) que acometem os cées. Este é apresentado em um blister
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contendo quatro comprimidos de 500 mg sendo a sua formulagédo: 145 mg de
PIR (equivalente a 50 mg de pirantel base) e 50,5 mg de PZT, além da

quantidade suficiente para (g.s.p.) 500 mg de substancia inerte.

Quadro 3 - Caracteristicas fisico-quimicas e ambientais do Pamoato de Pirantel
(PIR) e o Praziquantel (PZT). Fonte: United States Envinronmental Protection

Agency (EPA) (https://www.epa.gov/chemical-research/comptox-chemicals-

dashboard).
Caracteristicas PIR PZT
Nome do farmaco Pamoato de Pirantel Praziquantel
Formula molecular C34H30N206S C19H24N202

Nomenclatura IUPAC

4,4'-Methylenebis(3-
hydroxynaphthalene-2-
carboxylic acid)--1-methyl-2-
[(E)-2-(thiophen-2-yl)ethenyl]-
1,4,5,6-tetrahydropyrimidine
(/1)

2-(Cyclohexanecarbonyl)-
1,2,3,6,7,11b-hexahydro-
4H-pyrazino[2,1-
alisoquinolin-4-one

NUmero CAS 15686-83-6 55268-74-1
Peso molecular (g mol?) 594,68 312,41
Ponto de fuséo (C°) - 136
Solubilidade em 4gua mg ) 1.29e3

Lta25cCe°

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Optou-se por utilizar além do Canex Composto®, avaliar os ingredientes
ativos separadamente. Para isso, também foi utilizado o produto comercial
Canex Original® que tém na sua formulacéo apenas o PIR (equivalente a 50 mg
de pirantel base) e o excipiente g.s.p. 300 mg. Ambos os produtos comerciais
utilizados sao da empresa francesa Ceva Santé Animale Ltda. Por ndo haver
formulag&o comercial disponivel no mercado do PZT, foi optado por manipular
na mesma dosagem contida na formulagdo do Canex Composto®, 50,5 mg e o
excipiente g.s.p. 100 mg. Doravante a nomenclatura PIR+PZT representa o uso
do produto comercial Canex Composto®, e PIR, o uso do produto comercial

Canex Original®.


https://www.epa.gov/chemical-research/comptox-chemicals-dashboard
https://www.epa.gov/chemical-research/comptox-chemicals-dashboard
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Assim como observado por Goodenough; Webb; Yardley (2019) os anti-
helminticos PIR e PZT nao foram amplamente pesquisados no contexto de seus
efeitos em espécies ndo-alvo, principalmente no que se refere aos invertebrados
do solo e plantas. Desta forma, para os ensaios ecotoxicoldgicos, foi assumida
como dose referéncia a dose recomendada pelo fabricante. Isto €, um
comprimido PIR+PZT para cada 10 kg de peso vivo do cdo. Assim foi
estabelecida a dose 1 como 1 comprimido para cada kg de solo seco, entédo
extrapoladas doses abaixo e acima da recomendada. Doravante, as doses estéo
expressas em quantidade de comprimido por kg de solo seco, a fim de facilitar a

visualizacéo do cendrio exposto, conforme a Tabela 3.

Tabela 3. Quantidade de comprimidos dos anti-helminticos por quilograma (kg)
de solo seco, especificados em mg dos ingredientes ativos dos anti-
helminticos utilizadas como dose referéncia para os testes ecotoxicolégicos
com os invertebrados do solo e plantas

: x , Concentracéo Concentragéo
Quantidade do Concentragéo nominal . .
comprimido em ma do PIR+PZT nominal em mg do nominal em mg do
P g PIR PZT
1 500 (145 PIR; 50,5 PZT) 145 50,5

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Os organismos foram expostos a doses crescentes dos anti-helminticos
PIR+PZT, PIR e PZT, formando um gradiente de concentracdo e foram
preparados separadamente para cada um dos anti-helminticos e cada espécie.
Na Tabela 4 estéo especificadas cada dose utilizada para cada teste realizado.
Ao final da montagem de cada teste foram guardadas amostras de solo para
analise quimica dos ingredientes ativos, para quantificacdo das concentracdes
nominais de cada medicamento. As amostras foram preservadas em freezer a
temperatura de (-20°C). Para as analises, foram formadas amostras compostas,
misturadas e homogeneizadas aquelas que pertenciam ao mesmo grupo de

invertebrados do solo, 0 mesmo medicamento e a mesma dose testada. Estas
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andlises foram realizadas em parceria com a Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ).

Tabela 4 - Doses de comprimido dos anti-helminticos por quilograma (kg) de

solo seco utilizadas nos testes ecotoxicologicos especificada para cada

espécie.

Espécie

Doses em quantidade de comprimido por kg de solo seco

PIR+PZT

PIR

PZT

E. andrei

P. excavatus

0;0,5;1;4,;8; 16

0;0,5;1;4,;8;16

0;0,5;1; 4, 8,16
0;0,5; 1; 4, 8,16
0;0,25;0,5;1; 4,8
0;0,25;05;1;4; 8

0; 0,125; 0,25;0,5; 1, 2;
4. 8;16; 32

0; 0,125; 0,25;0,5; 1, 2;
4. 8;16; 32

0;0,5;1; 4; 8; 16; 32

0;0,5;1; 4 8; 16; 32

0;0,5;1; 4, 8;16; 32

0;05;1;4;8; 16
0;05;1;4;8; 16
0;0,25;0,5; 1; 4; 8
0;0,25;0,5; 1;4; 8

0;0,125; 0,25;0,5; 1; 2;
4:8;16; 32

0;0,125; 0,25;0,5; 1; 2;
4:8;16; 32

0;0,5;1; 4; 8; 16; 32

0;0,5;1; 4; 8; 16; 32

0;0,5;1; 4 8; 16; 32

E. crypticus 0;0,25;0,5;1;4,;8
E. dudichi 0;0,25;0,5;1;4;8
. 0; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4;
F. candida 816 32
P minuta 0; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4;
’ 8; 16; 32
A. sativa 0;0,5;1; 4;8; 16; 32
P. vulgaris 0;0,5; 1; 4, 8; 16; 32
D. chinensis 0;0,5;1; 4; 8; 16; 32
3.4.2 Etapa?2

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Na Etapa 2 foram avaliados os efeitos agudos e cronicos ecotoxicoldgicos

sobre invertebrados do solo (i.e., minhocas, enquitreideos e colémbolos) e

plantas (i.e., A. sativa, P. vulgaris e D. chinensis) na presenca Fezes de Beagle

Fresca (FBF); Fezes de Beagle Vermicompostada (FBV); Fezes de Beagle

Fresca de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel (FBPP);

Fezes de Beagle Vermicompostada de animais tratados com PIR+PZT (FBVPP).
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Para a obtencdo dos compostos organicos, foram utilizados dez cées
provenientes da Fazenda Experimental da UDESC/Oeste, localizada no
municipio de Guatambu, SC. A raca utilizada foram cdes da raca Beagle, pois
apresentam caracteristicas de porte médio, sdo doceis e largamente utilizados
para fins experimentais (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002). Os caes eram,
todos machos descendentes de duas ninhadas, com aproximadamente 2 anos
e caracteristicas como peso e escore de condicdo corporal semelhantes. A dieta
fornecida aos cées foi a racdo Korredog Prime Advanced® (da empresa Vipet
Foods Brasil Ltda), 200 gramas de racgéo, duas vezes ao dia (9 horas e 17 horas)
e agua potavel de fonte natural ad libitum. Os cées passaram por um periodo de
adaptacao a dieta durante trés dias.

No terceiro dia de adaptacéo da dieta, foram coletadas amostras de fezes
de todos os cées separadamente, para que fossem distribuidos de acordo com
a infestacdo parasitaria. Esta foi verificada por meio da contagem de ovos por
grama de fezes (OPG), entéo os caes foram separados em 2 grupos com 5 caes,
sendo um grupo tratado com o medicamento comercial que contém o0s
ingredientes ativos PIR+PZT (o mesmo utilizado na Etapa 1) e o outro grupo
controle. As amostras de fezes para o OPG foram coletadas no dia de
administracdo do tratamento (dia zero) e dez dias apds a administracdo do
PIR+PZT. As amostras foram submetidas ao exame fecal, adaptado do protocolo
de (GORDON; WHITLOCK, 1939).

Foram realizados dois ciclos de coletas, uma em novembro de 2019 e a
outra em setembro de 2020. As coletas das fezes eram iniciadas 5 dias apos a
administracdo do medicamento com PIR+PZT aos cdes. As coletas eram
realizadas duas vezes ao dia e foram armazenadas em freezer a -20°C até o
inicio do processo de compostagem ou preparo das fezes frescas para a
realizacédo dos testes. Foram obtidos os seguintes volumes de cada composto
organico: FBF 1,5 kg; FBV 1,8 kg; FBPP 1,5 kg; FBVPP 1,9 kg, respectivamente.

As fezes frescas, (i.e., fezes que ndo passaram pelo processo de
vermicompostagem), antes de serem utilizadas nos testes, elas foram
descongeladas, homogeneizadas e colocadas em estufa a 65 °C pelo periodo
de 72 horas até peso constante para posterior armazenagem em freezer a -20°C

até a montagem de cada experimento. O preparo das fezes vermicompostas
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deu-se da seguinte forma: um dia antes do inicio do processo de
vermicompostagem, os dejetos foram descongelados, homogeneizados e
separados em porcdes de 500 g e armazenados em geladeira a 7°C até que
fossem todas inseridas no reciclador biolégico de fezes de cées dia apos dia. A
descri¢do do funcionamento do produto comercial Minholix®, esta na pagina 50.

Foram retiradas amostras para verificar a presenca dos ingredientes
ativos (PIR e PZT) durante o processo no reciclador biologico de fezes de céaes,
onde ha uma camara isolada onde acontece o processo de compostagem e outro
compartimento onde acontece a vermicompostagem. As amostras retiradas com
100 g de material, foram preservadas em sacos plasticos e congeladas em
freezer a -20° C. As retiradas aconteceram: no primeiro dia do dejeto
descongelado; no 24° dia (12 dias ap0s a insercéo do ultimo saco com dejeto de
500 g); no 56° dia (dia de inicio da segunda fase do reciclador, o processo de
vermicompostagem com as minhocas); e no 72° dia (ao final do processo de
vermicompostagem do dejeto canino no reciclador biolégico). Essas amostras
foram analisadas em parceria com a UFRJ.

As andlises de caracterizacdo de residuo organico e fertilizante foram
feitas através de uma parceria com a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI), no Laboratério de Analise de Solos
da EPAGRI de Chapecd, SC. As metodologias utilizadas para analise dos
minerais foram as determinadas conforme o Manual de métodos analiticos
oficiais para fertilizantes minerais, organicos, organominerais e corretivos
(BRASIL, 2017).

Os parametros fisico-quimicos dos compostos organicos oriundos de
fezes de cédes da raca Beagle podem ser observados na Tabela 5. Sendo eles
Fezes de Beagle Fresca (FBF); Fezes de Beagle Vermicompostada (FBV);
Fezes de Beagle Fresca de animais tratados com Pamoato de
Pirantel+Praziquantel (FBPP); Fezes de Beagle Vermicompostada de animais
tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel (FBVPP). Os tratamentos
consistiram em doses dos quatro compostos organicos: Fezes de Beagle Fresca
(FBF); Fezes de Beagle Vermicompostada (FBV); Fezes de Beagle Fresca de
animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel (FBPP); Fezes de

Beagle Vermicompostada de animais tratados com Pamoato de
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Pirantel+Praziquantel (FBVPP), adicionadas ao Solo Atrtificial Tropical (SAT). A
dose de referéncia utilizada foi a dose agronémica recomendada para cada
planta de acordo com o Manual de Adubacao e Calagem para os Estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (RS/SC, 2016).

