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RESUMO

SOUSA, B.A.l. Avaliacao toxicolégica de misturas dos medicamentos
veterinarios (Monensina, Sulfametazina e Enrofloxacina) em Daphnia magna
(Cladocera, Crustacea). 2013. 64f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2013.

Esse trabalho teve como objetivo o estudo da toxicidade aguda e cronica da agéo
isolada e de misturas binarias de trés medicamentos veterinarios (Monensina,
Sulfametazina e Enrofloxacina) para o organismo teste Daphnia magna. A toxicidade
aguda da enrofloxacina determinada foi de CEso — 54.36 mgL™", da monensina CEs
— 15.11mgL" e da sulfametazina CEs, — 183.80 mgL"'. Para os ensaios de
toxicidade crénica foram determinados 3 “endpoints” (sobrevivéncia, reproducéo e
tamanho do adulto) e foi determinado o CEO para a enrofloxacina de 0,33 mgL™", da
monensina 0,09 mgL™" e da sulfametazina de 6,8 mgL™". Para fazer uma comparacéo
entre os testes das substancias isoladas e das misturas binarias foi utilizado o
conceito de unidade téxica (UT), essa comparacgao foi feita através da soma das UT
dos ensaios individuais e comparando com os resultados dos ensaios de misturas
para determinar se houve acgao sinérgica, aditiva ou antagénica. O ensaio agudo de
mistura monensina/enrofloxacina apresentou acdo sinérgica ja 0s ensaios
monensina/sulfametazina e sulfametazina/enrofloxacina apresentaram acao
antagbnica. Os ensaios crbénicos de mistura monensina/enrofloxacina e
monensina/sulfametazina apresentaram acado sinérgica, porém nao foram dose-
dependente e o ensaio sulfametazina/enrofloxacina apresentou acao antagénica.
Com base nesse estudo € possivel concluir que a mistura desses medicamentos

interfere na sua toxicidade, podendo causar efeitos sinérgicos ou antagénicos.

Palavras-Chaves:  Microcrustaceo.  Efeito  sinérgico.  Efeito  antagénico.
Antimicrobiano. Ensaios ecotoxicolégicos de misturas.
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ABSTRACT

SOUSA, B.A.l.Toxicological evaluation of mixtures of veterinary drugs
(Monensin, Sulfamethazine and Enrofloxacin) in Daphnia magna (Cladocera,
Crustacea).2013. 64f. Dissertacao (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2013.

This work aims to study the acute and chronic toxicity of the isolated and binary
mixtures action of three veterinary drugs (Monensin, Sulfamethazine and
Enrofloxacin) for the test organism Daphnia magna. The determined acute toxicity of
enrofloxacin was EC50 - 54.36 mgL', monensin EC50 - 15.11 mgL' and
sulfamethazine EC50 - 183.80 mgL™. In the chronic toxicity tests were determined 3
endpoints (survival, reproduction and adult size) and the LOEC determined for
enrofloxacina was 0.33 mgL™", monensin 0.09 mgL" and sulfamethazine 6.8 mgL™.
To make a comparison between the tests of isolated substances and binary mixtures
it was used the concept of toxic unit (TU), this comparison was made by adding the
UT of individual studies and comparing the test results of mixtures to determine
whether there was a synergistic action, additive or antagonistic. The acute mixture
assay monensin/enrofloxacin showed synergistic action yet the assays
monensin/sulfamethazine and sulfamethazine/enrofloxacin showed antagonistic
action. The chronic mixing assays monensin / enrofloxacin and monensin /
sulfamethazine showed synergistic action, but were not dose-dependent and testing
sulfamethazine / enrofloxacin present antagonistic action. Based on this study it can
be concluded that the mixing of these drugs interferes with its toxicity, and may

cause synergistic or antagonistic effect.

Keywords: Microcrustacean. Synergistic effect. Antagonistic effect. Antimicrobial.
Ecotoxicological testing of mixtures.
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INTRODUGCAO

Nos Estados Unidos no ano de 2004 foram comercializados 9,8 milh6es de
toneladas de antibiéticos. Os principais grupos sao os ionéforos com 4,28 milhdes
de toneladas, as tetraciclinas com 2 milhdes de toneladas, as cefalosporinas, os
macrolideos, as lincosamidas, a estreptomicina, e outras classes com 1,95 milhdes
de toneladas e sulfonamidas e penicilinas, com 54 milhées de toneladas
(KUMMERER, 2008). Estimativas indicam que entre 100 e 200 x 10° Kg destes
compostos sdo consumidos no mundo (WISE, 2002).

Segundo Kiimmerer (2008) em 1996, das 10.200 T de antibi6ticos usados nos
Estados Unidos, 50% foram empregadas tanto na medicina veterinaria quanto como
promotores de crescimento na saude animal.

Os antibidticos tém sido utilizados em grandes quantidades nas criacdes
animais. Muitas dessas moléculas ndo sao totalmente metabolizadas no organismo
animal e seus residuos tém sido detectados em amostras de solo, agua superficial e
subterranea. A ocorréncia desses residuos no ambiente pode favorecer a resisténcia
de microrganismos aos agentes antibioticos, alem de causar problemas de ordem
toxicolégica a determinados organismos vivos. Os antibiéticos de uso veterinario
sdo, no geral, representados por moléculas anfoteras, com varios grupos funcionais
ionizaveis (diferentes valores de pKa), massas molares bastante variaveis (172 a
916 g mol™) e baixos potenciais de volatilizagdo (pressao de vapor < 1,1 x 10" mm
Hg)(REGITANO; LEAL, 2011).

Muitos antibiéticos usados na industria de producao animal sao fracamente
adsorvidos no sistema digestivo do animal, resultando na excrecdo de 30-90% do
composto (ALCOCK et al., 1999).Além do mais, os metabdlitos dos antibidticos
ainda podem ser bioativos e podem ser transformados novamente em seu composto
original apés a excrecao.

Os antibidticos sdo substancias que em pequenas doses sdo capazes de
inibir o crescimento ou a sobrevivéncia de microorganismos sem afetar o hospedeiro
(BIER, 1980). Estes compreendem algumas classes de compostos biologicamente
ativos (B-lactanos e tetraciclinas) ou sintéticos denominados antimicrobianos

(sulfonamidas e quinolonas).
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Com isso uma porcentagem significativa do antibiético administrado pode ser
excretada para o meio ambiente em sua forma ativa (BERGER et al., 1986). Um
exemplo disso sdo as sulfametazinas, que logo apds a administracdo se associam
ao acucar presente no figado inativando-se. Porém logo apdés a sua excrecao
microorganismos presentes no meio rapidamente degradam esse acucar deixando
esse composto na sua forma bioativa novamente (RENNER, 2002).

Segundo Witte (1998) os antibiéticos podem ser disseminados para o meio
ambiente tanto de fontes humanas quanto de agropecuaria, incluindo excegdes,
descarte de medicamentos antigos ou fora de validade, descargas de estacdes de
tratamento de agua, vazamentos de caixas sépticas e estruturas de armazenamento
de descarte provenientes da agricultura. Outros caminhos para a disseminacao sao
através da aplicacdo de descarte humano e agropecuario em terra, lixiviacao de
superficies e zonas de transportes insaturados. Uma vez no ambiente, como
qualquer substancia organica, sua toxicidade dependera de suas propriedades
fisico-quimicas, condi¢bes climaticas, tipo de solo e uma variedade de fatores
ambientais. Se o antibiético nao for eficientemente degradado, é possivel que esses
residuos possamfavorecer na manutencdo ou desenvolvimento de populagdes
microbianas resistentes.

Antibi6ticos de uso veterinario foram monitorados em aguas superficiais
(DAUGHTON; TERNES, 1999; KOLPIN et al., 2002) e detectados em baixas
concentracdes (ngL'/ugL™") em varios compartimentos dos ecossistemas aquaticos
e terrestres. A ocorréncia de antibidéticos em aguas para consumo humano direto é
pouco investigada (SEGURA et al., 2009) o que talvez possa ser explicado pela
necessidade de limites de quantificagdo muito baixos para determinagao de residuos
(<1 ngL™).

