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RESUMO: Nas Ultimas décadas a contaminagdo de origem antrOpica dos ecossistemas aquaticos tem
aumentado sucessivamente, e, em conseqiiéncia, farmacos e seus residuos sao freqiientemente
detectados nos ambientes aquaticos. A concentracdo crescente destes residuos em ecossistemas
aguaticos tem despertado cada vez mais interesse, tanto pelo aumento em quantidade e variedade, quanto
pela toxicidade que pode provocar nos organismos aquaticos nao-alvo, gerando assim a necessidade da
avaliacdo dos seus efeitos nestes ecossistemas. Portanto, em virtude da existéncia de poucos estudos
ecotoxicoldgicos com ciprofloxacina, o presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar a toxicidade
aguda deste antibidtico sobre as espécies de Cladocera Daphnia magna e Ceriodaphnia silvestrii. Para isso,
realizaram-se testes de toxicidade aguda, com concentragdes nominais do farmaco. Para o dafinideo C.
silvestrii, os valores de CEsg; 24 h e CEsp; 48 h foram de 43,80 mg L-'e 9,17 mg L respectivamente. Para
D. magna, os valores de CEsy 24 e 48 h ndo foram possiveis de calcular, pois um nimero menor que 50%
dos organismos apresentaram imobilidade na maior concentracdo testada (100 mg L'l). Os resultados
obtidos mostraram que a espécie tropical C. silvestrii foi mais sensivel ao antibiético ciprofloxacina do que a

espécie exodtica D. magna. Muitos critérios de qualidade de agua em regifes tropicais sdo baseados em
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testes ecotoxicoldgicos com espécies ndo-nativas e isso pode levar a erros na definicdo dos niveis maximos
permitidos de substancias quimicas em corpos d'agua. Portanto, este estudo sugere o0 uso de espécies

nativas em avaliacfes ecotoxicolégicas com compostos farmacolégicos.
Palavras-chave: Antibiético. Microcrustaceos. Farmacos.

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos o monitoramento de farmacos no ambiente vem ganhando
grande interesse devido ao fato de muitas dessas substancias serem frequentemente
encontradas em efluentes de Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES), aguas de
abastecimento (ETAs) e em outras matrizes ambientais como solo e sedimento em
concentracdes da ordem de pug L™ e ng L™ (BILA; DEZOTTI, 2003).

Os farmacos séo considerados contaminantes ambientais devido a estas moléculas
serem biologicamente ativas. Além disso, a grande maioria destes compostos tem
facilidade de penetracdo nas barreiras bioldgicas, exercem acao farmacoldégica mesmo
em baixas quantidades, exercendo acdes distintas de acordo com a espécie animal e
respectivas vias metabodlicas envolvidas (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006). Os
farmacos tém também baixa biodegrabilidade no ambiente e elevada capacidade de
bioacumulacado e persisténcia ambiental, podendo adquirir novas formas (metabdlitos ou
produtos de degradacdo), com novos modos de acdo e novos Orgaos alvo (FENT,;
WESTON; CAMINADA, 2006).

O aporte de substancias farmacologicas no ambiente advém do uso intenso e
extensivo no tratamento de doencas em seres humanos e animais; sendo excretados na
forma ndo metabolizada ou como metabdlito ativo e introduzidas, principalmente, a partir
do lancamento via efluentes municipais nos corpos hidricos receptores (CHAPMAN,
2006).

Dentre os farmacos, o grupo dos antibiéticos é considerado um dos mais
importantes. Estes compostos sdo extensivamente utilizados na medicina humana e
veterinaria, e, em aquicultura, com o propdsito de prevenir ou tratar infec¢gées microbiais,
embora na pecuaria sejam também usadas como promotoras de crescimento. Em

particular, os antibiéticos representam uma especial ameaga para a saude ambiental,
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devido a sua baixa biodegradabilidade e toxicidade para bactérias, além do potencial para
o desenvolvimento de espécies bacterianas resistentes (KUMMERER, 2004).

Os efeitos colaterais que os antibidticos podem causar, na maioria dos casos ainda
sdo desconhecidos. De acordo com Jorgensen e Halling-Sorensen (2000), alguns desses
efeitos podem ser observados em concentracdes na ordem de ng L™ e ja ha indicios de
gue o desenvolvimento de resisténcia antibidtica seja ainda favorecido por essas baixas
concentragdes (SANTOS; PIZZOLATO; CUNHA, 2007).