Tabela 5 - Parametros fisico-quimicos dos compostos organicos: Fezes de
Beagle Fresca (FBF); Fezes de Beagle Vermicompostada (FBV); Fezes de
Beagle Fresca de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel
(FBPP); Fezes de Beagle Vermicompostada de animais tratados com Pamoato
de Pirantel+Praziquantel (FBVPP)

Parametro FBF FBV FBPP FBVPP
pHem CaCI2 5,9 6,5 6,7 6.4
Umidade 65°C % 59,91 62,91 46,57 43,3
P,O, % (teor total) 6,64 8,11 8,98 6,14
K,0 % (teor soluvel em HZO) 0,59 0,73 0,73 0,86
Ca % (teor total) 1,45 2,47 3,08 1,81
Mg % (teor total) 0,27 0,37 0,43 0,3
N % (teor total) 2,62 2,8 1,57 1,4
Cu % (teor total) 0,016 0,017 0,021 0,019
Zn % (teor total) 0,058 0,104 0,086 0,066
Fe % (teor total) 0,148 0,174 0,432 0,25
Mn % (teor total) 0,013 0,012 0,035 0,035

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Para os invertebrados do solo, foram utilizadas as mesmas doses que 0
P. vulgaris. Baseado nessas informacg0es, doses maiores e menores foram
estabelecidas para avaliar diversos cenarios possiveis do uso de fezes caninas
como fertilizante organico e avaliar a ecotoxicidade de cada um. As doses foram
calculadas com base na matéria seca (MS) e sendo a dose 1 equivalente a dose
recomendada de fertilizante organico em g kg?! de solo seco, que estdo
apresentadas na Tabela 6. Ao final da montagem de cada teste foram guardadas

amostras de solo para andlise quimica dos ingredientes ativos, para



59

quantificacdo das concentracées nominais de cada medicamento. As amostras

foram preservadas em freezer a temperatura de (-20°C).

Tabela 6 — Concentragbes nominais dos compostos organicos: Fezes de
Beagle Fresca (FBF); Fezes de Beagle Vermicompostada (FBV); Fezes de
Beagle Fresca de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel
(FBPP); Fezes de Beagle Vermicompostada de animais tratados com Pamoato
de Pirantel+Praziquantel (FBVPP), em g kg de Solo Artificial Tropical utilizadas

nos testes de toxicidade crénica com os organismos terrestres.

Dose nominal de fezes canina em g kg de solo seco

0,5 1 4 8 16 32

Tipo de

Fezes E. andrei; P. excavatus; E. crypticus; E. dudichi; F. candida; D. chinensis
FBF 0,538 1,076 4,303 8,606 17,212 34,423
FBV 0,398 0,795 3,182 6,363 12,727 25,453
FBPP 0,440 0,881 3,523 7,046 14,092 28,184
FBVPP 0,582 1,163 4,653 9,307 18,613 37,227
Tipo de )
Fezes A. sativa
FBF 1,183 2,367 9,466 18,933 37,866 75,731
EBV 0,875 1,750 7,000 13,999 27,999 55,997
FBPP 0,969 1,938 7,751 15,501 31,002 62,005
EBVPP 1,280 2,559 10,237 20,475 40,949 81,899
lf:ege P. vulgaris
FBF 0,753 1,506 6,024 12,048 24,096 48,193
FBV 0,557 1,114 4,454 8,909 17,817 35,635
FBPP 0,617 1,233 4,932 9,864 19,729 39,457
FBVPP 0,814 1,629 6,515 13,029 26,059 52,117

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

3.4.3 Etapa3
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Na Etapa 3 foram avaliados os efeitos ecotoxicolégicos agudos e crénicos
sobre invertebrados do solo (i.e., minhocas, enquitreideos e colémbolos) e
plantas (i.e., A. sativa, P. vulgaris e D. chinensis) na presenca fezes canina
vermicompostada aplicadas em SAT. Também foi avaliado o potencial do
vermicomposto oriundo de fezes caninas como fertilizante organico.

As fezes coletadas foram de cédes sem historico conhecido, ou seja, de
diversas ragas, tamanhos, idades, sem o conhecimento do historico de saude,
do tipo de dieta fornecida ou qualquer outra informacéo. O intuito de utilizar fezes
caninas sem historico, foi abranger um cenario presumivelmente proximo da
realidade. Fazer o uso da vermicompostagem como um possivel destino para
estes residuos sélidos urbanos, utilizando-os como fertilizante orgénico para
jardins ou vasos de plantas ornamentais.

As fezes foram recolhidas em residéncias que possuiam apenas caes
como animais de estimacao e em clinicas veterinarias da cidade de Chapeco,
sendo assim, foi possivel obter uma maior diversidade de fezes. As coletas
aconteciam diariamente, alternando os locais de coleta. Logo apods a coleta,
aproximadamente 500g de fezes eram depositadas no reciclador biolégico de
vermicompostagem, onde o funcionamento esta descrito na pagina 50.

Apbés o composto organico estar estabilizado e pronto, as fezes
vermicompostas foram homogeneizados e levadas a estufa a 65°C de
temperatura e permaneceram até que estivem completamente secas. Depois da
secagem o material foi armazenado em freezer a -20°C até que fossem utilizadas
para os testes ecotoxicologicos

Para os testes ecotoxicoldgicos os tratamentos consistiram em doses
crescentes do composto organico oriundo de fezes caninas, adicionadas ao
SAT. A dose de referéncia utilizada foi a dose agronédmica recomendada para
cada planta, de acordo com o Manual de Adubacao e Calagem para os Estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (RS/SC, 2016). Para os invertebrados do
solo, foram utilizadas as mesmas doses que o D. chinensis. Baseado nessas
informagdes, doses maiores e menores foram estabelecidas para avaliar
diversos cenarios possiveis do uso de fezes caninas como fertilizante organico

e avaliar a ecotoxicidade de cada um. As doses foram calculadas com base na
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matéria seca (MS) e sendo a dose 1 equivalente a dose recomendada de
fertilizante organico em g kg de solo seco, que estdo apresentadas na Tabela
7. Ao final da montagem de cada teste foram guardadas amostras de solo para
andlise quimica dos ingredientes ativos, para quantificacdo das concentractes
nominais de cada medicamento. As amostras foram preservadas em freezer a

temperatura de (-20°C).

Tabela 7 - Concentracdes nominais do composto organico oriundo de Fezes de
canina Vermicompostada (FCV), em g kg de Solo Atrtificial Tropical (SAT)
utilizadas nos testes de toxicidade crénica com 0s organismos terrestres e
plantas. Baseada na recomendacéo de fertilizante para D. chinensis, como

dose 1.

Dose 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64

Concentracéo
. 0,6 1,2 2,4 4,8 9,6 19,2 38,4 76,8
nominal (g kg?)

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

As analises de caracterizacao de residuo organico e fertilizante foram
feitas através de uma parceria com a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), no Laboratério de Analise de Solos
da EPAGRI de Chapecd, SC. As metodologias utilizadas para anélise dos
minerais foram as determinadas conforme o Manual de métodos analiticos
oficiais para fertilizantes minerais, organicos, organominerais e corretivos
(BRASIL, 2017).

Ao considerar o processo de compostagem como um fator para a
estabilizacdo da matéria organica, neste caso as fezes caninas, a sanitiza¢ao do
material organico esta diretamente ligada a qualidade do fertilizante e materiais
utilizados (VALENTE et al., 2008). Para verificar se as FCV € um composto
organico passivel a ser utilizado como fertilizante organico, foram realizadas
andlises no que se refere as concentracdes maximas admitidas para agentes
fitotoxicos patogénicos ao homem, animais, plantas e metais pesados toxicos.

Essas analises foram realizadas em laboratorio terceirizado Genética
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Tecnologias Ambientais Ltda, credenciado e localizado na cidade de Chapeco —
SC.

3.5 ANALISE DOS DADOS

Para todas as avaliagdes ecotoxicoldgicas: sobrevivéncia, reproducao,
germinacao e crescimento de raiz, os dados obtidos foram submetidos ao teste
de normalidade de Shapiro-Wilk W (p > 0,05), homogeneidade de Bartlett (p >
0,05), andlise de variancia (ANOVA One-way) e as médias comparadas pelo
teste de Dunnett (p < 0,05). Os valores de EC10 e ECso0 (concentragcéo estimada
para causar um ou mais efeitos especificos capazes de afetar 10% e 50% dos
organismos), foram determinados por analise de regressao nao linear, usando o
modelo que melhor se ajustou aos dados (ENVIRONMENT CANADA, 2007).
Para estas analises foi utilizado o software Statistica v7.0 (STATSOFT, 2004).

As SSDs para os organismos testados foram construidas a partir dos
valores de ECi0 e ECso das espécies testadas, realizadas de acordo com
Aldenberg; Jaworska (2000) utilizando o software ETX 2.0 (VAN VLAARDINGEN
et al., 2004). Assim como os valores de HCs e HCso das espécies, com limite de
confianga de 95%. Uma vez que o modelo assume uma distribuigdo log-normal
dos dados, a log-normalidade foi testada com o teste de Anderson-Darling
incluido no pacote do software ETX 2.0 (VAN VLAARDINGEN et al., 2004). A

normalidade dos dados de toxicidade foi estabelecida em p>0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram realizados testes de ecotoxicoldgicos com dois
anti-helminticos (PIR e PZT) e cinco compostos organicos (FBF, FBV, FBPP,
FBVPP e FCV) sobre invertebrados do solo (i.e., minhocas, enquitreideos,
colémbolos) e plantas (i.e., aveia, feijdo e cravina), em Solo Artificial Tropical
(SAT). O uso do SAT nesta pesquisa teve o propésito de auxiliar na comparacéo
com outros estudos, uma vez que ao testar novas espécies alternativas com
contaminantes pouco estudados, o uso de protocolos padronizados e solos
artificiais, € incentivado (DAAM et al., 2019; DE SILVA; VAN GESTEL, 2009;
NIVA et al., 2016). Uma vez que o SAT é o substrato referéncia utilizado para os
testes ecotoxicoldgicos terrestres, padronizados pelo 6rgdo da Associacdo
Brasileira de Normal Técnicas (ABNT, 2012).

Os resultados obtidos abrangem dados com os contaminantes testados,
além de testar espécies alternativas aquelas propostas pelos protocolos ISO e
ABNT, incluindo espécie de clima tropical (i.e. P. excavatus), espécies
encontradas em solos brasileiros como E. dudichi, F. candida e P. minuta (BUCH
et al., 2016; NIVA; SCHMELZ; BROWN, 2012; SCHMELZ et al., 2013) e com
carater econémico relevante de plantas ornamentais cultivadas no Brasil (i.e. D.
chinensis) (SAO JOSE et al., 2021).

O uso de espécies alternativas e 0 aumento da quantidade de organismos
para estimar os valores de toxicidade dos contaminantes, auxiliam a
compreender se as espécies padronizadas sao protetoras aos seus grupos
correspondentes (e.g. fauna do solo, plantas), e entdo permitem elaborar
diretrizes de protecdo mais especificas a regides tropicais e subtropicais (DAAM
et al., 2019; NIEMEYER; CHELINHO; SOUSA, 2017; NIVA et al., 2016; ROSA
et al., 2019).