Enquanto € possivel que antibiéticos encontrem seu caminho até o meio
ambiente a partir de enumeras fontes, se existe ou néo efeitos adversos para
humanos, ecossistemas terrestres e aquaticos ainda nao sado bem estudados.
Apenas no comego desse século a problematica de produtos farmacéuticos nos
ambientes emergiu como um importante tépico de pesquisa (JENSEN, 2001;
DIETRICH et al., 2002).

Os antibidticos, outrora considerados drogas milagrosas do século 20, se
tornaram contaminantes ambientais de emergente preocupacdo no século 21.

Estudos mostraram que esses compostos sdo persistentes e suficientemente moveis
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para serem transportados de campos, areas agricolas e centros urbanos para aguas
naturais (SEGURA et al., 2009).

Um aspecto a considerar é o de que a exposi¢ao toxicoldégica aos agentes
antimicrobianos nao responde, necessariamente, a uma relacdo dose-resposta
linear, entretanto a exposicdo de diversos organismos a concentragdes
extremamente baixas, por longo periodo de tempo, pode atuar sobre a capacidade
da fertilidade e da reprodugéo (COLLIER, 2007).

Segundo Sarmah et al. (2006) sao poucos os estudos de toxicidade crbnica
de antibiéticos veterinarios em diferentes espécies, pois como é sabido os efeitos
adversos produzidos podem variar com o toxico e com as espécies de organismos
(RAND, 1995). Fent (2008) diz que a toxicidade cronica ainda € pouco conhecida, e
por isso, avaliagdes de risco ecolégico baseiam somente em ensaios de toxicidade
aguda apesar de suas intrinsecas limitacoes.

Sao muitos os trabalhos que demonstram efeitos provocados por interacoes
sinérgicas, antag6nicas, de potenciacao e de adicdo de contaminantes organicos e
inorganicos sobre muitas comunidades da biota. Porém devido a complexidade dos
processos envolvidos, ndo se dispde ainda de explicacbes claras sobre os efeitos
causados por tais interacdes. A exposicdo da biota a misturas de contaminantes
pode levar a interacGes toxicoldgicas resultantes da exposicdo de dois ou mais
contaminantes, gerando uma resposta biolégica quanti e qualitativamente diferente
da esperada pela acao dos contaminantes isolados (RAND et al., 1995).

Uma grande variedade de diferentes substancias € usada simultaneamente
na medicina humana e veterinaria em uma mesma area, farmacos estao presentes
como misturas multicomponentes no meio ambiente como, por exemplo, na
aquicultura. E essencial investigar se misturas de farmacos interagindo, trazem
maiores efeitos sobre o ambiente do que cada composto individualmente (WILSON
et al., 2004).

As avaliacbes de risco de moléculas ainda se baseiam na andlise de
compostos individuais. Entretanto € sabido que os farmacos, entre estes os
antibiéticos veterinarios, nao sao encontrados como substancias puras nos
compartimentos ambientais, logo a mistura de compostos pode exibir diferentes
efeitos daqueles observados em compostos isolados (SILVA et al., 2002).

Segundo Ajit et al. (2006) uma importante questao a ser considerada é a
relacdo entre os testes padroes adotados e os efeitos mais sutisa longo
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prazo de compostos misturados no ambiente, para que decisées racionais possam
ser estabelecidas sobre a adicdo de um composto desconhecido a um ja existente
no meio. Contudo o Brasil necessita de informacdes sobre a ocorréncia de residuos
de ingredientes farmacéuticos ativos e seus metabolitos em Estagdes de Tratamento
de Efluentes (ETEs) (REIS et al., 2007).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) determina as
concentracbes maximas permitidas, de substancias téxicas, no sedimento e corpos
hidricos. Porém os antibiéticos ndo estdo contemplados na resolucdo 357 que
estipula essas concentracbes (CONAMA, 2005). Juntamente com a falta de
fiscalizagdo da venda desses farmacos veterinarios, que no Brasil podem ser
adquiridos sem a necessidade de uma prescricdo médica, causando uma grande
preocupacao em relagao ao uso indiscriminado dessas substancias.

A falta de informacdo sobre a toxicidade crénica dos medicamentos
veterinarios sobre diferentes espécies de organismos, a falta de conhecimento do
impacto que as misturas desses compostos podem causar sobre o ambiente e que
as avaliacdes de risco ecologico sejam fundamentadas apenas em ensaios de
toxicidade aguda leva a um entendimento muito limitado da dinamica desses
medicamentos.

Logo esse trabalho se propds a analisar a toxicidade aguda e crénica de trés
medicamentos veterinarios (enrofloxacina, monensina, sulfametazina) em relacdo ao
microcrustaceo Daphnia magna e avaliar o impacto de misturas binarias entre eles

para o mesmo organismo.
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1. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Farmacos Veterinarios

Uma série de ingredientes veterinarios esta aprovada para atender as mais
diversas demandas da saude animal, entre estes se encontram: anti-helminticos,
analgésicos, anti-neoplasticos, antiinflamatorios, anti-histaminicos, meio de contraste
de raio-X, desinfetantes, promotores de crescimento, imunoestimulantes, esterdides,
anestésicos, sedativos, tranquilizantes, emulsificantes, suplementos nutricionais,
diuréticos, antibiéticos entre outros.

Apesar do mercado de antibidticos direcionados a saude animal seja de
apenas 5% dos farmacos, 0 mesmo movimentou cerca de 18,6 bilhdes de dblares
em 2009 (IFAH, 2011). Ainda segundo o mesmo autor o grupo dos antibibticos
corresponde a 26,5%, quando incluidos aos aditivos medicinais alimentares, sendo
0s bovinos a classe que mais consome antibiéticos seguidos pelas aves e suinos.

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino e € um dos grandes produtores de
frango,sendo também possuidor da segunda maior populacdo de animais de
companhia, avaliada em 40 milhdées, com a industria veterinaria faturando no ano de
2005 cerca de 917 milhdes de dblares (BNDES, 2007).

Os antibiéticos podem ser metabolizados durante a Fase | ou Fase Il, sendo a
primeira de oxidacdo, reducdo ou hidrélise, em que os metabolitos sao
freqUentemente mais reativos e algumas vezes mais téxicos do que a forma original.
A Fase Il envolve reacdes de conjugacdo que resulta na inativacdo do composto
(HALLING-SJRENSEN et al., 1998).

2.1.1 Enrofloxacina

As principais fluoroquinolonas utilizadas em espécies produtoras de alimentos

sao danofloxacina, enrofloxacina, flumequina, marbofloxacina e sarafloxacina.
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As quinolonas fazem partes de uma familia de drogas sintéticas (de amplo
espectro) antimicrobianas que compdem quatro geracdes. As fluoroquinolonas sao
ativas contra algumas bactérias Gram-negativas, incluindo E. coli, Enterobacter,
Klebsiella, Pasteurella, Proteuse e de Salmonella. Estes agentestambém sao ativos
contra algumas bactérias Gram-positivas como clamidia, cobacteria e micoplasma.
Em algumas regides, o uso de fluoroquinolonas esta aprovado para o tratamento da
colibacilose de frangos e perus, cOlera aviaria em perus, e doenca respiratoria
bovina (REEVES, 2012).

Para a enrofloxacina (Figura 1), existe uma consideracdo adicional, em
relagdo a farmacocinética e dos residuos metabdlicos, na medida em que esse
medicamento é metabolizado no figado ele gera um metabolito microbiologicamente
ativo, a ciprofloxacina. Em bovinos as taxas de conversédo de enrofloxacina para a
ciprofloxacina, sdo de 25 e 41%, respectivamente. Os residuos sdo medidos como a
soma da enrofloxacina e ciprofloxacina. Em aves, porcos e peixes, quantidades
muito menores de ciprofloxacina sdo formadas. Contudo, em frangos, residuos de
ciprofloxacina foram detectados 12 dias ap6s a administracdo da enrofloxacina
(ANADON et al., 1995).