Dentre as classes de antibidticos de maior relevancia ambiental estdo as
fluoroquinolonas, cujo efeito antibacteriano baseia-se na inibicdo da enzima DNA-girase
(topoisomerase 1), envolvida na biossintese de DNA (KATZUNG, 1995). A ciprofloxacina
[1-cyclopropyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-piperaziny)-3-quinoline  carboxylic  acid]
(Figura 1) pertence ao grupo das fluoroquinolonas e atua contra uma ampla gama de
bactérias Gram-negativas, incluindo véarias espécies de Enterobacteriaceae e
Pseudomonas, e bactérias Gram-positivas (CHIN; NEU, 1984). Comparado a
fluoroquinolonas similares, como norfloxacina, ofloxacina, pefloxacina e enoxacina, a
ciprofloxacina é aproximadamente 4 vezes mais ativa contra quase todas as bactérias
citadas acima (VAN CAEKENBERGHE; PATTYN, 1984). Quando administrada
oralmente, a ciprofloxacina € bem absorvida e distribuida nos tecidos e excretada na
urina, em altas concentracées (81% do administrado a humanos) (BORNER; LODE;

HOFFKEN, 1986).

Figura 1: Estrutura da ciprofloxacina
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Segundo estudos, devido a sua ampla utlizacdo, a ciprofloxacina é um
contaminante frequientemente encontrado no compartimento aquatico. Este antibiético foi
verificado em efluentes hospitalares com valores entre 2 e 11 ug L™' (BROWN et al. 2006;
SEIFRTOVA et al. 2008), em efluentes de estacbes de tratamento de esgoto (<6 - 310 ng
L") (BROWN et al. 2006; SEIFRTOVA et al. 2008), bem como em aguas superficiais,
como por exemplo no Rio Lambro (Italia) (14,36 ng L") (CALAMARI et al., 2003) e no Rio
Mondego (Portugal) (79,6 - 119,2 ng L™") (PENA et al., 2007). No entanto, apesar de
detectada em amostras de agua naturais, os efeitos ecotoxicoldgicos da ciprofloxacina a
organismos nao-alvo, ndo foram amplamente investigados (SANTOS et al., 2010).
Trabalhos anteriores demonstraram que a ciprofloxacina € extremamente genotoxico
(HARTMANN et al, 1998) e apresenta toxicidade aguda a espécie de alga
Pseudokirchneriella subcapitata (GRUNG et al., 2008). Alguns estudos foram realizados
com a espécie Daphnia magna (e.g. HALLING-SORENSEN et al. 2000; MARTINS et al.,
2012), no entanto, ainda ndo existem trabalhos de toxicidade aguda com ciprofloxacina
utilizando a espécie de Cladocera Ceriodaphnia silvestrii.

Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a toxicidade
aguda do antibiético ciprofloxacina ao claddcero exoético Daphnia magna e ao cladécero
nativo Ceriodaphnia silvestrii.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Organismos-teste

A espécie Daphnia magna (Crustacea, Cladocera) é um microcrustaceo
planctbnico exdtico, de larga distribuicdo no hemisfério norte e com 5 a 6 mm de
comprimento. A espécie Ceriodaphnia silvestrii (Crustacea, Cladocera) € um
microcrustaceo planctonico nativo, encontrado no Brasil e na Argentina e que apresenta
de 0,8 a 0,9 mm de comprimento. Em geral os cladéceros da familia Daphnidae séo os
organismos-teste preferencialmente utilizados em ensaios toxicolégicos devido a
facilidade de cultivo, ao pequeno porte, a representatividade na comunidade

zooplanctdnica e por terem ciclo de vida relativamente curto (RAND, 1995).
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A espécie D. magna é um organismo amplamente utilizado em Ecotoxicologia na
avaliacdo da toxicidade de vérias substancias quimicas. No entanto, como este organismo
nao ocorre naturalmente em corpos d’agua brasileiros, a utilizagcdo da espécie nativa C.
silvestrii neste estudo para avaliacdo da toxicidade aguda da ciprofloxacina tem o intuito
de possibilitar maior representatividade quando se extrapolar os dados de ensaios em
laboratorio as condicdes de campo, aumentando a eficiéncia e a confiabilidade das
avaliacBes ecotoxicoldgicas.

Os individuos de C. silvestrii e D. magna utilizados nos bioensaios ecotoxicolégicos
foram cultivados no laboratério de Ecotoxicologia do Departamento de Ecologia e Biologia
Evolutiva da Universidade Federal de Sdo Carlos (DEBE/UFScar).