41 ETAPA1
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A umidade do solo se manteve constante ao longo de todos os testes e a
variacdo do pH entre o inicio e o final, para todas as doses, foi igual ou inferior a
0,5 para independente do medicamento testado em relacdo aos controles. As
concentracdes utilizadas e aferidas dos testes ecotoxicoldgicos de reproducéo
dos artrépodes do solo da Etapa 1 se encontram no Apéndice A. Nele estdo
expressas as quantidades do medicamento, doses nominais, doses reais
mensuradas e porcentagem das doses reais em relacao as doses nominais dos
anti-helminticos Pamoato de Pirantel (PIR) e Praziquantel (PZT) em miligrama
(mg) por quilograma (kg) de solo seco (mg kg™).

Os testes com as espécies avaliadas foram validados conforme os seus
respectivos protocolos e/ou adaptacdes. Os ensaios com as minhocas (E. andrei
e P. excavatus) cumpriram os critérios de validacdo de acordo com as diretrizes
ISO 11268-2 (1SO, 2015). Onde, a mortalidade das adultas foi inferior a 10%,
tendo numero superior a 30 individuos juvenis em cada repeticao e o coeficiente
de variacdo ndo excedeu a 30%.

Pdde-se observar que em relagdo a sobrevivéncia da minhoca da espécie
E. andrei, independente do contaminante utilizado, ndo houve reducdo no
namero de individuos adultos (Figura 4 A, C e F). No entanto, foi observada
reducao (p < 0,05) de individuos adultos da espécie P. excavatus quando houve
interacdo dos medicamentos (PIR+PZT) na ultima dose testada (Figura 4 B).

O aumento da concentragdo dos medicamentos reduziu a capacidade de
reproducao das minhocas independente da espécie testada a partir da primeira
dose testada (Figura 4). Em um estudo sobre a toxicidade do medicamento
abamectina (também indicado como endoparasita), com minhocas da espécie P.
excavatus, esta mostrou ser mais sensivel que a espécie E. andrei (NG;
CHANABUN; PANHA, 2019). Fato este, também observado em outros estudos
com a minhoca P. excavatus sendo utilizada como espécie bioindicadora de
testes de toxicidade para cenarios tropicais, pois vem mostrando maior
sensibilidade perante as espécies Eisenia sp. padronizadas (DAAM et al., 2019;
DE SILVA; PATHIRATNE; VAN GESTEL, 2010; DE SILVA; VAN GESTEL, 2009;
GOMES et al., 2017; NG; CHANABUN; PANHA, 2019).
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Figura 4 - Sobrevivéncia (linhas) e reproducao (barras) de minhocas quando

expostas a doses crescentes dos anti-helminticos Pamoato de Pirantel (PIR),
Praziquantel (PZT) e PIR+PZT em Solo Atrtificial Tropical. Os graficos A, Ce E

indicam os resultados da espécie E. andrei e os gréficos B, D e F a espécie P.

excavatus. () desvio-padréo (n = 5). Asteriscos (*) indicam diferenca

significativa para nimero médio de juvenis e numero meédio de adultos (p <
0,05) one-way ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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Os testes com enquitreideos cumpriram os critérios de validacdo ABNT
NBR ISO 16387 (ABNT NBR ISO, 2018), para efeito de poluentes na reproducao
para os enquitreideos. Onde, para os controles, a mortalidade dos adultos no
solo ndo foi superior & 20% para E. crypticus. Para a espécie E. dudichi
utilizadas, o critério de mortalidade de adultos, n&do foi considerado, uma vez que
por ser uma espécie fragmentadora, ndo havendo a possibilidade da
identificacdo de individuos adultos clitelados, a validagéo se deu pelo critério do
namero de juvenis ser superior, por réplica e coeficiente de variacdo inferior a
50%.

Para os individuos da espécie E. crypticus, o0 aumento das doses dos anti-
helminticos mostrou efeitos negativos (p < 0,05) sobre a sobrevivéncia desses
organismos quando expostos ao Pamoato de Pirantel e o Praziquantel juntos
(Figura 5 A) e para o Pamoato de Pirantel (Figura 5 C). N&o foi observada
letalidade significativa quando testado o Praziquantel (Figura 5 E). Em relacdo a
reproducdo de E. crypticus foi observado efeito negativo (p < 0,05) a partir da
primeira dose testada, independente do anti-helmintico testado (Figura5 A, C e
E).

Os resultados na reproducdo de enquitreideos da espécie E. dudichi,
mostraram menor sensibilidade em relacdo a espécie E. crypticus, apesar da
reproducao ter sido afetada (p < 0,05) pela aplicacao dos anti-helminticos (Figura
5). Pode-se observar que na interagcdo dos medicamentos (PIR+PZT) o efeito
observado a partir da dose 4 (Figura 5 B). As variagdes na toxicidade entre as
espécies podem ser explicadas pelas diferencas em seus habitats preferenciais,
ja que algumas delas se desenvolvem em solos com caracteristicas distintas.

De acordo com Bandow; Coors; Rombke (2013), ao avaliarem a
adequacdo do enquitreideo fragmentador E. bigeminus para testes
ecotoxicoldgicos, constataram que esta espécie apresenta alta tolerancia a
fatores abidticos, pois estd adaptada as condi¢cbes ambientais de climas mais
guentes. Nao obstante, a espécie alternativa ter apresentado menor
sensibilidade aos anti-helminticos, é uma espécie fragmentadora, de facil cultivo
em laboratério e presente em solo nacional (NIVA; SCHMELZ; BROWN, 2012).
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Figura 5 - Sobrevivéncia (linhas) e reproducao (barras) de enquitreideos

guando expostos a doses crescentes dos anti-helminticos Pamoato de Pirantel
(PIR), Praziquantel (PZT) e PIR+PZT em Solo Artificial Tropical. Os graficos A,
C e E indicam os resultados da espécie E. crypticus e os graficos B,D e F a

espécie E. dudichi. (1) desvio-padréo (n = 5). Asteriscos (*) indicam diferenca

significativa para nimero médio de juvenis e numero meédio de adultos (p <
0,05) one-way ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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Os testes com colémbolos das espécie F. candida e P. minuta atenderam
0s critérios da normativa ISO 11267-2 (ISO, 2014). A mortalidade dos adultos foi
inferior a 20%, o numero de juvenis superior a 100 individuos para cada repeticao
e o coeficiente de variagdo inferior a 30% nos controles.

Os resultados com colémbolos mostraram diferentes niveis de toxicidade
letal em relacdo ao medicamento e a espécie e estdo apresentados na Figura 6.
A espécie F. candida apresentou letalidade apenas na interacdo dos anti-
helminticos PIR+PZT (Figura 6 A). A espécie P. minuta mostrou maior letalidade
(p < 0,05) quando exposta ao anti-helmintico PZT, a partir da dose 4 (Figura 6
F). Em relacéo a interacdo PIR+PZT, a espécie P. minuta apresentou reducéo
significativa (p < 0,05) de individuos apenas na dose 16 (Figura 6 B).

O aumento das doses dos anti-helminticos afetou significativamente (p <
0,05) a reproducdo de dos colémbolos independente da espécie testada. Os
resultados com a espécie F. candida observados, mostraram que a presenca do
PIR reduziu o nimero de individuos juvenis a partir da primeira dose testada
(Figura 6 C), assim como o PIR+PZT (Figura 6 A). Quando exposta ao PZT, o
namero de individuos juvenis diminuiu a partir da dose 2, em relacéo ao controle
(Figura 6 E).

Em relacéo as espécies, a F. candida apresentou maior sensibilidade aos
medicamentos, exceto o ECio do PZT (Tabela 8). Buch et al., (2016) coletaram
amostras de solo brasileiro (em uma floresta do Rio de Janeiro) e encontraram
as espécies P. minuta (presente em 68% das amostras) e F. candida (em 2%
das amostras) e tiveram sucesso em manter e criar as culturas em laboratorio.
Ao comparar a sensibilidade e desempenho das espécies para estudos
ecotoxicolégicos com colémbolos em solos tropicais, foi observada sensibilidade
maior para a espécie F. candida (BUCH et al.,, 2016). Embora tenha sido
encontrada em menor quantidade (2%), estudos com medicamentos veterinarios
apontam a espécie F. candida como uma boa espécie bioindicadora para testes
ecotoxicoldgicos, pois apresenta alta sensibilidade aos medicamentos (KOLAR
et al., 2008; ZORTEA et al., 2017, 2018).
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Figura 6 - Sobrevivéncia (linhas) e reproducéao (barras) de colémbolos quando

expostos a doses crescentes dos anti-helminticos Pamoato de Pirantel (PIR),
Praziquantel (PZT) e PIR+PZT em Solo Atrtificial Tropical. Os graficos A, Ce E

indicam os resultados da espécie F. candida e os graficos B, D e F a espécie P.

minuta. (1) desvio-padréo (n = 5). Asteriscos (*) indicam diferenca significativa

para nimero médio de juvenis e niumero médio de adultos (p < 0,05) one-way
ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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Os resultados obtidos com plantas apresentaram diferentes niveis de
toxicidade sobre as espécies testadas. Em relagcdo aos medicamentos presentes
no solo, o PZT apresentou maior inibicdo no crescimento de raiz e na diferenca
de biomassa (em relagcé&o plantas do controle) da A. sativa em comparagao ao
PIR e a interagéo deles a partir da dose 1 (Figura 7). Foi observada inibicdo no
crescimento de raiz da A. sativa a partir da dose 8 tanto no solo contaminado
com PIR (Figura 7 D) quanto no solo contaminado com PIR+PZT (Figura 7 B).

Assim como a presenga dos medicamentos no solo n&o afetou
significativamente (p > 0,05) a germinagdo do P. vulgaris ap6s 7 dias,
independente do anti-helmintico (Figura 8 A, C e E). Porém, o desenvolvimento
do P. vulgaris ao final de 21 dias, apresentou diferenca significativa (p < 0,05) na
biomassa e no comprimento das raizes em relacao as plantas do controle (Figura
8).

O efeito crénico foi observado a partir da dose 1 na biomassa (Figura 8 C)
qguando exposta ao PIR e, na dose 4 houve a inibicdo do crescimento de raiz
(Figura 8 D). O solo contaminado com o PZT, os efeitos toxicos cronicos foram
observados na primeira dose testada (dose 0,5) tanto na biomassa (Figura 8 E)
guanto no crescimento de raiz (Figura 8 F). A toxicidade na biomassa de P.
vulgaris foi observada a partir da dose 4 (Figura 8 A). Na dose 1 nao foi
observado efeito significativo (p > 0,05) na inibicdo do crescimento de raiz
(Figura 8 B).