Figura 1 - Férmula estrutural da Enrofloxacina

Dois membros do grupo, enrofloxacina e sarofloxacin, eram usados em aves,
mas agora foram proibidos nos Estados Unidos e na Austrdlia por causa de
preocupacdées com aumento da resisténcia das bactérias Campylobacter e
Salmonella (LEES;TOUTAIN, 2012).
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2.1.2 Sulfametazina

As sulfonamidas foram os primeiros agentes quimioterapicos a serem
empregados sistemicamente para a prevencao ecura de infec¢des bacterianas em

seres humanos.

A introdugéo das sulfonamidas nos anos 1930 e benzilpenicilina na década de
1940 revolucionou completamente a medicina, reduzindo a morbidade ea
mortalidade de doencas infecciosas. Hoje em dia, os medicamentos antimicrobianos
sao utilizados em animais produtores de alimentos para tratar e prevenir doencas e
para aumentar a taxa de crescimento e eficiéncia alimentar. O seu uso é
fundamental para a saude animal e bem-estar e para a economia da industria
pecuaria (GIGUERE, 2006a).

Em comparacdo com a maioria das classes de drogas antimicrobianas, a
utilizagdo de sulfonamidas e sulfonamidas potenciadas em medicina veterinaria é
elevada. As sulfonamidas sao utilizadas para tratar ou prevenir infeccées sistémicas
ou locais agudas, incluindo Actin obacilose, coccidiose, mastite, metrite, colibacilose,
pododermatite, poliartrite, infeccdes respiratorias e toxoplasmose. As sulfonamidas
sdao também utilizadas no tratamento de “foulbrood” americana doenca causada
Paenibacilluslarvae e  “foulbrood”  europeia  doencas causadas  por
Melissococcuspluton que afetam as abelhas (REEVES, 2012).

CH,

o NT
7 X

=
& SNA N CH,

Figura 2 - Férmula estrutural da Sulfametazina

Relativamente poucas sulfonamidas estdo atualmente (a partir de 2011)
aprovadas para uso em espécies animais produtoras de alimentos, um desses

medicamentos aprovados é a sulfametazina (Figura 2). Isto é atribuido a varios
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fatores, incluindo as preocupagdes toxicoldégicas associadas com algumas
sulfonamidas e da falta de dados contemporaneos para apoiar 0s usos histéricos de
outras sulfonamidas (REEVES, 2012).

2.1.3 Monensina

A classe poliéter ionéforo € um grupo Unico de compostos com alta poténcia
contra uma variedade de doencas infecciosas, incluindo bactérias, protozoarios e
virus. Esta classe de antibidticos inclui lasalocide, maduramicina, monensina,
narasina, salinomicina e semduramicina. Estes medicamentos sao utilizados
exclusivamente na veterinaria por causa de suas atividades antibacterianas e
anticoccidiano. O primeiro ionéforo a ser descoberto foi lasalocida em 1951. Essa
droga, que é um produto de fermentacao de Streptomyces lasaliensis, € um poliéter
ion6foro bivalente. Em 1967 ocorreu a descoberta de monensina (Figura 3), um
produto de fermentacdo de Streptomyces cinnamonensis e do ionodforo poliéter
monovalente. Eles sdo mais eficazes contra as bactérias Gram-positivasporque a
camada de peptidoglicano é porosa, permitindo-lhespassar para chegar a membrana
citoplasmatica, onde se dissolvem rapidamente na membrana(RUSSELL, 1987).

Figura 3 - Férmula estrutural da Monensina

Como os iondforos afetam seletivamente os organismos Gram-positivos, a
microbiota ruminal desloca em direcdo a uma populacdo mais Gram-negativa e
resulta em alteracbesnos padrées da fermentagcdo da dieta, com isso as
proporcdesde 4acido acético e acido butirico nos &cidos graxos volateissao
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reduzidos, enquanto que a proporcao de acido propidnico é aumentada. O resultado
€ a reducao das perdas de energiapor unidade de alimento consumido (BERGEN,

1984), gerando uma quantidade de emissdo de metano menor para o ambiente.

A administracdo de monensina para o gado, por exemplo, resulta em
melhorias no ganho de peso de ate 10% e diminuigdo no consumo de alimentos de
ate 6%. lonoforos também tém um profundo impacto sobre a reteng&o de nitrogénio
no rumen, um fenémeno conhecido como efeito “protein-sparing”. A monensina é
usada em gado confinado para reduzir a incidéncia de acidose aguda e subaguda,
em resultado do rapido de fermentacdo de hidratos de carbono no rimen e a
acumulacao de &cido lactico (GALYEAN;OWENS, 1988).

A utilizagdo de lasalocida, monensina e salinomicina como promotores de
crescimento foram extinto na Unido Europeia em 2006. Em outras regiées, 0s
ion6foros sao utilizados para melhorar a eficiéncia da producéo através da alteragéo

da microbiota gastrointestinal de animais (REEVES, 2012).

2.2 Farmacos no ambiente

A maior parte da literatura desde a metade da década de 90 tem se
concentrado em estudos de ocorréncia no ambiente. Dietze et al. (2005) e Lalumera
et al.(2004) detectaram a presenca de antibioticos em sistemas aquaculturais; Hirsh
et al. (1999)e Loffler e Ternes (2003),aguas superficiais; Benbz et al. (2005) e
Karthikeyan e Mayer (2006), aguas residuarias; Kim e Carlson (2007), sedimentos.

Os estudos sobre o transporte de sulfonamidas em agua de escoamento
(KAY et al., 2005) eacirculagcéao de sulfonamidas através do solo (BLACKWELL et al.,

2007) indicam que estas substancias ndo possuem alto grau de desorcéo.

Yang et al. (2004) observaram grande influéncia da agricultura, devido a
utiizagdo de adubos organicos, sobre a ocorréncia de sulfonamidas como
sulfametazina, sulfadimetoxina e sulfametoxazol no rio Poudre (norte do Colorado,
EUA), através da adubacao organica . Além disso, Alder et al. (2001) relataram que

a concentracado de sulfametazina em um lago perto de pecuaria intensiva foi maior
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do que nos efluentes de uma estacéo de tratamento de aguas residuais na mesma
area. Além disso, Kolpin et al. (2002) examinaram as concentragbes de farmacos em
139 corregos em todos os 30 estados nos EUA entre 1999 e 2000. Neste estudo,
sulfametoxazol, sulfametazina, trimetoprim, clorotetraciclina e oxytetracyclines foram

detectados numa faixa de 0,002-0,42 pg / L.

Existem poucos relatos na literatura descrevendoas concentracdes
ambientais, destino e transporte de monensina. Comparado com tetraciclinas e
macrélidos, monensina nao é fortemente adsorvido no solo e tem sido detectada em
agua de rio e sedimentos aquaticos no Colorado (KIM; CARLSON, 2006) e em
pequenos corpos d’agua do sul de Ontario (LISSEMORE et al., 2006).

Literatura relacionada as quinolonas no ambiente como resultado de uso
veterinario € escassa. Vestigios de acido oxolinicoflumequina e sarafloxacina foram
detectados em sedimentos em pisciculturas (SAMUELSEN et al., 1992) e vestigios
de enrofloxacina no solo foram detectados em um estudo demonitoramento no
Reino Unido (GIGUERE, 2006b).

Estes e outros estudos demonstram o transporte destes compostos para
aguas superficiais e subterraneas e outras matrizes ambientais a partir de fontes

urbanas e agricolas.

Para avaliacdo de riscos ambientais é necessario conhecer as diferentes
fontes de emissdes de farmacos no ambiente. Assim como os demais farmacos, os
antibiéticos podem se distribuir no ambiente por diversas rotas sejam elas urbanas
ou agricolas. A principal origem de farmacos no ambiente esta nas ETEs, pois se
eles nao forem eliminados pelo processo de purificacdo, os mesmos passam pelo
sistema de esgoto e atingem o ambiente aquético. Por outro lado, muitos compostos
excretados ndo sao rapidamente degradados nas ETEs, embora possam ser
parcialmente  degradados por processos fisico-quimicos e  bioldgicos
(TERNES;JOSS, 2006).

