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RESUMO

A utilizagao crescente de cetamina para fins terapéuticos e recreativos tem motivado preocupagdes ao nivel ambiental.
Esta substancia tem sido detetada em efluentes, devido a ineficiéncia das técnicas aplicadas nas estagdes de tratamento
de 4guas residuais. Sendo que parte destes efluentes podem ser usados como aguas para reutilizagdo em praticas
agricolas, importa perceber os efeitos que a cetamina apresenta em organismos edaficos como as minhocas, facto que
constitui o objetivo deste trabalho. Varias concentragdes de cetamina (0, 25, 250 e 2500 pg/kg) foram testadas e avaliados
os efeitos, através de testes de fuga e reprodugao, usando como modelo bioldgico as minhocas Eisenia fetida, tendo como
endpoints o comportamento de fuga e a reprodugao, de acordo com as normas da ISO e OECD. Os resultados indicaram
auséncia de diferengas significativas (p>0,05) entre as concentrac¢des estudadas. Em média, a cetamina promoveu a
fuga e a diminuigdo do niimero de juvenis na ordem dos 11% e 26%, respetivamente, comparativamente ao tratamento
controlo. Estes resultados parecem indicar que as concentragdes estudadas nao promovem efeitos negativos quer
no comportamento como na reprodugao, pelo que importa ponderar a realizagdo de mais estudos, nos quais sejam
consideradas concentragdes superiores as aplicadas no presente trabalho, de modo a definir niveis de risco em ambiente
edafico.
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ABSTRACT

The increasing use of ketamine for therapeutic and recreational purposes has increased the environmental concerns.
This substance has been detected in treated effluents, due to the inefficiency of treatments applied in wastewater
treatment plants. Since part of these effluents can be used as water for reuse in agricultural practices, it is important
to understand the effects of ketamine on edaphic organisms such as earthworms, which is the objective of the present
work. Various concentrations of ketamine (0, 25, 250 and 2500 pg/kg) were tested and the effects evaluate by avoidance
and reproduction tests, using Eisenia fetida as a biological model, considered the avoidance behaviour and reproduction
as endpoints, according to ISO and OECD guidelines. The results indicated no significant differences (p>0.05) between
the concentrations studied. On average, ketamine promoted an escape and a decrease in the number of juveniles in the
order of 11% and 26%, respectively, compared to the control treatment. These results seem to indicate no negative effects
of the studied concentrations on behaviour and reproduction of earthworms. More studies are needed, with higher
concentrations than those applied in the present work in order to define risk levels in edaphic environment.
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INTRODUCAO

O solo, como parte do ecossistema, tem um impor-
tante papel em termos ambientais. Mais recente-
mente sdo varios os exemplos associados a presen-
ca de contaminantes de preocupagao emergente no
solo, como o caso da cetamina, que poderao dimi-
nuir a respetiva capacidade de fornecer servigos ao
ecossistema (Sara, 2018).

A cetamina é um anestésico usado em medicina
humana e veterinaria, sendo excretada maiorita-
riamente na sua forma conjugada. Este composto
poderd permanecer biologicamente ativo nos am-
bientes aquaticos e edaficos, devido a ineficiéncia
dos sistemas de tratamento de afluentes (Li ef al.,
2017), que geram aguas para reutilizagao e lamas
que podem ter como destino final o solo, contri-
buindo para a contaminagao e, consequente, redu-
¢ao da qualidade deste recurso.

A utilizacao de organismos da fauna edéfica, como
o caso das minhocas, em testes de fuga ou repro-
ducao, poderao fornecer informagdes importantes
para a compreensao dos efeitos dos contaminantes
na qualidade do solo. Assim, o objetivo do presen-
te trabalho é avaliar o efeito de diferentes concen-
tracoes de cetamina no comportamento de fuga e
reproducao da Eisenia fetida, de modo a estimar po-
tenciais riscos da sua presenca no solo.

MATERIAL E METODOS

Na realizagao do trabalho foram aplicadas as nor-
mas para o estudo de substancias quimicas (ISO,
2008). Para o efeito, foi preparado um solo artificial
com base na mistura turfa, caulino e areia na pro-
porgao de 10, 20 e 70% (peso seco) (ps), respetiva-
mente. A capacidade méxima de retengao de agua
(CMRA) da mistura foi determinada e ajustado o
teor de humidade para valores de 40% da CMRA.
O valor de pH inicial foi corrigido para valores de
6,0+0,5, através da adicao de CaCO, (pa).