No entanto, a exposicdo de D. chinensis ao solo contaminado com
medicamentos, causou efeito toxico significativo (p < 0,05) na germinagéo e no
crescimento das raizes em todos os testes (Figura 9). O solo contaminado com
PIR apresentou toxicidade aguda aos 7 dias, a partir da dose 4 (Figura 9, C) e
toxicidade cronica aos 21 dias a partir da dose 1 (Figura 9 D). O D. chinensis
exposto ao solo contaminado com PZT, apresentou toxicidade aguda a partir da
dose 8 (Figura 9 E) e toxicidade cronica a partir da primeira dose testada, 0,5
(Figura 9 F). os resultados obtidos com a interacdo dos medicamentos PIR+PZT
apresentou toxicidade aguda a partir da dose 1 (Figura 9 A) e, toxicidade crbnica
a partir da dose 4 (Figura 9 B).
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Figura 7 - Germinacgéo (linhas) e, biomassa e crescimento de raiz (barras) de

Avena sativa quando expostas a doses crescentes dos anti-helminticos

Pamoato de Pirantel (PIR), Praziquantel (PZT) e PIR+PZT em Solo Artificial

Tropical. Os graficos A, C e E indicam os resultados de germinacéo e biomassa

e os graficos B, D e F a inibi¢éo do crescimento de raiz. (1) desvio-padréo (n =

4). Asteriscos (*) indicam diferenca significativa para nimero médio da

diferenca da biomassa e comprimento de raiz (p < 0,05) one-way ANOVA

seguido de teste de Dunnett.
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Figura 8 - Germinacéo (linhas) e, biomassa e crescimento de raiz (barras) de

Phaseolus vulgaris quando expostas a doses crescentes dos anti-helminticos
Pamoato de Pirantel (PIR), Praziquantel (PZT) e PIR+PZT em Solo Artificial
Tropical. Os graficos A, C e E indicam os resultados de germinacéo e biomassa

e os graficos B, D e F a inibicdo do crescimento de raiz. (1) desvio-padréo (n =

4). Asteriscos (*) indicam diferenca significativa para nimero médio da

diferenca da biomassa e comprimento de raiz (p < 0,05) one-way ANOVA
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Figura 9 — Numero de plantas germinadas (Germinacéo, linhas) e crescimento

de raiz (barras) de Dhiantus chinensis quando expostas a doses crescentes

dos anti-helminticos Pamoato de Pirantel (PIR), Praziquantel (PZT) e PIR+PZT

em Solo Artificial Tropical. Os graficos A, C e E indicam os resultados de
germinacgédo e biomassa e os gréaficos B, D e F a inibigdo do crescimento de
raiz. () desvio-padréo (n = 4). Asteriscos (*) indicam diferenca significativa

para nimero médio da diferenca do nimero de plantas germinadas e

comprimento de raiz (p < 0,05) one-way ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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A fitotoxicidade potencial de medicamentos veterinarios € pouco
estudada, embora esse conhecimento auxilie a prever seu impacto na
biodiversidade e a melhorar as estratégias de fitorremediacdo (OROBETS et al.,
2019). E importante investigar mais detalhadamente os efeitos a longo prazo dos
medicamentos veterinarios e seus metabolitos, bem como o comportamento de
misturas de outras substancias quimicas nos ecossistemas, para obter
informacBes mais completas sobre o impacto dos medicamentos no meio
ambiente (HORVAT, A.J.M. et al., 2012a; MUTAVDZIC PAVLOVIC et al., 2022;
NAVRATILOVA et al., 2020).

Marsik; Podlipna; Vanek, (2017) realizara um estudo com intuito de
verificar o potencial de fitorremediacdo do PZT com a planta Phragmites
australis, relatando que ap6s 21 dias de exposicdo em um meio aquoso com 20
mg mL? de PZT, a planta ndo apresentou sinais de toxicidades (i.e., como
clorose inibicdo no crescimento). Além disso, relataram que 90% do
medicamento foi extraido pela planta do meio aquoso e foi aferida a presenca do
medicamento na raiz, no caule e nas folhas apresentado valores muito similares
em toda planta (MARSIK; PODLIPNA; VANEK, 2017).

Diferente do que foi observado neste estudo, onde dentre os
medicamentos testados, o PZT apresentou maior inibicdo no crescimento de raiz
e na diferenca de biomassa da A. sativa (Figura 7), P. vulgaris (Figura 8), assim
como D. chinensis (Figura 9). Vale ressaltar que embora o PZT tenha sido usado
rotineiramente desde a década de 70, 0 seu mecanismo de acao preciso ainda
néo foi identificado (ARAGON et al., 2009; FUKUSHIGE et al., 2021; KOHLER,
2001; THOMAS; TIMSON, 2018).

Como o esperado, os resultados de toxicidade cronica se mostraram mais
sensiveis em relacdo aos ensaios agudos. Esses ensaios sdo mais relevantes
pois permitem predizer impactos sobre os ecossistemas do solo, mostrando
perdas de fun¢des bioldgicas como inibicdo do crescimento e diminui¢cdo da taxa
de reproducéo, afetando a dindmica populacional dos organismos do solo ao
longo do tempo (DAAM et al., 2019; NIVA et al., 2016; ROSA et al., 2019).

Os valores de concentracéo efetiva (EC10 e ECso0) foram calculados a partir
dos resultados de reproducdo estimados para as espécies das oligoquetas,

colémbolos e do comprimento de raiz para as plantas. Esses, quando expostos
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ao Solo Artificial Tropical contaminado com doses crescentes dos anti-
helminticos Pamoato de Pirantel (PIR), Praziquantel (PZT) e a interacdo deles

(PIR+PZT) apresentados nas tabelas a seguir (Tabela 8 e Tabela 9).

Tabela 8 - Valores de concentracao efetiva EC1o (concentracéo efetiva que
causou reducédo em 10% na reproducao de espécies de oligoquetas,
colémbolos e de comprimento de raiz para as plantas), quando expostas a solo
artificial contaminado com doses crescentes dos anti-helminticos Pamoato de
Pirantel (PIR), Praziquantel (PZT) e a interacéo deles (PIR+PZT). Valores

expressos em mg de ingrediente ativo por quilograma de solo seco (mg kg™).

PIR+PZT PIR PZT
Organismo ECi0 mg kg™
E. andrei 70,0 (50,0-85,0) 21,7 (11,6-30,4) 9,6 (6,1-13,6)
P. excavatus 20,0 (2,0-40,0) 4,3(0,1-8,7) 12,1 (9,1-14,6)
E. crypticus 935,0 (745,0-1135,0) 7,1 (3,5-10,7) 1,0 (0,9-2,9)
E. dudichi 540,0 (330,0-1480,0) 143,6 (1,9-484,3) 120,2 (34,8-205,0)
F. candida 260,0 (150,0-370,0) 26,1 (17,4-36,2) 168,2 (96,5-239,9)
P. minuta 435,0 (270,0-605,0) 580,0 (66,7-971,5) 60,6 (1,0-123,2)
Avena sativa 1690,0 (245,0- 539,4 (47,8-1031,0) 25,2 (13,1-37,4)
3135,0)
. 2510,0 (680,0-
P. vulgaris 4340.0) 39,2 (27,5-107,3) 15,6 (8,6-22,7)
D. chinensis 815,0 (145,0-1485,0) 91,3 (47,8-134,8) 27,8 (12,1-43,9)

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

No presente estudo, os resultados de toxicidade crbnica para as espécies
alternativas mostraram que de modo geral, a interacdo dos anti-helminticos
(PIR+PZT) foram mais sensiveis do que as espécies padronizadas (Tabela 8 e
Tabela 9). Contudo, o uso de espécies 0 uso de espécies tropicais e alternativas
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para testes ecotoxicoldogicos com medicamentos veterinarios em regides
tropicais deve ser incentivado (BANDEIRA et al.,, 2021; BANDOW; COORS;
ROMBKE, 2013; NG; CHANABUN; PANHA, 2019).

Tabela 9 - Valores de concentracao efetiva ECso (concentragéo efetiva que

causou reducédo em 50% na reproducao de espécies de oligoquetas,

colémbolos e de comprimento de raiz para as plantas), quando expostas a solo

artificial contaminado com doses crescentes dos anti-helminticos Pamoato de

Pirantel (PIR), Praziquantel (PZT) e a interacao deles (PIR+PZT). Valores

expressos em mg de ingrediente ativo por quilograma de solo seco (mg kg™).

PIR+PZT PIR PZT
Organismo ECso mg kg
E. andrei 440,0 (385,0-490,0) 71,1 (47,8-94,2) 42,9 (36,4-49,9)

P. excavatus

E. crypticus

E. dudichi

F. candida

P. minuta

Avena sativa

P. vulgaris

D. chinensis

140,0 (85,0-195,0)

2190,0 (2040,0-2340,0)

6045,0 (2705,0-9385,0)

610,0 (385,0-830,0)

740,0 (490,0-990,0)

3205,0 (2120,0-4290,0)

5095,0 (2245,0-7950,0)

1775,0 (970,0-2580,0)

55,1 (36,2-75,4)

533,6 (450,9-617,7)

3166,8 (893,2-7226,8)

66,7 (47,8-87,0)

1435,5 (841,0-2030,0)

1206,4 (804,7-1464,5)

323,6 (146,4-388,6)

281,3 (174,0-388,6)

28,8 (26,3- 31,3)

236,8 (107,1-367,1)

201,5 (163,1-239,4)

326,7 (221,7-431,4)

385,8 (228,8-542,4)

76,8 (55,6-97,5)

36,4 (22,7-49,5)

78,3 (39,4-116,6)

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Assim como encontrado por Goodenough; Webb; Yardley, (2019) os

resultados obtidos para os medicamentos PIR e PZT demonstram uma

toxicidade espécie especifica. Os medicamentos possuem uma caracteristica

anica, que é a sua capacidade de se ligar especificamente a alvos biolégicos e

causar uma resposta especifica no organismo (MEQUANENT, 2022).
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Quando os farmacos sao liberados no ambiente, seja na sua forma
original ou alterada, eles podem afetar diferentes organismos e compartimentos
ambientais (HORVAT, et al., 2012; KAR; ROY; LESZCZYNSKI, 2018). Por essa
razdo, é importante realizar monitoramento e avaliagdo dos potenciais efeitos
dos farmacos no meio ambiente, para compreender as implicacdes da sua
presenca e tomar medidas apropriadas para mitiga-los (ARION et al., 2018;
MUTAVDZIC PAVLOVIC et al., 2022).

No presente estudo foram observados efeitos toxicos agudos e cronicos
em invertebrados do solo e plantas, na presenca dos medicamentos PIR, PZT e
a interacdo deles (PIR+PZT). No entanto, poucos foram os estudos que aferiram
a toxicidade com outros organismos e estas moléculas (GOODENOUGH;
WEBB; YARDLEY, 2019; HEMPEL et al., 2006; MARSIK; PODLIPNA; VANEK,
2017; RYU et al.,, 2018). Embora algumas espécies ou grupos taxondémicos
possam ser redundantes em termos de suporte a servicos ecossistémicos
(ALEXANDRE et al., 2022; KRAFT et al., 2020, 2022; NIEDERAUER POMPEO
et al., 2016; POMPEO et al., 2017), é fundamental compreender os efeitos
ecotoxicologicos dos compostos, neste caso PIR e PZT, em um amplo conjunto
de espécies ou grupos, que possuem diferentes sensibilidades e exposi¢des.

Dessa forma a SSD é uma ferramenta que utiliza uma distribuicdo
probabilistica baseada em conjuntos de dados de toxicidade obtidos a partir de
testes laboratoriais com varias espécies, e permite quantificar os riscos
ecolégicos dos poluentes do ponto de vista do ecossistema, reduzindo a
incerteza associada as diferencas especificas das espécies nas respostas a
toxicidade e na estimativa de perigo (BELANGER et al., 2017; DEL SIGNORE et
al., 2016; FRAMPTON et al., 2006; VAN STRAALEN, 2002). Nesse sentido, as
SSD e os valores de Concentracdo de Perigo (HC), auxiliam para se obter uma
resposta que auxilie a tomada de deciséao.