Praticas de uso de adubo organico como complemento e fertilizante agricola
tem facilitado a entrada de antibi6ticos, administrados ao gado, no ambiente, pois
mais de 75 % destes compostos sado eliminados pelos animais (HALLING-

SORENSEN, 2001). Assim como dejetos quando drenados e estocados em lagoas
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de decantacdo, usada comumente para irrigacao também podem conter antibi6ticos
e seus metabdlitos. Estimando-se que 12 milhdes de toneladas de dejetos sejam
produzidas anualmente no Brasil, apenas considerando o rebanho bovino, a entrada
de antibidticos veterinarios por esta rota pode ser relevante. Muito embora, para
Sarmah et al. (2006) a importancia do caminho individual destes compostos no
ambiente varie e dependa da quantidade de residuo, praticas de aplicacao de adubo

organico no solo e os tipos e as doses de antibidticos usados.

Em rios, lagos e cérregos foram detectados residuos de antibiéticos, cujos
valores revelam diferentes ordens de magnitude, pois as concentracoes
frequentemente decaem quando a distancia da fonte aumenta. Sedlack et al. (2004)
consideram que a diminuicdo de residuos de antibidéticos em aguas naturais ocorre
por diferentes mecanismos (fotdlise, atividade microbiana, sorcdo e aspectos
hidroldgicos entre outros) que operam simultaneamente. Outro ponto importante no
decaimento das concentracoes dos residuos de antibidticos nos rios é a diluicao
provocada pela vazao do rio.

2.3 Degradacao

Segundo Gartiser et al. (2007) grande parte dos antibidticos testados ate
agora nao sao biodegradaveis. Contudo, a enrofloxacina foi degradada, em testes
de laboratério, por fungo branco de madeira, 0os quais podem estar presentes no
solo, mas nao em lodo de esgoto (WETZSTEIN, 1999).Antibiéticos com ocorréncia
em solos e sedimentos provaram ser inteiramente persistentes em estudos
laboratoriais e de campo, ndo sendo biodegradaveis em condicbes anaerdbicas
(ALEXY;KUMMERER, 2006).

2.4 Toxicidade

Tamanho da populacdo e idade da primeira reproducdo tem grande
importancia ecoldgica (ROFF, 2001). Enquanto muitas variaveis da histéria de vida
podem ser obtidas usando as técnicas demograficas, as mais comuns sdo a média
da longevidade, taxas liquida de reproducdo (RO) e taxas de crescimento
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populacional (r) (KREBS, 1985). Grist et al. (2003) relataram que, embora a maioria
das variaveis do ciclo de vida ésignificativamente influenciada pelas substancias
toxicas, r € particularmente mais sensivel ao estresse. Qualquer substancia quimica
que afeta a aptidao de um organismo (sobrevivéncia, desenvolvimento, fecundidade
ou diferenciacdo sexual) é susceptivel de ter efeitos que transcendem a resposta
individual e pode afetar todo o ecossistema (KASHIAN;DODSON 2004).

Compostos ativos sao formulados para atingirem caminhos metabdlicos e
moleculares especificos em humanos e animais, porém frequentemente podem
apresentar efeitos colaterais, como é o exemplo damonensina que € um antibiético
ionoforo, usado como coccidiostaticos para varias espécies animais, e para
promocao de crescimento e prevencgao de timpanismo em bovinos (BARROS, 1998).
Embora considerados seguros quando usados para a espécie-alvo, dentro das
doses recomendadas pelo fabricante, o uso dessas drogas tem sido responsavel por
intoxicacdo em bovinos (GAVA et al., 1997), equinos (BEZERRA et al., 1999), ovinos
(RIET-CORREA et al., 1999), suinos (ARMIEN et al., 1997), coelhos (SALLES et
al.,1994), caes (WILSON, 1980), galinhas (CHALMERS, 1981) e outras aves
(GREGORY et al., 1992).

Os antimicrobianos quando introduzidos no ambiente podem percorrer os
mesmos caminhos em organismos ndo alvos, gerando efeitos ndo esperados. Os
efeitos e diferentes modos de agcao ecotoxicolégica de antibibticos (sinais fisiol6gicos
e comportamentais que caracterizam uma resposta biolégica adversa) tanto de uso
humano como veterinario, sédo ainda pouco conhecidos considerando os diferentes
niveis da hierarquia bioldgica. Enquanto a toxicidade de antibidticos contra bactérias
patogénicas é bem conhecida, poucos dados sobre a ecotoxicidade provocada pela
exposicao prolongada a baixas concentracdes de antibidticos a organismos nao alvo
estao disponiveis (MIGLIORE et al., 1997).

Muito embora os ensaios de toxicidade aguda constituam-se em importante
ferramenta de monitoramento e de analise de risco ambiental, parece nao ser a
estratégia mais adequada para avaliacido de efeitos adversos provocados por
antibidticos sobre organismos nao-alvo. Frequentemente a toxicidade aguda esta
relacionada a modos de agdo ndo especificos e ndo a mecanismos que envolvam
alvos especificos (CAMINADA et al., 2006). Estudos sobre a toxicidade aguda de
antibidticos veterinarios (ISIDORI et al., 2005)detectaram efeitos apenas a partir de
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concentragdes de 100 a 1000 vezes maiores do que a de residuos detectados no
ambiente aquético (ng/L e pg/L).

2.5 Organismo teste

Crustaceos sao os principais constituintes dos ecossistemas aquaticos que
oferecem uma variedade de servicos ecolégicos e econdmicos, sendo adeptos a
ocupar diversos nichos (LEBLANC, 2007).

Os cladéceros tém sido amplamente utilizados como organismos de
bioensaios para avaliar o impacto de diferentes substancias téxicas. A literatura
durante os ultimos 10 anos revelou que a pesquisa ecotoxicolégica com cladbcero
estd em uma fase exponencial constituindo cerca de 10% das publicacdes neste
grupo. As substancias toxicas mais comuns utilizadas nos ensaios de toxicidade
com clad6ceros sao os metais pesados, pesticidas e algumas toxinas naturais tais
como cianotoxinas (SARMA; NANDINI, 2006).

Algumas das caracteristicas que tornam os cladéceros adequado para testes
de ecotoxicidade aquética incluem (KOIVISTO, 1995): (i) tamanho pequeno, (ii)
sensibilidade a uma vasta quantidade de substancias toxicas, (iii) grande
distribuicao, (iv) reproducao predominantemente partenogenética, (v) disponibilidade
de técnicas de cultura, (vi) ninhadas degrande tamanho, (vii) alta densidade
populacional e (viii) rapidas taxas de crescimento populacional.

Mais que 80% dos trabalhos publicados sdo concentrados em géneros
plancténicos como Daphnias, Ceriodaphnia e Moina. Logo como existe uma grande
quantidade de informacdes disponiveis sobre a D. magna existe uma facilidade na
comparacao de resultados entre trabalhos diferentes mas que usaram esse mesmo
organismos teste (DUMONT, 1997).Devido a todos esses fatores a D. magna (Figura

4) foi escolhida para ser 0 organismo teste dessa pesquisa.
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Figura 4 - Organismo Teste: Daphnia magna

2.6 Ecotoxicologia

Segundo Zagatto (2006) o interesse do homem pelas questdes ambientais
tem aumentado gradativamente nestas ultimas décadas, devido, principalmente, as
ocorréncias de acidentes com produtos quimicos, com repercussao mundial. O
mesmo autor ainda afirma que o alto nivel de industrializacdo, a necessidade do
aumento de producdo aliada a alta densidade populacional, distribuidas
principalmente em areas geograficas proximas aos baixos rios e regides litoraneas e
a intensa atividade agricola tem aumentado significativamente os lancamentos de

despejos e residuos nos cursos d’agua.