Como bioindicador foi usada a espécie Eisenia feti-
da, devido a elevada sensibilidade e fecundidade,
menor tempo de geragao e maior facilidade de ma-
nuten¢do em condic¢Oes laboratoriais. Cerca de 300
individuos adultos, com clitelo bem desenvolvido,
com uma biomassa entre os 300 e 600 mg, foram
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selecionados e colocados em solo artificial, durante
24 a 48 horas antes de serem usados nos ensaios,
para efeitos de aclimatagao.

Nos ensaios de fuga e reprodugao (Figura 1), foram
estudadas quatro concentragdes (tratamentos) de
cetamina, equivalentes a 0, 25, 250 e 2500 ug/kg,
sendo incluidas trés repeti¢des para cada concen-
tracdo. A cetamina foi adquirida na forma comer-
cial do medicamento NIMATEK®, para uso veteri-
nario, sendo aplicada na forma de solugao aquosa.
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Figura 1 - Ensaios de incubacdo com Eisenia fetida: (a) fuga
e (b) reproducao.

Para cada ensaio, de acordo com os tratamentos e
repeticoes testadas, foram usadas 12 caixas de PVC
(24*30*5 cm) como recipiente-teste, perfuradas para
facilitar trocas gasosas e tapadas para retencgao da
humidade. Ambos os ensaios foram realizados sob
idénticas condigOes laboratoriais de temperatura
(2042 °C), fotoperiodo (16-h de luz e 8-h de escuro),
intensidade de luz, arejamento e humidade.

No ensaio de fuga (Figura 1.a), em cada recipiente-
-teste, foi colocada uma placa divisoria e cada sec-
¢ao preenchida com 250 g de solo artificial (ps) a
40% da CMRA, com cetamina a concentragao estu-
dada (solo-teste) ou sem cetamina (solo-controlo).
Apds remogao da placa 10 minhocas foram colo-
cadas na linha divisoria entre seccOes e deixadas
em contato durante um periodo de 48-h. No final
do ensaio, a placa divisoéria foi recolocada na zona
central, procedendo-se a contagem do ntimero de
organismos em cada sec¢ao, com e sem cetamina, e



determinada a percentagem de fuga (x) de acordo
com a equagao 1:

x (%) = [(n-n)/NI*100 (Eq.1)
em que 7, 1, e N sdo referentes ao niumero de mi-

nhocas no solo-controlo, solo-teste e niimero total
de minhocas por recipiente-teste, respetivamente.

No ensaio de reprodugao manteve-se o delinea-
mento experimental, aumentando o periodo de
exposicao a cetamina para 56 dias. Em cada reci-
piente-teste colocaram-se 500 g de solo artificial
(ps), a40% CMRA, com uma solugao de cetamina a
concentracgdo variavel, de acordo com o tratamen-
to estudado (Figura 1.b). Um tratamento controlo,
sem cetamina, foi também incluido, no qual foi
adicionado igual volume de agua destilada. Dez
minhocas, previamente aclimatadas, depuradas,
foram colocadas por recipiente-teste e expostas as
concentracdes de cetamina estudadas. A cada 7
dias, procedeu-se ao controlo gravimétrico do teor
de humidade e alimentacdao, com aveia biologica
moida (1 g) e esterilizada em camara UV. Ao fim de
28 dias de incubacao foram retiradas as minhocas
adultas e os juvenis e casulos foram mantidos por
mais 28 dias, ao fim dos quais foi realizada a con-
tagem de juvenis, em cada tratamento e repetigao.