A Figura 10 apresenta as SSDs para o grupo de invertebrados do solo e
plantas expostas ao SAT contaminados com os anti-helminticos PIR, PZT e a
interacdo deles (PIR+PZT) desse estudo. E a Tabela 10 fornece os valores das
HC obtidos a partir dos resultados das concentracdes efetivas de ECio (Figura
10 A, C e E) e ECsxo (Figura 10 B, D e F) de cada espécie testada.
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Figura 10 - Curvas de Distribuicdo da Sensibilidade de Espécies para os anti-

helminticos Pamoato de Pirantel (PIR), Praziquantel (PZT) e a interacao deles

(PIR+PZT) em um Solo Atrtificial Tropical com base nos valores de EC

(concentracao efetiva que causou reducao em 10% ou 50% na reproducéo de

espécies de oligoquetas, colémbolos e de comprimento de raiz para as plantas)

para diferentes espécies de invertebrados do solo e plantas. O tracejado

representa o HCs: a concentragéo de perigo para 5% (eixo y=0,05) das

espécies avaliadas e HCso: a concentracdo de perigo para 50% (eixo y=0,5)

das espécies avaliadas. Valores expressos em mg de ingrediente ativo por

quilograma de solo seco (mg kg).
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Tabela 10 - Concentragcbes de perigo (HC, com respectivos intervalos de
confianga de 95%) expressas em mg kg de ingrediente ativo no solo seco para
um nivel de protecéo de 95% e 50% com base nos valores de EC1o0 (HCs e HCso)
e ECso (HCs e HCso) estimados através das curvas de Distribuicdo de
Sensibilidade de Espécies (SSD) geradas a partir diferentes espécies de

invertebrados do solo e plantas.

PIR+PZT PIR PZT
ECio
HCs 29 (3,5-88) 2,9 (0,29-8,7) 1,62 (0,202-4,9)
HCso 405 (155-1050) 52,2 (17,4-152,25) 22,73 (8,59-58,58)
ECso
HCs 155 (30-380) 27,55 (4,35-81,2) 22,72 (5,05-39,39)
HCso 1300 (600-2815) 346,55 (139,2-864,2) 105,55 (57,06-194,93)

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

De modo geral, a espécie que foi mais sensivel dentre as curvas geradas
neste estudo, foi a P. excavatus (Figura 10 A, B, C, D e F) e a menos sensivel
oscilou entre as espécies P. vulgaris e E. dudichi com a interacdo dos
medicamentos PIR+PZT (Figura 10 A e B); P. minuta e E. dudichi para PIR
(Figura 10 C e D); e F. candida e P. minuta para PZT (Figura 10 E e F). De modo
que responde a primeira hip6tese levantada deste trabalho. Vale ressaltar que,
(até onde se tem conhecimento) no Brasil ha apenas um trabalho publicado em
revista cientifica, que apresenta as SSDs com invertebrados do solo, onde foi
estudado o inseticida clotianidina que é utilizado no tratamento de sementes e
age como inseticida (BANDEIRA et al., 2021).

Neste estudo dos dados obtidos com o PIR, indicam que o HC5ec1o é 2,9
(0,29 - 8,7) mg kg de solo (Tabela 10), foi suficientemente protetivo para todas
as espécies testadas quando comparado com os ECio (Tabela 8)
individualmente de cada espécie. Porém, quando usado HC50ec10 52,2 (17,4 -
152,25) mg kg de solo (Tabela 10), comparado com ECso (Tabela 8), ele nédo

foi protetivo para cinco das espécies testadas. Goodenough; Webb; Yardley
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(2019), estimaram duas possiveis concentracdes realistas da presenca de
pirantel no solo, sendo 79,48 e 397,4 mg kg de solo. Esta seria a forma mais
restritiva, porém pode ser incompativel com a realidade.

Sendo assim, ao observar os valores de HCs provindos dos ECso, 0 valor
de HC5ecso obtido foi 27,55 (4,35 - 81,2) mg kg de solo (Tabela 10), quando
comparado com os ECso individuais das espécies testadas (Tabela 9), foi
passivel de proteger todas as espécies. Se comparado com os ECio néo
protegeu quatro espécies (Tabela 8), isto €, 0 HC5ecso foi mais protetivo que
HC50€ec10 (Tabela 10).

Também foram estimados por Goodenough; Webb; Yardley (2019), dois
valores de concentragdo de PZT no solo, sendo 2,29 e 11,49 mg kg de solo. O
valor obtido de HC5ec1o0 é 1,62 (0,2 - 4,9) mg kg™ de solo néo foi suficientemente
protetivo (comparado com os ECio individualmente de cada espécie) apenas
para E. crypticus (EC10=0,95 mg kg de solo). Porém, quando usado HC50&ec1o0
(Tabela 10), comparado com ECso (Tabela 9), ele foi protetivo para todas as
espécies. Assim como o HC5ecso (Tabela 10), pois a diferenca entres os valores
de HCs obtidos foi de 0,01. No entanto, neste caso os valores de HC5ecio e
HC50ecio0 (22,73 e 22,72 mg kg' de solo, respectivamente) foram
aproximadamente o dobro do maior valor estimado estar presente no solo
(GOODENOUGH; WEBB; YARDLEY, 2019).

Os HCs obtidos a partir dos dados de PIR+PZT mostram que o0 HC5ecio
é 29 (3,5 - 88 mg kg de solo) ndo foi suficientemente protetivo apenas para a
espécie P. excavatus (EC10=0,95 mg kg de solo) ao comparar com o ECio
individualmente de cada espécie. Ja4 0 HC50ec1o0 teve um valor menor do que o
HC5ecso0. Diante disso, por ndo haver um critério especifico para SSDs e HCs,
poderia ser sugerido o uso do HC5eso para o PIR e o HC5e10 para o PZT, dessa
forma seriam valores intermediarios e passivel de estar mais préximo dos valores
gue possam ser encontrados no ambiente protegendo a fauna e flora edafica.

Pdde ser observado que dentre a ordem das espécies mais sensiveis para
0os mesmos medicamentos, foram diferentes dependendo do parametro de
avaliacdo utilizado, isto é, qual EC foi levado em consideracéo. Esta questéo é
recorrente em diversos artigos e sao variados os critérios para escolha do

parametro de avaliacdo na construcdo das SSDs. Isto €, LCso para dados de
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toxicidade aguda, ECio para dados cronicos, entre outros (BANDEIRA et al.,
2021; BELANGER et al., 2017; DEL SIGNORE et al., 2016; PRINCZ et al., 2017).

Percebe-se a falta de requisitos regulatorios como: conjunto minimo de
dados (numero de espécies na curva), tipo de solo, parametro escolhido para a
construgcdo das SSDs, uso de dados j& existentes, entre outros (SANNI et al.,
2017). Com base em comparacdes entre parametros escolhidos derivados de
experimentos de semicampo e SSDs baseados experimentos de laboratério, os
valores de HCs seriam mais apropriados e entdo fortaleceria o uso da
abordagem SSDs na avaliagéo de risco (DEL SIGNORE et al., 2016). Tal fato foi
constatado por Carniel (2019) em sua tese, na qual demonstrada que os valores
de HCs sdo uma ferramenta passivel de ser utilizada como uma etapa
intermediaria na avaliacdo de risco ambiental, em que os ensaios de laboratorio
puderam predizer os riscos das etapas seguintes.

A dificuldade e incerteza de estimar/propor valores vai de encontro com a
falta de dados de ecotoxicidade de diferentes espécies. Grande parte disso é por
falta de um banco de dados devidamente documentado, o que pode-se afirmar
ser a necessidade do momento para 0s ambientalistas (KAR; ROY;
LESZCZYNSKI, 2018).

E importante salientar que as propriedades e caracteristicas de cada tipo
de solo, influenciam na disponibilidade dos medicamentos, e quando estéo
biodisponiveis, influenciam na toxicidade dos contaminantes a fauna e flora
presente no solo (BARTIKOVA; PODLIPNA; SKALOVA, 2016; HAVLIKOVA;
SATINSKY; SOLICH, 2016; MUTAVDZIC PAVLOVIC et al., 2022; 2022) sendo
necessario avancar os estudos em solos naturais, para assim, determinar o

potencial de toxicidade desses compostos ao meio ambiente.

4.2 ETAPA?2

A umidade do solo se manteve constante ao longo de todos os testes. A
variacao do pH entre o inicio e o final, para todas as doses, foi igual ou inferior a

0,5 para independente do composto organico oriundo de fezes de cées testado,



82

em relagdo aos controles. Os testes com as espécies avaliadas foram validados
conforme 0s seus respectivos protocolos e/ou adaptacdes.

Porém os testes realizados com as espécies E. andrei e P. excavatus
foram validados pela ISO 11268 — 2 no critério de numero de individuos adultos
aos 28 dias (ISO, 2015), onde, a mortalidade das adultas foi inferior a 10%.
Entretanto, o critério de se obter um namero superior a 30 individuos juvenis em
cada repeticdo dos controles ao final dos 56 dias nao foi atendido. Desta forma,
optou-se por avaliar a biomassa aos 28 dias, com o proposito de se obter um
parametro de avaliagédo de toxicidade cronica. Lowe & Butt (2007) apontaram em
sua revisao sobre minhocas em estudos ecotoxicologicos crénicos, encorajam a
adocdo de outros protocolos experimentais padrdo de determinacdo de
biomassa.

Apesar de poucas pesquisas, ha uma preocupacao sobre os efeitos da
aplicacdo de medicamentos veterinarios aos animais (RODRIGUEZ; IGLESIAS;
DE LA TORRE, 2022), motivos como o retardo na degradacdo das fezes no
ambiente e/ou impacto nos organismos do solo (KOOLS et al., 2008; MACCARI
etal., 2016a; ROMBKE; DUIS, 2018; SEGAT et al., 2015a; ZORTEA et al., 2017,
2018). Somado a magnitude dos efeitos dos medicamentos veterinarios no
ambiente, ao passar pelo metabolismo do animal, os efeitos das moléculas
podem mudar apés a excre¢do nas fezes (ZORTEA, 2017). Os efeitos dos
medicamentos PIR+PZT presentes nas fezes de caes da raca Beagle (apos a
passagem pelo metabolismo animal), com ou sem efeito do processo de
vermicompostagem, mostraram toxicidades diferentes as espécies testadas,
variando o grau de toxicidade entre espécies padronizadas e ndo padronizadas.

A segunda hipétese desse estudo pressupunha que a presenca do
PIR+PZT nos compostos organicos oriundos de fezes de caes da raca Beagle
aplicado no solo testado afetaria negativamente os organismos testados. No
presente estudo, a exposi¢cdo dos invertebrados do solo (5 espécies) e plantas
(3 espécies) aos compostos organicos oriundos de fezes de Beagle na
presencia/auséncia do PIR+PTZ em SAT, ndo apresentou efeitos negativos
significativos apenas para as minhocas (Figura 11 E, F, G e H) confirmando

parcialmente a segunda hipotese.
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Nos testes com o0s quatro compostos organicos oriundo de fezes de caes
da raca Beagle, as minhocas da espécie E. andrei ndo apresentaram efeito letal
e variacao na diferenca da biomassa significativos (p > 0,05) em relacdo ao
controle (Figura 1l A, C, E e G). Os resultados para a espécie P. excavatus para
a taxa de letalidade das minhocas né&o variou significativamente (p > 0,05) para
nenhum dos compostos organicos testados (Figura 11 B, D, F e H). No entanto,
foi observada diferenca significativa (p > 0,05) na diferenca da biomassa quando
exposta ao composto de fezes de Beagle vermicompostada, a partir da dose 16
(Figura 11 D).