Tendo em vista a complexidade causada pela interacdo dos agentes
quimicos, os efeitos biol6gicos desses efluentes ndo podem ser caracterizados
simplesmente por anadlises tradicionais. Assim, para a caracterizacdo adequada e
controle desses efluentes, a estratégia mais eficiente € o uso integrado de anélises
fisicas, quimicas e ecotoxicologicas para a avaliagcao e previsdo do risco ambiental
(CONSTAN et al., 1993).

O uso dos testes ecotoxicoldgicos integra os conceitos da Ecologia, no que
diz respeito a diversidade e representatividade dos organismos e seu significado
ecoldgico nos ecossistemas, e da Toxicidade, em relacao aos efeitos adversos dos
poluentes sobre as comunidades biolégicas (PLAA, 1982).
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Embora os primeiros testes de toxicidade com despejos industriais tenham
sido realizados entre 1863 e 1917, somente na década de 1930 foram
implementados alguns testes de toxicidade aguda com organismos aquaticos, com o
objetivo de estabelecer a relacao causa/efeito de substancias quimicas e despejos
liquidos (RAND, 1995).

Segundo Rand (1980) os ensaios de toxicidade podem ser utilizados para
diversos fins, como, por exemplo, para: determinar a toxicidade de agentes
quimicos, efluentes liquidos, lixiviados de residuos sélios, dentre outros; estabelecer
critérios e padroes de qualidade de &agua; estabelecer limites maximos de
lancamento de efluentes liquidos em corpos hidricos; avaliar a necessidade de
tratamento de efluentes liquidos quanto as exigéncias de controle ambiental; avaliar
a qualidade das aguas; avaliar a toxicidade relativa de diferentes substéncias;
avaliar a sensibilidade relativa de organismos aquaticos; subsidiar programas de
monitoramento ambiental; estimar os impactos provocados em acidentes

ambientais.

O ensaio de toxicidade aguda pode ser definido como aquele que avalia os
efeitos, em geral severos e rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente
quimico, em um curto periodo de tempo. Estes ensaios procuram estimar a
concentracao da substancia-teste que causa efeito a 50% da populacao exposta,
durante um tempo determinado, variando de 24 a 96 horas.

No ambiente aquatico, em geral, os organismos estdo expostos a niveis
subletais dos poluentes. Essa exposi¢do pode ndo levar a morte do organismo, mas
pode causar disturbios fisiol6gicos e/ou comportamentais em longo prazo. Esses
efeitos ndo sao detectados em ensaios de toxicidade aguda, sendo necessario o uso
de ensaios de toxicidade crbnica, o qual permite avaliar os efeitos adversos mais
sutis aos organismos expostos (ARAGAQO; ARAUJO, 2006).

O ensaio de toxicidade crénica tem como objetivo definir dentre as
concentragdes utilizadas, aquela em que nao sao detectados efeitos de importancia
biolégica sobre as variaveis de interesse (sobrevivéncia, reproducao, crescimento,
etc.) (CAPIZZI et al., 1985).
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2. OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral
Este estudo visa determinar a acdo isolada e de misturas binarias dos

medicamentos veterinarios (Monensina, Sulfametazina e Enrofloxacina) em Daphnia

magna (Cladocera, Crustacea).

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar a toxicidade aguda (CEsp) individual e das misturas binarias dos
farmacos monensina, sulfametazina e enrofloxacina em Daphnia magna;

2. Determinar a toxicidade crénica (CENO e CEO) individual e das misturas
binarias dos farmacos monensina, sulfametazina e enrofloxacina em Daphnia
magna,;

3. Determinar a acao sinérgica, aditiva ou antagonica dos ensaios de misturas

em relagdo aos ensaios isolados.
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3. MATERIAL E METODOS

4.1 Material teste

Todas as substancias padrbées utilizadas foram compradas da empresa
Sigma-Aldrich, sendo elas a Monensin Sodium Salt referéncia M5273-1G com 90-
95% de pureza, Sulfamethazine referéncia S6256-25G com pureza de = 99% € a
Enrofloxacin referéncia 17849-5G-F apresentando uma pureza de = 98%.

4.2 Cultivo das D. magna

As culturas de D. magna foram mantidas em béquers de vidro transparente
com volume de 2 litros (Figura 5), sendo que em cada recipiente foi colocado 1,8
litros do meio de cultivo, contendo 40 organismos testes. O cultivo foi mantido em
incubadora com temperatura de 20+ 1°C e com um fotoperiodo de 16/8h luz/escuro
(Figura 6). O meio de cultivo utilizado foi 0 meio M4 (Tabela 1)(OECD, 2004), sendo
o mesmo trocado duas vezes por semana (Segundas e Sextas).Os seguintes
parametros fisico-quimicos foram controlados: condutividade de 300 + 25 pScm™,
dureza total de 220 + 25 mgL™" CaCOz e pHde 7 a 8.

O meio M4 era preparado utilizando as seguintes quantidades de solugdes
estoque (s.e.) para cada litro de agua reconstituida: 4 mL da s.e.1; 1 mL da s.e. 2; 1
mL das.e.3; 1 mLdas.e.4;0,imLdas.e.5;0,5mLdas.e.6;0,2mLdas.e.7;4mL
das.e.8;0,5mLdas.e.9e0,1 mLdas.e. 10.
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Figura 5 - Cultivo dos organismos teste D. magna

Figura 6 - Incubadora utilizada no cultivo das D. magna

A alimentacao das culturas aconteceu diariamente, na aquantidade de alga de
10° células/dia/organismo. A alga utilizada para alimentacdo foi a
Pseudokirchneriella subcaptata (Figura 7), sendo a mesma cultivada em meio LC
oligo (Tabela 2) (ABNT, 2003), quando necessario o pH foi ajustado entre 6,0 e 8,0
com solugdo de NaOH ou HCI a 2N. Para cada litro de meio Lc Oligo produzido foi
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utilizado 1 mL das solugdes estoques 1, 2, 3, 4 e 7 e 0,5 mL das solugdes estoques
5e6.
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Tabela 1 - Preparo das solugdes estoque para obtengcédo da agua de diluicdo (meio M4)

g olugao Reagente Férmula molecular Quantidade
stoque A
9.L)
1 Cloreto de calcio di-hidratado CaCl,.2H,0 68,5
2 Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgSQO,.7H,0 114,95
3 Cloreto de potéassio KCI 0,58
4 Bicarbonato de sédio NaHCO, 64,8
Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCl,.4H,O 3,605
Cloreto de litio LiCl 3,06
Cloreto de rubidio RbCl 0,71
5 Cloreto de estroncio hexa-hidratado SrCl,.6H,0O 1,52
Cloreto de cobre di-hidratado CuCl,.2H,0 0,1675
Cloreto de zinco ZnCl, 0,13
Cloreto de cobalto hexa-hidratado CoCl,.6H,O 0,1
Acido borico HsBO; 5,719
Brometo de sédio NaBr 0,032
Molibidato de sdédio di-hidratado Na,MoO,.2H,0 0,126
6 lodeto de potassio Ki 0,0065
Selenito de sbdio penta-hidratado Na,Se03.5H,0 0,0044
Monovanadato de amonia NH,VO; 0,00115
Nitrato de sédio NaNO; 0,0548
7 Meta silicato de sodio NaSiO;.9H,0 5
Sulfato de ferro hepta-hidratado FeSO,.7H.O 0,2489
8" EDTA dissédicodi-hidratado C1oH14N:Na,04.2H,0 0,625
Fosfato de potassio tetra-hidratado KH,PO,.4H,0O 0,0286
9 Fosfato de potassio di-hidrogenado KoHPO, 0,0368
Hidrocloreto de tiamina C4,H47CIN,OS.HCI 0,750
10 Cianocobalamina (B;y) Ce3HgsCoN1,044P 0,01
Biotina C10H16N203S 0,0075

* As solugées de FeS04.7H-0 e C1oH14N2Nax0s.2H:0 foram preparadas individualmente em dois litros de

agua purificada por osmose reversa. As duas solugdes foram misturadas e autoclavadas a 121°C por um periodo

de 15 minutos.
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Tabela 2 - Preparo das solucdes estoque para obtencdao do meio LC oligo