Os dados obtidos em cada teste foram sujeitos a
uma analise para avaliar a normalidade na dis-
tribuicao e a homogeneidade de variancias, pelos
testes de Shapiro-Wilk e Barlett, respetivamente.
Posteriormente, os dados foram sujeitos a uma
ANOVA a um factor, seguida do teste de Dunnett
para um grau de probabilidade de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para o teste de fuga, relativos
a distribuicdo dos individuos nas sec¢oes em cada
recipiente teste, para as concentragoes de cetamina
estudadas, sdo apresentados na Figura 2. A presen-
¢a de cetamina nao influenciou o comportamento
das minhocas, nao sendo observadas diferencas
significativas (p>0,05) entre as respetivas secgoes,
com e sem cetamina, em todas as concentragdes
estudadas. Para a percentagem de fuga (x), as con-
centragdes de 25 e 250 ug/kg revelaram valores de
13% e a concentracgao de 2500 pg/kg cerca de 6%.
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Figura 2 - Ensaio de fuga: distribuicdo dos individuos (média+EP),
pelas seccoes com solo teste e controlo, em cada

recipiente-teste, para as concentracdes estudadas. (barras,
relativas a cada concentragdo de cetamina, com a mesma letra em cada secgdo,
ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Dunnett, para 5% de
probabilidade).

No teste de reproducdo manteve-se a tendéncia
observada no teste de fuga, com as concentragoes
de cetamina a nao efetar de forma significativa a
capacidade reprodutiva das minhocas (figura 3).
Ainda assim, comparativamente ao grupo con-
trolo, é observada uma tendéncia de reducao do
numero de juvenis em todos os tratamentos com
cetamina que, em termos médios, apresentou uma
redugao de 26% em relagao ao controlo.

A coeréncia dos resultados obtidos nas metodo-
logias testadas sugere que a presenga de cetami-
na, para as concentragoes estudadas, ndo altera a
qualidade do solo ou induz efeitos de toxicidade
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Figura 3- Ensaio de reprodugéo. (barras, relativas a cada concentragio de

cetamina, com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste
de Dunnett, para 5% de probabilidade).
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na E. fetida. Lin et al. (2020), em estudos com ceta-
mina em meio aquoso, com Daphnia magna, obser-
varam efeitos negativos a partir de concentragoes
10 vezes superiores a concentragdo maxima testada
no presente trabalho (2500 ug/kg). A auséncia de
efeito da cetamina podera estar relacionada com
o efeito tampao induzido pela matriz de suporte
usado no trabalho (De Silva et al., 2009). Compostos
constituintes, como hiimus e argilas do tipo 1:1, sao
responsaveis por fendmenos de adsorg¢ao e comple-
xagao, que podem mitigar os efeitos da presenca e
concentracao de cetamina no solo artificial.

As menores quantidades de cetamina biodisponi-
vel como o menor tempo de exposi¢ao nos ensaios
de fuga (48-h) ndo permitem um efeito bioacumu-
lativo, limitando o nivel de reposta e, desta forma,
condicionando o comportamento de fuga da E. feti-
da (Demuynck et al., 2016). Todavia, o maior tempo
de exposicao no ensaio de reproducdo, nao se re-
velou suficiente para detetar efeitos nas concentra-
¢Oes estudadas ao nivel da reprodugao, apesar da
tendéncia de diminui¢do do niimero de juvenis na
presenca de cetamina, facto que poderd estar as-
sociado ao gasto energético usado na remocgao do
contaminante, limitando a energia disponivel para
processos biologicos, como o crescimento ou dife-
renciacdo (Spurgeon & Hopkin, 1996).

Apesar de Donker ef al. (1993) referir o numero de
juvenis como um parametro de maior sensibili-
dade neste tipo de estudos, ambos os testes apre-
sentam uma elevada correlagao (Figura 4), com o
teste de fuga a explicar mais de 99% da variancia
observada no teste de reproducdo. A correlagao
negativa revela uma diminuicao do n® de juvenis
com o aumento da percentagem de fuga por parte
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Figura 4 - Regressao entre os testes de fuga e reproducao realizados
para as diferentes concentragdes estudadas. (***aitamente
significativo para um nivel de probabilidade <0,001).

das minhocas, corroborando os pressupostos su-
geridos por Spurgeon & Hopkin (1996). Estes re-
sultados permitem, ainda, referir que neste tipo de
testes, em que o objetivo é realizar uma avaliagdo
preliminar ou complementar da degradagao e ha-
bitabilidade do solo na presenca de contaminantes,
o teste de fuga parece ser mais adequado devido a
sua maior exequibilidade, rapidez e até, como cer-
tos autores defendem (Hund-Rinke & Wiechering,
2001), sensibilidade.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nao revelaram efeitos nega-
tivos da presenca de cetamina comparativamente
ao solo controlo pelo que, para as concentragoes
estudadas, podemos concluir que nédo existe riscos
para a Eisenia fetida.
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