No entanto, o parametro de avaliacdo utilizado como resposta, foi a
diferenca da biomassa dos organismos e ndo o namero de juvenis gerados.
Conforme descrito por Lowe & Butt (2007), apesar de que as minhocas sejam
distribuidas de maneira uniforme entre os tratamentos em relacdo a massa, a
massa individual tem um impacto significativo nos resultados. Ha uma tendencia
onde as minhocas com menor massa apresentem um aumento na biomassa,
enquanto aquelas com maior massa nao sofram alteracdes ou diminuam
(LOWE; BUTT, 2007). Neste estudo, foi observada diferenga na biomassa
apenas para a espécie P. excavatus na presenca do vermicomposto de fezes de
Beagle (FBV) a partir da dose 16 (Figura 11 D).

Nos testes com enquitreideos da espécie E. crypticus em relacdo a
letalidade ndo houve efeito significativo (p > 0,05) diante da exposicdo aos
compostos organicos oriundos das fezes de cées da raga Beagle (Figura 12 A,
C, E e G). Em relacao a reproducéo de E. crypticus, ndo foi observado efeito
significativo (p > 0,05) ao aumento das doses dos compostos organicos oriundos
de fezes caninas apenas quando expostos as Fezes de Beagle Fresca com
PIR+PZT (Figura 12 E). A espécie E. dudichi apresentou efeito significativo (p <
0,05) em relacdo a reprodugdo quando exposta aos compostos organicos
vermicompostado, seja na presenca dos anti-helminticos (Figura 12 D) ou na

auséncia deles (Figura 12 H) na maior dose testada.



Figura 11 - Sobrevivéncia (linhas) e diferenca da biomassa (barras) de

minhocas quando expostas a doses crescentes de compostos organicos:
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Fezes de Beagle Fresca; Fezes de Beagle Vermicompostada; Fezes de Beagle

Fresca de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel; Fezes de

Beagle Vermicompostada de animais tratados com Pamoato de

Pirantel+Praziquantel (PIR+PZT); em Solo Atrtificial Tropical. Os graficos A, C,

E e G indicam os resultados da espécie E. andrei e os graficos B, D, Fe H a

espécie P. excavatus. Valores expressos em gramas de composto organico por

quilograma de solo seco (g kg?). (1) desvio-padréo (n = 4). Asteriscos (*)

indicam diferenca significativa para média na diferenca da biomassa de adultos

(p < 0,05) one-way ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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Diferentemente dos resultados obtidos com F. candida, onde o processo
de vermicompostagem (quando observada apenas o efeito das doses testadas),
contribuiu para reduzir os efeitos dos compostos organicos oriundos de fezes de
Beagle (Figura 13). Efeito este também observado em outros estudos onde
foram compararam os efeitos dos processos da compostagem e nao
estabilizacdo dos compostos organicos sobre F. candida, resultando menores
efeitos toxicos em residuos compostados (DOMENE et al., 2008; MACCARI,
2018; RENAUD et al., 2017).

Os resultados obtidos com os colémbolos da espécie Folsomia candida,
ao serem expostos aos compostos organicos oriundos de fezes de Beagle,
revelaram diferentes toxicidade (p < 0,05). No solo contaminado com Fezes de
Beagle Fresca, apresentou reducédo (p < 0,05) na letalidade nas doses 16 e 32
de Fezes de Beagle Fresca (Figura 13 A).

Sobre a reproducgéo dos colémbolos, a reducéo significativa (p < 0,05) foi
observada a partir da primeira dose testada com as Fezes de Beagle Fresca
(Figura 13 A). Por outro lado, quando expostos a doses crescentes de Fezes de
Beagle Fresca de animais tratados com PIR+PZT, néo foi observado reducao
significativa (p > 0,05) em relacdo a letalidade (Figura 13 B). Porém, foi
observada reducéo significativa (p < 0,05) na reproduc¢éo dos colémbolos a partir
da primeira dose testada 0,5 de Fezes de Beagle Fresca de animais tratados
com PIR+PZT (Figura 13 B).

Quando expostos ao solo contaminado com vermicomposto oriundo de
fezes de Beagle, ndo foi observado diferenca significativa sobre a letalidade (p >
0,05), no entanto houve reducdao significativa (p < 0,05) em relagéao a reproducéo
a partir da segunda dose testada (Figura 13 C). Em relacdo a exposi¢ao ao
composto organico com fezes de Beagle vermicompostada de animais tratados
com PIR+PZT, os colémbolos apresentaram reducao significativa (p < 0,05) na
letalidade a partir da dose 8 e a reproducéo a partir da dose 4 (Figura 13 D).
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Figura 12 - Sobrevivéncia (linhas) e reproducéo (barras) de enquitreideos
guando expostos a doses crescentes de compostos organicos: Fezes de
Beagle Fresca; Fezes de Beagle Vermicompostada; Fezes de Beagle Fresca
de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel; Fezes de Beagle
Vermicompostada de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel;
em Solo Artificial Tropical. Os graficos A, C, E e G indicam os resultados da
espécie E. crypticus e os gréficos B, D, F e H a espécie E. dudichi. Valores
expressos em gramas de composto organico por quilograma de solo seco (g
kg™?). (1) desvio-padréo (n = 4). Asteriscos (*) indicam diferenca significativa

para numero médio de juvenis (p < 0,05) one-way ANOVA seguido de teste de
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Figura 13 - Sobrevivéncia (linhas) e reproducao (barras) de colémbolos da
espécie F. candida quando expostos a doses crescentes de compostos
organicos: Fezes de Beagle Fresca (A); Fezes de Beagle Vermicompostada
(C); Fezes de Beagle Fresca de animais tratados com Pamoato de
Pirantel+Praziquantel (B); Fezes de Beagle Vermicompostada de animais
tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel (D); em Solo Artificial Tropical.
Valores expressos em gramas de composto organico por quilograma de solo
seco (g kg?). (1) desvio-padrédo (n = 4). Asteriscos (*) indicam diferenga
significativa para numero médio de juvenis e nimero médio de adultos (p <

0,05) one-way ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

No presente estudo pode-se observar que o composto organico oriundo
de Fezes de Beagle vermicompostada com PIR+PZT afetou o crescimento de
raiz das trés espécies de plantas a partir da primeira dose testada (A. sativa

Figura 14 H; P. vulgaris Figura 15 H; D. chinensis Figura 16 H). Em relacéo aos
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valores dos ECs encontrados para os compostos organicos, apenas foi possivel
determinar todos os valores de ECso da espécie A. sativa (Tabela 11). Dentre
eles pode ser observado que a presenca do PIR+PZT nos compostos organicos
apresentaram os menores valores (Tabela 11).

A germinagédo da A. sativa apoés 7 dias e a biomassa (massa seca) aos 21
dias, ndo foram afetadas significativamente (p > 0,05) pela presenca dos
diferentes compostos organicos no solo (Figura 14 A, C, E e G). No entanto, em
relacdo comprimento de raiz ao final de 21 dias, houve diferenga significativa (p
< 0,05) em relacgéo as plantas do controle (Figura 14 B, D, F e H). O crescimento
de raiz de A. sativa quando exposta as Fezes de Beagle Fresca, apresentou
toxicidade apenas na Uultima dose (Figura 14 B). Quando exposta ao solo
contaminado com vermicomposto de fezes de Beagle, apresentou toxicidade a
partir da dose 16 (Figura 14, D). A exposicido das fezes de Beagle frescas
tratados com os anti-helminticos inibiu o crescimento das raizes a partir da dose
8 (Figura 14 F). Na presenca do vermicomposto oriundo de Beagle tratados com
PIR+PZT, apresentou toxicidade ao crescimento de raiz de A. sativa a partir da
primeira dose testada (Figura 14 H).

A germinacao da P. vulgaris apds 7 dias nao foi afetada significativamente
(p > 0,05) pela presenca dos diferentes compostos organicos no solo (Figura 15
A, C, E e G). Quando avaliada a biomassa (massa seca) aos 21 dias, foram
observadas diferencas significativas (p < 0,05) apenas nas fezes de Beagle
tratadas com PIR+PZT (Figura 15 A e E). Em relacdo ao crescimento de raiz de
P. vulgaris quando exposta as Fezes de Beagle Fresca, foi observada diferenca
significativa (p < 0,05) a partir da dose de 8. Quando exposta ao solo
contaminado com vermicomposto de fezes de Beagle, apresentou toxicidade a
partir da dose 16 (Figura 14 D). A exposicao as fezes frescas de Beagle tratados
com os anti-helminticos inibiu o crescimento das raizes apenas na dose 8 (Figura
14 F). Na presenca do vermicomposto oriundo de Beagles tratados com
PIR+PZT, apresentou toxicidade ao crescimento de raiz de P. vulgaris, a partir
da primeira dose testada (Figura 14 H).
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Figura 14 - Germinagéo (linhas) e, biomassa e crescimento de raiz (barras) de

Avena sativa quando expostas a doses crescentes de compostos organicos:

Fezes de Beagle Fresca; Fezes de Beagle Vermicompostada; Fezes de Beagle

Fresca de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel; Fezes de

Beagle Vermicompostada de animais tratados com Pamoato de

Pirantel+Praziquantel; em Solo Artificial Tropical. Os gréficos A, C,Ee G

indicam os resultados de germinacéo e biomassa e os graficos B, D, Fe H a

inibicdo do crescimento de raiz. Valores expressos em gramas de composto

organico por quilograma de solo seco (g kg?). (1) desvio-padrdo (n = 4).

Asteriscos (*) indicam diferenca significativa para nimero médio do

comprimento de raiz (p < 0,05) one-way ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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Figura 15 - Germinagéo (linhas) e, biomassa e crescimento de raiz (barras) de
P. vulgaris quando expostas a doses crescentes de compostos organicos:
Fezes de Beagle Fresca; Fezes de Beagle Vermicompostada; Fezes de Beagle
Fresca de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel; Fezes de
Beagle Vermicompostada de animais tratados com Pamoato de
Pirantel+Praziquantel; em Solo Artificial Tropical. Os gréficos A, C,Ee G
indicam os resultados de germinacéo e biomassa e os graficos B, D, Fe H a
inibicdo do crescimento de raiz. Valores expressos em gramas de composto
organico por quilograma de solo seco (g kg?). (1) desvio-padrdo (n = 4).
Asteriscos (*) indicam diferenca significativa para numero meédio da diferenca
da biomassa e comprimento de raiz (p < 0,05) one-way ANOVA seguido de

teste de Dunnett.
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Figura 16 - Germinagao (linhas) e crescimento de raiz (barras) de D. chinensis
guando expostas a doses crescentes tipos de materiais organicos: Fezes de
Beagle Fresca; Fezes de Beagle Vermicompostada; Fezes de Beagle Fresca
de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel; Fezes de Beagle
Vermicompostada de animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel;
em Solo Artificial Tropical. Os graficos A, C, E e G indicam os resultados de
germinacao e os graficos B, D, F e H a inibicdo do crescimento de raiz. Valores
expressos em gramas de composto organico por quilograma de solo seco (g
kg™?). (1) desvio-padréo (n = 4). Asteriscos (*) indicam diferenca significativa
para nimero médio da diferenca do nimero de plantas germinadas e

comprimento de raiz (p < 0,05) one-way ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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A germinacdo da D. chinensis ap6s 7 dias nado foi afetada
significativamente (p > 0,05) pela presenca dos compostos organicos: Fezes de
Beagle Fresca e fezes de Beagle vermicompostada de animais tratados com
Pamoato de Pirantel+Praziquantel no solo (Figura 16 A e G). Na presenca de
fezes de Beagle vermicompostada foi observada redu¢do no nimero de plantas
germinadas (p < 0,5) nas doses 0,5 (Figura 16 C). Também houve reducéo na
germinacao de plantas expostas ao composto que continha fezes de Beagle
tratadas com PIR+PZT a partir da dose 1 (Figura 16 E). Quando avaliada o
comprimento de raiz aos 21 dias, foram observadas diferencas significativas (p
<0,05) em todos os compostos testados a partir da primeira dose testada (Figura
16 B, D, Fe H).