Solugao Reagente Férmula molecular Quantidade
Estoque
1 Nitrato de Calcio Tetra-Hidratado Ca(NQO,), . 4H.0 40 ¢
Agua deionizada 1000 mL
2 Nitrato de Potassio KNO; 100 g
Agua deionizada 1000 mL
3 Sulfato de Magnésio Hepta- MgSO, . 7H,O 30¢
_hidratado
Agua deionizada 1000 mL
4 Fosfato Monoacido de Potassio KoHPO, 40 g
Agua deionizada 1000 mL
Sulfato de Cobre(l) Penta- CuSQO;, . 5H,0O 30 mg
hidratado
Molibdato de Amébnio (NHy)s . MO7O»4 .4H0 60 mg
5 Sulfato de Zinco Hepta-hidratado ZnSO, . 7H,O 60 mg
Cloreto de Cobalto Hexa- CoCl, . 6H,O 60 mg
hidratado
Nitrato de Manganés Tetra- Mn(NO3). . 4 H,O 60 mg
) hitratado
6 Acido Citrico Mono-hidratado CeHsO7 . HO 60 mg
_ Acido bérico HsBOs 60 mg
Agua deionizada 1000 mL
Citrato de Ferro Penta-hidratado CesHsFeO; .5H.0 1,625 ¢g
Sulfato de Ferro Hepta-hidratado FeSO, . 7H.O 0,625 ¢
Cloreto de Ferro Hexa-hidratado FeCls . 6H,0 0,625¢g
Agua deionizada 1000 mL
7 Bicarbonato de sodio NaHCOs 159
Agua deionizada 1000 mL
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Figura 7 - Cultivo da alga Pseudokirchneriella subcaptata para alimentagéo dos cultivos de D. manga

4.3 Ensaios toxicolégicos

Todos os ensaios realizados foram mantidos em incubadora com temperatura
controlada em 20 + 1°C e fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro. As diluicdes dos
farmacos foram feitas em meio M4 e colocadas no aparelho de ultrasson marca
Brason modelo 2510 com tempo de permanéncia maxima de 3 minutos para auxiliar
na dissolucao dos mesmos.

4.3.1 Ensaio de toxicidade Aguda

Estes ensaios foram conduzidos com cinco concentracbes mais o controle,
cada uma com trés réplicas (n=3) com sete organismos em cada réplica, seguindo
as normativas da OECD (2004) e ABNT (2003). Foram realizadas duas leituras
24/48 horas, nas quais se contabilizou o numero de individuos iméveis e/ou mortos.

O célculo do ECs 48h, que € a concentragdo que causa mortandade em 50%
da populagédo de organismos testados, e o intervalo de confianga com 95% de
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confianca foram determinados a partir da regressao linear dos resultados utilizando
o método Trimmed Spearman-Karber versdo 1.5 (HAMILTON et al., 1977).

Segundo Freitas (2011), a toxicidade aguda de uma substancia em relacao
aos organismos aquaticos pode ser classificada segundo a Tabela 3.

Tabela 3 - Classificagdo da toxicidade aguda de substancias em relagio a organismos
aquaticos

Organismos Aquaticos

CLso/CEso (mgL™) Classificacdo
X=100 Pouco Téxico
10<x2=100 Mediamente Toxico
1<x210 Muito Téxico
0<x=21 Altamente Toxico

Ap6s a determinacdo da ECsy 48h esses valores foram transformados em
unidade téxica (UT) (SPRAGUE; RAMSAY, 1965; BLAISE; FERARD, 2005) para fins
de comparacao com os resultados dos ensaios de mistura. Para transformar o ECsg

48h em UT foi utilizada a seguinte equacao:

UT = 100/((ECs04gn*100)/A) (1)

onde ECso 48h é o resultado do ensaio agudo individual e A € a maior concentracao

utilizada no ensaio.

Para determinacao do efeito sinérgico, aditivo ou antagdnico foi utilizado a
seguinte comparagao:
sinérgico — UTw> UT (supst. 1) + UT (subst. 2)
aditivo - UT ) = UT (subst. 1) + UT (subst. 2)
antagoénico - UT < UT (subst. 1) + UT (subst. 2)

O desenho experimental para andlise dos efeitos da mistura de antibiéticos

veterinarios foi baseado no conceito de UT. A solucédo estoque da mistura foi feita a
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partir de duas partes de volume iguais, cada uma apresentando o dobro da maior
concentracao utilizada nos ensaios agudos isolados de cada substancia testada. Os
ensaios tiveram as seguintes concentracdes: 100%, 75%, 50%, 25% e 10% mais o
controle, cada uma com trés réplicas (n=3), com sete organismos em cada réplica
(OECD, 2004; ABNT, 2003).

Foram realizadas duas leituras 24/48 horas, nas quais se observou o numero
de individuos imoveis e/ou mortos. Para transformar o ECsomy em UT foi utilizada a

seguinte equacéo:

UTw = 100/ECsom @)

4.3.2 Ensaio de toxicidade Cronica

Estes ensaios seguiram as normativas da OECD (2012), constando-se de
cinco concentracdes mais o controle, cada concentracdo com 10 réplicas (n=10),
contendo um organismo em cada réplica. O teste teve a duragao de 21 dias, tendo
sido 0 meio teste trocado trés vezes por semana e a alimentacdo administrada
diariamente a quantidade de 10° células mL7'dia'. As concentragcées desse
experimento foram baseadas no CEsy dos testes agudos 48h realizadas
previamente, utilizando-se de um fator de diluicdo 3 que foi igual para todos os
ensaios realizados.

Foram avaliados trés “endpoints” durante esses ensaios: sobrevivéncia,
reproducdo e tamanho do adulto. A sobrevivéncia e a producao da prole foram
avaliadas durante cada renovacdo do meio de cultivo, sendo os organismos
neonatos contados e descartados. A influéncia no desenvolvimento individual foi
verificada no ultimo dia do experimento onde os organismos foram fotografados com
ajuda de uma lupa com camera fotografica acoplada. A medi¢do dos organismos foi
feita através das fotos utilizando o programa ImagedJ versao 1.46r.

A partir dos dados obtidos utilizou-se o teste estatistico ANOVA para avaliar
se os resultados apresentavam significancia. Em seguida foi realizado o teste de
Dunnett’s (DUNNETT, 1964) que comparou as meédias do controle com a dos
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tratamentos testados. Determinando assim os parametros CENO (Concentracéo de
efeito ndo observado) e CEO (Concentracao de efeito observado).

Para fins de comparacdo do efeito dos ensaios crbnicos isolados e dos
ensaios crénicos de misturas o CEO foi transformado em UT, para essa conversao
foram utilizadas as equacgdes previamente citadas.

Na montagem dos ensaios crénicos de misturas a solugdo estoque foi feita a
partir de duas partes de volume igual, sendo uma parte apresentando o dobro da
maior concentragdo de um dos ensaios crOnicos isolado e a outra parte
apresentando o dobro da concentracao do outro ensaio crénico isolado. Logo
gerando uma mistura apresentando as maiores concentracdes dos ensaios crénicos

isolados.

As concentragdes desse experimento foram baseadas no CEO dos testes
crdnicos realizados previamente, utilizando-se de um fator de diluicao trés que foi
igual para todos 0s ensaios realizados. Os testes foram realizados com as seguintes
percentuais de utilizacao da solucao estoque: 100%, 33%, 11.11%, 3.7%, 1.23% e
0.41% mais o controle, cada uma com 10 réplicas (n=10), com um organismo em
cada réplica. Cada ensaio teve a duracdo de 21 dias, tendo sido o0 meio teste
trocado trés vezes por semana e a alimentacdo administrada diariamente a uma
quantidade de 10° células mL™"dia™" (OECD, 2012).

Foram avaliados trés “endpoints”: sobrevivéncia, reproducao e o tamanho do
adulto. A sobrevivéncia e a reproducao foram avaliadas durante cada renovacéo do
meio de cultivo, sendo os organismos neonatos contados e descartados. A medicao
dos organismos adultos, realizada no ultimo dia do experimento, foi aferida através
de fotos feitas com uma lupa com camera fotografica acoplada e tendo a medicao
dos organismos feita através do programa Imaged versao 1.46r, para verificar se
houve ou nao influéncia no desenvolvimento individual.

O teste de Dunnett’'s (DUNNETT, 1964) foi utilizado tanto nas medidas de
tamanho individual dos organismos como na quantidade de filhotes gerados durante
todo o ensaio para determinar se as concentracoes testadas apresentaram diferenca
estatistica em relacédo ao controle.

Com fins de comparagédo o CEO dos ensaios cronicos de mistura também
foi convertido em UT, utilizando-se da equacao 2 previamente citada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados dos ensaios agudos individuais.
A monensina apresentou o maior efeito toxico entre os trés farmacos testados,
seguida da enrofloxacina e por fim a sulfametazina. O resultado da toxicidade da
enrofloxacina ao microcrustaceo corresponde aos achados por Bayer (1997) que
reportou o CEsy de D. magna de ser maior que 10 mgL™" em exposicdo de 24h e de
Park e Choi (2008) que determinou o CEs, 48h de 56,7 mgL'. O CEs, 48h da
sulfametazina determinado nesse estudo, também esta de acordo com Jung et al.
(2008), que encontrou 0 CEs, 48h de 185,3 mgL™ para a mesma substancia. Ja o
CEsp 48h da monensina encontrado foi duas vezes maior do que o encontrado por
EFSA (2005) que encontrou o CEsy48h de 7,29 mgL™".

Tabela 4 - Toxicidade aguda dos antimicrobianos testados individualmente para D. magna

Antibiéticos CEso (mgL™)
Intervalo testado (mgL™") 24h 48h
Monensina 1-40 - 15,11 (13,82-16,51)
Enrofloxacina 10-100 - 54,36 (46,12-64,02)
Sulfametazina 130 - 250 - 183,80 (174,71-193,36)

Segundo a classificacdo de toxicidade apresentada anteriormente, na tabela
3, a monensina e a enrofloxacina entrariam na classificacdo de substancias
mediamente téxicas, ja a sulfametazina estaria na classificacdo de pouco téxica.

A unidade téxica (UT) para os ensaios individuais foram calculadas utilizando
a equacao 1, previamente citada e obtive-se os seguintes resultados: monensina —
2,64 UT; enrofloxacina — 1,62 UT; sulfametazina — 1,63 UT.

Na Tabela 5 s&o apresentados os resultados dos ensaios agudos de mistura,
onde o ensaio monensina/enrofloxacina apresentou maior toxicidade, seguido do
ensaio sulfametazina/enrofloxacina e por ultimo o ensaio monensina/sulfametazina

apresentou a menor toxicidade.
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Tabela 5 - Toxicidade aguda dos antimicrobianos testados em misturas para D. magna

Antibioticos CEso (%)
Intervalo testado (%) 24h 48h
Monensina/Enrofloxacina 10-100 37,69(35.04-40.55) 19,15(16,49-22,24)
Sulfametazina/Enrofloxacina 10-100 - 44,74(39,73-50,38)
Monensina/Sulfametazina 10-100 - 45,05(39,77-51,03)

A unidade téxica (UT) para os ensaios de mistura foram calculadas utilizando
a equacao 2 e obteve-se 0s seguintes resultados:monensina/enrofloxacina — 5,22
UT; sulfametazina/enrofloxacina — 2,23 UT; monensina/sulfametazina — 2,21 UT.

Seguindo a comparacdo das Unidades tbéxicas o0  ensaio
monensina/enrofloxacina caracterizou-se pela acao sinérgica, isto é, a mistura dos
dois antimicrobianos proporcionou um aumento da toxicidade (5,22 UT > 2,64 UT +
1,62 UT), apresentando a maior toxicidade para a D. magna. A transformacdo da
porcentagem da CEsy 48h da mistura para a unidade mgL"' obteve-se as
concentracdes de 7,66 mgL ™" para a monensina e 19,15 mgL™ para a enrofloxacina.

Seguindo a classificacdo da Tabela 3 percebe-se que a classificacdo da
enrofloxacina nao foi alterada em relacdo ao ensaio isolado apesar do aumento de
2,8 vezes de sua toxicidade, contudo a classificagdo da monensina que apresentou
um aumento de quase 2,0 vezes de sua toxicidade passou de mediamente téxicas
para muito téxica.

O ensaio sulfametazina/enrofloxacina apresentou acao antagoénica (2,23 UT <
1,683 UT + 1,62 UT), mostrando um decaimento na toxicidade em relagcdo aos
ensaios individuais para o organismo teste utilizado. Fazendo a transformacéo da
porcentagem da CEs; 48h da mistura para a unidade mgL' obteve-se as
concentracées de 44,77 mgL” para a enrofloxacina e 111,85 mgL' para a
sulfametazina. Nao apresentando nenhuma alteracdo em suas classificacbes em

relacao aos ensaios isolados.
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O ensaio monensina/sulfametazina também apresentou agdo antagbnica
(2,21UT < 2,64 UT + 1,63 UT). A transformacao da porcentagem da CEsy 48h da
mistura para a unidade mgL™" obteve-se as concentracdes de 18,02 mgL™” para a
monensina e 112,625 mgL" para a sulfametazina. Também n&o apresentando
nenhuma alteracdo em suas classificagdes em relacao aos ensaios isolados.

A sulfametazina estava presente nos dois ensaios de mistura que
apresentaram acao antagbnica, levantando a possibilidade de que ela seja a causa
da diminuicao da toxicidade dos ensaios de mistura.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados dos ensaios cronicos isolados, 0
resultado se mostrou semelhante aos ensaios agudos individuais com a monensina
apresentando a maior acao toxica seguida da enrofloxacina e por fim a
sulfametazina.

Em relagdo a reproducdo, a monensina e a enrofloxacina apresentaram um
comportamento dose-dependente. A sulfametazina também apresentou um
comportamento dose-dependente, contudo a concentracdo mais baixa testada (0,75
mgL™") apresentou um incremento de reproducdo dos individuos estatisticamente
maior em relacédo ao controle, 0 que poderia explicar a diminuicdo da toxicidade dos

ensaios agudos de mistura na qual a sulfametazina estava presente.

Tabela 6 - Toxicidade cronica dos antimicrobianos testados individualmente com D. magna

Antibiéticos Intervalo testado (mgL™") CENO (mgL™) CEO (mgL™)

Monensina 0,01 - 0,81 0,03 0,09
Enrofloxacina 0,11-9,0 0,11 0,33
Sulfametazina 0,75-61,26 2,26 6,8

Em relagdo ao “endpoint” sobrevivéncia nenhuma das trés substancias
testadas apresentou diferenca estatistica em relagéo ao controle.

A Figura 8 apresenta a comparacédo do tamanho dos organismos adultos em
relagdo ao controle dos ensaios crénicos individuais. Percebe-se que para o ensaio
em que se utilizou a sulfametazina os tamanhos das D. magna nao sofreram

variacdo estatisticamente significativa em relacdo ao controle, contudo os ensaios
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com monensina e da enrofloxacina apresentaram diferenca estatistica no tamanho
dos organismos em algumas das concentracdes testadas em relagéo ao controle.

No ensaio utilizando a monensina as concentracdes que apresentaram maior
diferenca estatistica em relacdo ao tamanho das D. magna, em ordem crescente,
foram: 0,01; 0,27; 0,09 e 0,03 mgL™". A maior concentracdo testada 0,81 mgL™ nao
apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle, o que nos leva a concluir
que a resposta para o “endpoint” tamanho das D. magna em relacdo a monensina
nao é dose-dependente.

O mesmo aconteceu com o ensaio utilizando a enrofloxacina, sendo que as
concentracdes que apresentaram maior diferenca estatistica, em ordem crescente,
foram: 9,0; 0,11; 0,33 mgL™". As concentragdes 1,0 e 3,0 mgL™ ndo apresentaram
diferenca estatistica em relacdo ao controle, o que também nos leva a inferir que a
resposta do tamanho das D. magna em relagdo a enrofloxacina ndo é dose-
dependente.