Os valores de concentragéo efetiva (EC10 e ECso) foram calculados a partir
dos resultados na diferenga da biomassa de minhocas, reprodugéo para
enquitreideos e colémbolos e, do comprimento de raiz para as plantas. Esses,
guando expostos ao Solo Artificial Tropical contaminado com doses crescentes
de compostos organicos: Fezes de Beagle Fresca (FBF); Fezes de Beagle
Vermicompostada (FBV); Fezes de Beagle Fresca de animais tratados com
Pamoato de Pirantel+Praziquantel; Fezes de Beagle Vermicompostada de
animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel. Os calculos foram
realizados com base nas doses (Tabela 6). Os resultados de ECi0 e ECso se
encontram na Tabela 11.

Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar se o tratamento de
vermicompostagem das fezes de Beagle afetaria a composi¢cdo quimica dos
compostos organicos e a sua toxicidade para os organismos edaficos. Ao
contrario do que era esperado, as fezes vermicompostadas foram de modo geral
mais toxicas que as fezes frescas. Esses resultados divergem dos relatados em
outros estudos, os quais apresentam resultados de menor toxicidade nos
compostos organicos que passaram por algum processo de tratamento e/ou
estabilizacdo sobre os organismos edaficos (DOMENE et al., 2008; MACCARI
et al., 2020).

Em relacdo a alteracdo dos parametros fisico-quimicos dos compostos
organicos apos passarem pelo processo de vermicompostagem, pode-se

observar diferencas contrastantes na presenca do PIR+PZT nos compostos
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oriundos de fezes de Beagle. Na auséncia do PIR+PZT, foi observado um
aumento em todos os parametros fisico-quimicos avaliados e o efeito oposto
ocorreu na presenca do PIR+PZT (Tabela 5). Em relacdo ao comportamento do
PZT no ambiente, em cinco diferentes solos testados foi observado uma
correlacdo positiva em solos com maior teor de argila e uma correlagédo negativa
com o Fe e 0 Mn, e ndo apresentou mudanca na com o aumento da matéria
organica nos solos (MUTAVDZIC PAVLOVIC et al., 2022b, 2022a).

Tabela 11 - Valores de concentracdo efetiva EC10 e ECso (concentracao efetiva
gue causou reducao em 10% e 50% na biomassa de minhocas, reproducao de
enquitreideos e colémbolos e, de comprimento de raiz para as plantas), quando
expostas a doses crescentes de compostos organicos: Fezes de Beagle Fresca
(FBF); Fezes de Beagle Vermicompostada (FBV); Fezes de Beagle Fresca de
animais tratados com Pamoato de Pirantel+Praziquantel (FBPP); Fezes de
Beagle Vermicompostada de animais tratados com Pamoato de

Pirantel+Praziquantel (FBVPP); em Solo Artificial Tropical.

. FBF FBV FBPP FBVPP
Espécie
EC,,
E. andrei > 32,0 > 32,0 > 32,0 > 32,0
P. excavatus >32,0 19,9 (6,8-32,9) > 32,0 >32,0
E. crypticus nao foi possivel néo foi possivel >32,0 nao foi possivel
calcular calcular calcular
E. dudichi > 32,0 34,7 (28,9-40,6) > 32,0 32,6 (29,0-36,1)
F. candida 10,4 (9,9-11,6) 552090  Naofoipossivel 5454 36
calcular
A. sativa 45,7 (17,1-74,3) 47,5 (12,9-80,0) 40,9 (26,1-55,7) 34,1 (23,1-45,2)
P. vulgaris nao foi possivel > 32,0 nao foi possivel  nao foi possivel
calcular calcular calcular
D. chinensis 22,0 (16,4-27,6) 2,6 (1,1-4,1) 12,4 (0,6-24,3) Ao foi possivel

calcular

Fonte:

Elaborada pela autora,

2022.
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Apesar disso, os resultados deste estudo apontam para a importancia de
tratamentos de estabilizacdo, como a vermicompostagem, antes do uso de
residuos organicos nos solos, pois ao longo do tempo foi verificada a diminuicao
da presenca dos medicamentos do vermicomposto de fezes de Beagle (Tabela
12). Além disso, foi observado que essas substancias podem afetar
negativamente a qualidade do solo e a saude dos organismos presentes nele.
Uma vez que diferentes valores de concentracao efetiva foram encontrados para
as diferentes espécies de invertebrados do solo. Ressaltando a importancia da
utilizacdo de mais de uma espécie indicadora para a avaliacdo da toxicidade de
um contaminante (DOMENE et al.,, 2008; MACCARI, 2018; RENAUD et al.,
2017). Adicionalmente, sugere-se a realizacdo da avaliacdo dos compostos

organicos em diferentes condigdes ambientais e em diferentes classes de solo.

Tabela 12 - Alterac&o dos ingredientes ativos do medicamento ao longo do
processo de reciclagem das fezes de Beagle em relagéo ao tempo. Local das
fezes no momento da coleta (Fase), dose real encontrada nas fezes controle e
nas fezes de animais tratados com Pamoato de Pirantel (PIR) + Praziquantel
(PZT).

Tempo deN Dose real em mg kg Dose real em mg kg
transformacéo Fase do PIR do PZT
das moléculas

Fezes Fezes Fezes Fezes
Controle PIR+PZT Controle PIR+PZT
Quantl_dade No medicamento - 145 - 50,5
fornecida
Dia 1° Fezes frescas 0 52,7+48 0 37,1+4
Dia 24° Compostagem 0 39,1+5,2 0 25,2 + 3,7
Transicdo da
Dia 56° compostagem para 0 33,7+45 0 17,03 £ 3,2
vermicompostagem

Dia 72° Vermicomposto 0 19,2 +3,0 0 12,2+ 3,4

final

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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4.3 ETAPA3

Se sabe que a forma de entrada de medicamentos veterinarios no
ambiente é muito complexa, por causa dos diferentes padrdes de uso dos
produtos podendo ser direta ou indiretamente (OLIVEIRA et al., 2009). Duas das
formas de entrada dos medicamentos s&o: animais criados livres com emissoes
diretas para o solo e aguas superficiais via excrecdo de fezes e urina e, com a
dispersdo no solo através de aplicacdo de fertilizantes organicos oriundo de
dejetos/residuos de animais (DAUGHTON, 2013; MACCARI et al., 2016b, 2022;
SEGAT et al., 2015; TESTA et al., 2020; ZORTEA et al., 2021).

A segunda hipotese levantada no presente estudo foi que o
vermicomposto oriundo de fezes de cées no solo testado afetaria negativamente
a sobrevivéncia, reproducdo de invertebrados do solo e a germinacdo e o
crescimento de plantas. Tal hipétese foi confirmada para todos os organismos
testados exceto a espécie E. dudichi que ndo apresentou efeitos negativos
perante a presenca do vermicomposto independente da dose testada.

Os valores de concentracéo efetiva (EC10 e ECso) foram calculados a partir
dos resultados na reproducéo de oligoquetas e colémbolos e, do comprimento
de raiz para as plantas. Esses, quando expostos ao SAT contaminado com
doses crescentes de FCV. Os calculos foram realizados com base nas doses
(Tabela 7). Os resultados de ECi0 e ECs0 se encontram na Tabela 13.

No presente estudo pdde-se observar que em relacdo aos ECso a ordem
crescente de sensibilidade das espécies foi F. candida > P. excavatus > A. sativa
> E. crypticus > E. andrei > D. chinensis. Uma das explicacdes para isto ocorrer,
pode ser devido as diferentes vias de exposicao de cada espécie. Fato que
ressalta a necessidade do uso de espécies de diferentes niveis tréficos e
parametros ecofisiologicos para avaliacdo de contaminantes (DE MENEZES
OLIVEIRA; DE OLIVEIRA BIANCHI; ESPINDOLA, 2018; MACCARI et al., 2020;
SEGAT et al., 2015b; ZORTEA, T. et al., 2021).
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Tabela 13 - Valores de concentracéo efetiva (EC - concentracéo efetiva que
causou reducao em 10% ou 50% na reproducao de espécies de oligoquetas,
colémbolos e de comprimento de raiz para as plantas), quando expostas a

doses crescentes de fezes canina vermicompostada (FCV).

FCV

Espécie EC,, EC,,
E. andrei 26,4 (11,6-41,1) 71,7 (35,7-107,7)
P. excavatus 7,7 (0,2-15,2) 38,6 (23,3-53,9)
E. crypticus nao foi possivel calcular 66,6 (28,3-283,5)
E. dudichi > 64,0 >64,0
F. candida <0,2 <0,2
A. sativa 2,9 (2,4-8,3) 60,2 (32,9-87,6)
P. vulgaris néo foi possivel calcular nao foi possivel calcular
D. chinensis 11,3 (1,7-20,9) 98,1 (60,8-135,3)

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Os resultados obtidos para verificar se as FCV é um composto organico
com potencial uso como fertilizante organico, no que se refere as concentracdes
méaximas admitidas pelas instru¢des normativas n° 61 (BRASIL, 2020) e n° 27
do MAPA (BRASIL, 2016), encontram-se na Tabela 14. A umidade maxima
permitida para comercializacdo de fertilizantes orgéanicos (i.a. 50%) nao foi
atendida no FCV, em que se excedeu em 6,19%. O teor minimo total dos
nutrientes potéassio (i.e. 0,5%), magnésio (i.e. 0,14%), cobre (i.e. 0,014%), e
zinco (i.e. 0,083%), também néo atenderam os valores preconizados pela IN n°
61/2020 (BRASIL, 2020). Em relacao aos requisitos de concentracbes maximas
admitidas para agentes fitotoxicos patogénicos ao homem, animais e plantas e
metais pesados toxicos, todos foram atendidos (BRASIL, 2020).

Assim como neste estudo, Flores et al. (2015) avaliaram a introducao de
fezes caninas em um processo de compostagem de pequena escala (em
baldes). Desta forma constataram que a adicdo dos dejetos néo interferiu no
processo de maturacdo dos compostos (relacdo C/N) e nao foi observada
presenca de Salmonella sp. e ovos de helmintos em nenhum dos compostos
gerados (FLORES et al., 2015). Além disso, Flores et al. (2015), demonstraram
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que a utilizacdo de dejeto canina em sistemas de compostagem doméstica de
pequena escala é uma alternativa viavel para o tratamento deste residuo no local
de sua geracéao.

Ademais, os resultados obtidos abrangem dados inéditos com o0s
contaminantes testados, além de testar espécies alternativas aquelas propostas
pelos protocolos ISO e ABNT, incluindo espécie de clima tropical (i.e. P.
excavatus), espécies encontradas em solos brasileiros como E. dudichi, F.
candida e P. minuta (BUCH et al., 2016; NIVA; SCHMELZ; BROWN, 2012;
SCHMELZ et al.,, 2013) e com carater econdmico relevante de plantas
ornamentais cultivadas no Brasil (i.e. D. chinensis) (SAO JOSE et al., 2021).