O estudo de Daughton e Ternes (1999) e Kolpin et al. (2002) detectaram
antibiéticos de uso veterinario em aguas superficiais em baixas concentracdes
(ngL'/ugL™) em varios compartimentos dos ecossistemas aquéticos e terrestres,
sendo assim a enrofloxacina e a monensina que apresentaram toxicidade do CEO
na faixa de 330 ugL'e 90 pgL™’ respectivamente, seriam capazesde causar um
impacto negativo no ecossistema. Contundo a sulfametazina apresentou sua
toxicidade na faixa de 6,8 mgL”' o que esta muito acima das concentracdes
encontradas no ambiente.

Para fins de comparacdo o CEO dos ensaios crénicos individuais foi
convertido para UT utilizando a equacao 1, de onde se obteve: monensina — 9 UT,
enrofloxacina — 27,27 UT e a sulfametazina — 9 UT.

NaTabela 6 sdo apresentados os resultados dos ensaios crénicos de mistura
dos antimicrobianos.O ensaio monensina/enrofloxacina apresentou maior toxicidade,
seguido do ensaio monensina/sulfametazina e por fim sulfametazina/enrofloxacina.

Em relagdo ao “endpoint” sobrevivéncia nenhuma das trés misturas testadas
apresentou diferencga estatistica em relacao ao controle.

Os resultados da comparacdo do tamanho dos organismos adultos em
relacdo ao controle dos ensaios cronicos de misturas sao apresentados na Figura 9.

O ensaio sulfametazina/enrofloxacina nao apresentou diferenga estatistica em
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relacdo ao controle, contudo apresentou uma grande variabilidade nas amostras
principalmente nos percentuais de 3,7 e 100%.

O ensaio monensina/sulfametazina apresentou duas concentracbes com
tamanhos dos adultos maiores que o controle (0,41 e 100%), apresentou trés
concentragdes que nao diferiram do controle (1,23, 11,11 e 33%) e apenas uma
concentragcdo com tamanhos menores que o controle (3,7%).

O teste monensina/enrofloxacina apresentou uma concentragao (100%) com
tamanho maior em relacdo ao controle e todas as outras concentragdes nao
apresentaram diferenca quando comparadas com o controle.

Esses dados nos permite inferir que a resposta do tamanho das D. magna

para as misturas testadas, nao possui uma resposta dose-dependente.



50

Ensaio Crénico de Enrofloxacina
4.5+
E
= 4,28
v
x
<
IS
x
1S
Q o
o 4] o
£ o
C
<
[=
[\
§
< 375
LR
354 e
T T T T T T
(R | 033 1.0 3.0 a0 [
Concentracao (maL™
Ensaio Crénico de Monoensina
4.5
€
E
v
x
<
&
1S
Q
% ]
a
T
C
<
[=
[
€
Y
Foass ]
o
QU 0.03 (el ] 0.27 LHE: D] <
Concentracio (malL™
Ensaio Cronico de Sulfametazina
ERLE
€
é i .
o,
«
c
IS
&
g
Q 425
[
a
T
c
E o
£ i
¥
[y
375+
o
T T T T T T
0.68 0.75 228 2042 1.6 c
Concentracio (malL ™)

Figura 8 - Resultados das variac6es dos tamanhos das D. magna dos ensaios cronicos isolados.
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Tabela 7 - Toxicidade cronica para os antimicrobianos testados em misturas com D. magna

Antibioticos Intervalo testado (%) CENO (%) CEO (%)
Monensina/Enrofloxacina 0,41 -100 - 0,41
Sulfametazina/Enrofloxacina 0,41 -100 33 100
Monensina/Sulfametazina 0,41 -100 1,23 3,7

A unidade toxica (UT) para os ensaios crénicos de mistura foram calculadas
utilizando a equacao 2, obtendo os seguintes resultados:

monensina/enrofloxacina — 243,9 UT;
sulfametazina/enrofloxacina — 1 UT;

monensina/sulfametazina — 27 UT.

Com base nesses dados €& possivel dizer que o ensaio
monensina/enrofloxacina caracterizou-se pela acao sinérgica (243,9 UT >9 UT +
27,27 UT), apresentando a maior toxicidade para a D. magna. O ensaio
monensina/sulfametazina também apresentou agao sinérgica (27UT > 9 UT + 9 UT),
mostrando um aumento da toxicidade em relacdo ao ensaio individual da
sulfametazina. O ensaio sulfametazina/enrofloxacina apresentou acao antagénica
(1UT <9 UT + 27,27 UT).



52

Ensaio cronico Monoensina/Enrofloxacina
(=]
45
€
£
PR
«
<
IS
&
g
Q
v 44
a
T
c
<
[=
a
§
S AT+
35 Dk
T T T T T T T
041 L2 100 1111 ar 33 -]
Concentragao (mgL™)
Ensaio crénico Monoensina/Sulfametazina
475
]
4.8
€
E yzad
v
x
§ @
x
1S .
p i
o
<
o af
£ amd
[=
g @
3y
=
354
E¥-F
L] T T T T T T
o4 1.3 100 1.1 a7 33 [+
Concentragao (mgL™)
Ensaio crénico Sulfametazina/Enrofloxacina
454 I
€ T
£
o Lol
g
;Y
o &
¢ =+
a
T
c
€
& 3589
€
T
[
oo
44 o
T T T T T T T
o041 123 100 111 iy 33 c
Concentragao (mgL™)
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53

Porter e Orcutt (1977) relataram que a taxa liquida de reproducao (R0O) de D.
magna é normalmente 59-83 neonatos, no entanto no presente estudo, os trés
antibiéticos monensina, sulfametazina e enrofloxacina apresentaram o RO inferiores
nas concentracées mais elevadas do ensaio, tanto nos ensaios crénicos individuais

quanto no ensaios crénicos de mistura (Figurai0).
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Figura 10 - Taxa liquida de reproducéao (R0) e taxa de crescimento populacional (r) de D. magna apos 21
dias de exposicdo aos antimicrobianos.
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5. CONCLUSAO

Os resultados de toxicidade aguda e crénicos dos antibidticos avaliados
isoladamente assim como os de misturas nos permitem concluir que a Daphnia
magna se mostrou sensivel a monensina, a enrofloxacina e a sulfametazina. Dentre
esses trés antimicrobianos testados nesse trabalho a monensina se apresentou

como a mais toxica.

Os ensaios agudos de mistura mostrou que a interacao desses medicamentos
pode interferir em suas toxicidades, causando efeitos de agéo sinérgica e efeitos de
acao antagdnica. Os ensaios de mistura da enrofloxacina/sulfametazina e
monensina/sulfametazina apresentaram ag¢do antagbnica, ja 0 ensaio

monensina/enrofloxacina apresentou acao sinérgica.

O mesmo aconteceu com 0s ensaios cronicos, onde as misturas binarias
monensina/enrofloxacina e o ensaio monensina/sulfametazina apresentaram um
aumento na toxicidade em relacdo aos compostos testados isoladamente, causada
pela agdo sinérgica das misturas. O ensaio enrofloxacina/sulfametazina apresentou

uma diminuicao da toxicidade aos organismos testes, devido a acao antagénica.

Os ensaios cronicos, onde os compostos foram testados isoladamente
apresentam um comportamento dose-dependente em relagéo a reproducao para os
trés antimicrobianos. Contudo quando comparados com o0s resultados dos ensaios
crdnicos de mistura se evidencia que a interacdo desses medicamentos provocou
uma alteragéo na toxicidade individual dos antimicrobianos testados, causando uma
resposta ndao dose-dependente em relacao a reproducao.
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6. CONSIDERAGCOES FINAIS

z

E necessaria a realizacao de mais trabalhos com misturas de medicamentos,
nao s6 com outras moléculas como também com outros organismos testes, para

entendermos o real impacto que essas moléculas causam ao ambiente natural.
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