O uso de espécies alternativas e o0 aumento da quantidade de organismos
para estimar os valores de toxicidade dos contaminantes, auxiliam a
compreender se as espécies padronizadas sdo protetoras aos seus grupos
correspondentes (e.g. fauna do solo, plantas), e entdo permitem elaborar
diretrizes de protecdo mais especificas a regides tropicais e subtropicais (DAAM
et al., 2019; NIEMEYER; CHELINHO; SOUSA, 2017; NIVA et al., 2016; ROSA
et al., 2019).

Os fertilizantes organicos provindos de animais sdo heterogéneos
(BORGES, 2021). Isto é, dependem de fatores como: raca, a composicado da
dieta fornecida, estagio/estadio fisioldgico que o animal se encontra (a idade do
animal altera o metabolismo, assim como quando esta enfermo), o tipo de
residuo animal (e.g. cama de aves, dejeto suino, animais criados a campo), tipo
de tratamento dos residuos (e.g. uso biodigestor, lagoa de tratamento de
residuos, compostagem), entre outros fatores que tornam as caracteristicas
fisico-quimicas-bioldgicas distintas (MACCARI et al., 2016b, 2022; SEGAT et
al., 2015; TESTA et al., 2020; ZORTEA et al., 2021). Apesar disso a legislagéo
brasileira ndo considera os efeitos sinérgicos no solo e das interferéncias da
aplicacdo do composto organico sobre a fauna no solo (MASSUKADO;
SCHALCH, 2010; NIVA et al., 2016; ROSA et al., 2019).
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Tabela 14- Valores dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do
vermicomposto proveniente de fezes canina e valores balizadores da Instrucéo
Normativa n° 61, de 2020 e da Instrucdo Normativa SDA n° 7, de 2016, do
MAPA. M&ximo (méax). Minimo (min). Instru¢do Normativa (IN). Atende a IN (c).

N&o atende a IN (¢). Numero mais provavel (NMP). Sdélidos totais (ST). Matéria

Seca (MS).
Umidade (max)  pH(min)  Corganico Ntotal C/N (max)
(min) (min)
% T S

IN n° 61/2020 50,0 6,0 (em agua) 10,0 05 20,0
FCvV 56,2 5,9 (CaClz) 13,6 2,1 6,4
Interpretagéo ¢ C o c c

P20s K20 Ca Mg Fe Mn Cu Zn

Teor minimo total (%)

IN n° 61/2020 1,0 1,0 1,0 1,0 0,02 0,02 0,02 0,10
FCV 18,7 0,5 2,9 0,1 0,30 0,04 0,01 0,08
Interpretacdo c ¢ c ¢ c c ¢ ¢

Valores maximos admitidos

Ovos viaveis de NMP Coliforme Salmonella sp.

helmintos (N°  termotolerantes (g MS?') Ausénciaem 10g de

ovos em 4 g ST?) MS
IN SDA n° 1,00 1000,00 Auséncia
7/2016
FCVv <0,1 <1,1 Auséncia
Interpretacédo c c c
Valores maximos admitidos de metais pesados (mg kg?)

As Cd Pb Cr hexavalente Hg Ni Se
IN SDA n° 20,0 3,0 150,0 2,0 1,0 70,0 80,0
7/2016
FVC <0,4 <0,2 <31 Nao detetavel <0,2 3,9 3,9
Interpretagdo c c c c c c c

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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De encontro com a necessidade de caracterizacdo dos compostos
organicos, serem utilizados como fertilizantes, o vermicomposto oriundo de fezes
caninas, apresentou toxicidades diferentes as espécies testadas, variando o
grau de toxicidade entre espécies padronizadas e ndo padronizadas. Dessa
forma, o vermicomposto canino apresentou potencial como fertilizante organico.
Porém, por ndo ser um fertilizante quimico com formulacdes especificas para
cada cultura e solo, os fertilizantes organicos podem apresentar, quantidades de
nutrientes desproporcionais em relacdo a capacidade de extracdo das culturas
ocasionar desequilibrios quimicos, fisicos e bioldgicos (MACCARI et al., 2022).

Dessa forma, se ressalta a importancia de fazer o uso dos compostos
organicos analisando pontualmente cada situacdo. Buscando uma protecéo
ambiental mais eficiente, sendo extremamente necessario no Brasil e no mundo
o estabelecimento de legislacdo exigindo mais estudos ecotoxicoldgicos
terrestres para atividades que utilizam contaminantes quimicos (DAAM et al.,
2019; NIEMEYER; CHELINHO; SOUSA, 2017; NIVA et al., 2016; ROSA, V. M.
D. et al., 2017). No entanto, os resultados obtidos enfatizam a necessidade da
realizacdo de mais estudos incluindo outros tipos de solos naturais para avaliar
0S riscos potenciais desse residuo sobre a biota do solo e para compreender

melhor quais os mecanismos que influenciam na toxicidade.
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5 CONCLUSAO

1. A presencga dos medicamentos PIR e PZT no solo afetou as espécies
testadas;

2. O processo de vermicompostagem reduziu a quantidade dos
medicamentos das fezes de Beagle;

3. Do ponto de vista agrondmico do vermicomposto, demonstrou ser um
potencial fertilizante organico para ser utilizado em solos urbanos.
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Apéndice A - Concentracg@es utilizadas e aferidas dos testes ecotoxicoldgicos

de reproducéo dos artropodes do solo (i.e. minhocas, enquitreideos e

colémbolos). Quantidade de comprimido de Canex Composto®, doses

nominais, doses reais mensuradas e porcentagem em relacéo as doses

nominais dos anti-helminticos Pamoato de Pirantel (PIR) e Praziquantel (PZT)

em miligrama (mg) por quilograma (kg) de solo seco (mg kg™).

Quantidade
de Dose Porcentagem  Dose Porcentagem
o nominal Dosereal em da dose nominal Dose real em da dose
comprimido
de Canex €M mg mg do PIR nominal de €M mg mg do PZT nominal de
Composto® do PIR PIR do PZT PZT
Testes com minhocas (E. andrei e P.excavatus)

0 0,0 N&o detectada 100% 0,0 N&o detectada 100%
0,5 72,5 41,1+31,4 56,6% 25,2 24,5+ 26,0 96,6%

1 145,0 349+ 11,7 24,1% 50,5 26,3+11,4 52,0%

4 580,0 125,6 + 34,2 21,7% 202,0 110,0 £ 51,3 54,4%

8 1160,0 275,2+51,0 23,7% 404,0 221,1+754 54,7%

16 2320,0 530,4 + 41,3 22,9% 808,0 4302,2 + 201,8 532,5%

Testes com enquitreideos (E. crypticus e E. dudichi)

0 0,0 N&o detectada 100% 0,0 N&o detectada 100%
0,25 36,2 27,4 £ 38,9 75,6% 12,6 15,7 + 29,8 124,0%
0,5 72,5 55,7 +21,2 76,8% 25,2 23,3+554 92,1%

1 145,0 104,6 + 74,5 72,2% 50,5 35,8+ 20,4 70,9%

4 580,0 432,6 + 208,4 74,6% 202,0 165,5+ 91,0 82,0%

8 1160,0 873,9 +350,6 75,3% 404,0 331,1+141,8 82,0%

Testes com colémbolos (F. candida e P. minuta)
0 0,0 N&o detectada 100% 0,0 N&o detectada 100%
0,125 18,1 17,5+ 10,8 96,6% 6,3 7,1+257 111,7%
0,25 36,2 32+44.4 88,3% 12,6 12,1+ 31,0 95,8%
0,5 72,5 47,1+ 31,5 65,0% 25,2 23,2+554 91,9%

1 145,0 124,7+ 79,1 86,0% 50,5 47,4 £ 59,1 93,9%

2 290,0 234,8 + 51,7 81,0% 101,0 85,8 + 108,4 85,0%

4 580,0 461,3+101,4 79,5% 202,0 171,6 £ 91,2 85,0%

8 1160,0 910,2+ 71,0 78,5% 404,0 343,2+101,4 85,0%

16 2320,0 1847,5+92,4 79,6% 808,0 656,4 + 374,4 81,2

32 4640,0 3722,7+201,8 80,2% 1616,0 1282,7 +587,4 79,4%

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Apéndice B - Concentragfes utilizadas e aferidas dos testes ecotoxicologicos

de reproducao dos artropodes do solo (i.e. minhocas, enquitreideos e
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colémbolos). Quantidade de comprimido de Canex Original®, doses nominais,
doses reais mensuradas e porcentagem das doses mensuradas em relacao as
doses nominais dos anti-helminticos Pamoato de Pirantel (PIR) em miligrama

(mg) por quilograma (kg) de solo seco (mg kg™?).

Porcentagem da

Quantidade de Canex Dose nominal em mg dose nominal de

Original® do PIR

Dose real em
mg do PIR

PIR
Teste com minhocas
0 0,0 0 100%
0,5 72,5 34,13+244 46,9%
1 145,0 37,4+9,7 25,8%
4 580,0 132,7 £ 44,2 22,9%
8 1160,0 2427+ 25,0 20,9%
16 2320,0 523,8 £ 35,3 22,6%
Teste com enquitreideos
0 0,0 0,0
0,25 36,2 23,3+11,1 64,4%
0,5 72,5 61,4 £ 27,2 84,7%
1 145,0 97,4 + 33,8 67,2%
4 580,0 412,0 +148,0 71,0%
8 1160,0 847,4 + 250,7 73,1%
Teste com colémbolos
0 0,0 0,0 100%
0,125 18,1 13,1 10,0 72,3%
0,25 36,2 42,0+ 31,9 115,5%
0,5 72,5 39,1+16,5 53,9%
1 145,0 122,5 £ 69,7 84,5%
2 290,0 222,8+31,0 76,8%
4 580,0 432,4 + 58,7 74,6%
8 1160,0 907,0 £ 41,6 78,2%
16 2320,0 1825,1+72,8 78,7%
32 4640,0 3584,3+£201,5 77,2%

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.



118

Apéndice C - Concentracdes utilizadas e aferidas dos testes ecotoxicoldgicos
de reproducéo dos artropodes do solo (i.e. minhocas, enquitreideos e
colémbolos). Quantidade de comprimido de Praziquantel manipulado, doses
nominais, doses reais mensuradas e porcentagem das doses mensuradas em
relacdo as doses nominais dos anti-helminticos Praziquantel (PZT) em

miligrama (mg) por quilograma (kg) de solo seco (mg kg).

Porcentagem da

Quantidade de Dose nominal em mg do Dose real em mg do dose nominal de
comprimido de PZT PZT PZT
PZT
Teste com minhocas
0 0,0 0,0 100%
0,5 25,2 34,1 + 22,07 135,7%
50,5 17,0+ 22,9 33,7%
4 202,0 95,0+ 41,0 47,1%
404,0 202,0 +58,0 50,0%
16 808,0 4172,1 £ 95,3 516,4%
Teste com enquitreideos
0 0,0 0,0 100%
0,25 12,6 10,2+ 19,5 81,0%
0,5 25,2 36,6 £ 55,4 144,8%
1 50,5 395+114 78,2%
4 202,0 1422 + 71,7 70,4%
8 404,0 342,0 £107,0 84,7%
Teste com colémbolos
0 0,0 0 100%
0,125 6,3 10,1+21,0 159,0%
0,25 12,6 17,1+21,4 135,5%
0,5 25,2 19,3+42,8 76,4%
1 50,5 57,4 £ 69,0 113,7%
2 101,0 80,3 £ 88,7 79,5%
4 202,0 180,6 + 64,6 89,4%
8 404,0 308,0 £ 94,0 76,2%
16 808,0 621,7 £ 307,0 76,9%
32 1616,0 1372,5+217,4 84,9%

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.