2.2 Manutencao e cultivo das espécies de Cladocera

Os cultivos de D. magna foram mantidos em incubadora com temperatura
controlada a 22 + 2°C, enquanto os de C. silvestrii foram mantidos a 25 + 2°C, ambas com
fotoperiodo de 12h(claro)/12h(escuro). Para o cultivo da C. silvestrii foi utilizada agua
reconstituida preparada de acordo com a ABNT (2005) e com as seguintes
caracteristicas: pH de 7,0 a 7,6, dureza entre 40 e 48 mgCaCOs; L™ e condutividade
elétrica de 160 uS cm™. Essa espécie de cladécero foi mantida em béqueres de 2 L, com
um maximo de 140 individuos por recipiente.

A espécie D. magna foi mantida em meio de cultura artificial de elevada dureza
(ASTM, 1980), com as seguintes caracteristicas: pH 8,0 a 8,6 e dureza entre 180 e 220
mgCaCO; L. Essa espécie foi mantida em béqueres de 2 L, com um maximo de 50
individuos por recipiente. Os individuos de C. silvestrii foram alimentados com suspenséo
algacéa de Pseudokirchneriella subcapitata, cultivada em meio CHU-12 (MULLER, 1972),
a concentracdo de 1 x 10° células mL™ e alimento composto (levedura e racdo de peixe
fermentada na proporcdo de 1:1) numa concentracdo de 1mL L™* (ABNT, 2004). A
espécie D. magna foi alimentada conforme descrito para a C. silvestrii, porém com o
dobro de suspens&o algacéa (2 x 10° células mL™).

A manutencdo das culturas foi realizada trés vezes por semana, quando eram

renovados a agua e o alimento. Mensalmente, a saude dos cultivos foi verificada por
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testes de toxicidade aguda com a substancia de referéncia cloreto de sédio para a

espécie C. silvestrii e dicromato de potassio para a D. magna.
2.3 Testes de toxicidade aguda

O antibidtico ciprofloxacina utilizado possui grau de 90% de pureza, Marca
Eurofarma. A solucdo estoque foi preparada através da diluicdo de ciprofloxacina em
agua destilada, numa concentracdo de 500 mg L™. Os procedimentos metodolégicos
foram realizados de acordo com norma padronizada (ABNT, 2004). Os testes de
toxicidade aguda consistiram na exposi¢cdo de 5 neonatas com menos de 24 horas de
idade por réplica, a diferentes concentracdes de ciprofloxacina (3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e
100 mg L) estabelecidas de acordo com Martins et al. (2012) para D. magna. Para a C.
silvestrii utilizou-se as mesmas concentracdes para possivel comparacdo entre as duas
espécies estudadas. Os testes de toxicidade tiveram a duracéo de 24 e 48 horas e foram
realizados em placas de cultivo celular de 6 pocos (TPP®). Como controle utilizou-se agua
reconstituida. Foram realizadas quatro repeticdes tanto para o controle como para cada
concentracdo de ciprofloxacina testada, sendo que em cada réplica foram adicionados 10
mL de solucdo-teste. Os experimentos foram mantidos sob a mesma temperatura dos
cultivos-estoque, sem iluminacdo e alimentacdo. No inicio dos testes foram realizadas
medidas das variaveis pH, condutividade, temperatura e dureza, sendo que todas estas
variaveis foram medidas também no final do teste, com excecdo da dureza que
apresentou volume insuficiente.

AplOs o0 periodo de exposicdo (24 e 48 horas) procedeu-se a contagem dos
organismos imoveis. Se a porcentagem de individuos imoveis no controle excedesse
10%, o teste era considerado invalido, o que ndo ocorreu nesse experimento. Os
resultados foram expressos em CEsp — concentracdo efetiva mediana que causa efeito
agudo a 50% dos organismos no tempo de exposicdo (ABNT, 2004), com intervalo de
confianca de 95%, utilizando-se o programa estatistico Trimmed Spearmann- Karber
(HAMILTON; RUSSO; THURFTON, 1977).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Durante os testes de toxicidade aguda para a Ceriodaphnia silvestrii, os valores do
pH das solucdes testes permaneceram dentro da faixa de 7,0 a 7,6 e ndo variaram mais
do que 0,5 unidade durante o teste. A temperatura variou de 24,3 a 24,6 °C, a
condutividade elétrica variou de 131,7 a 157,7 uS cm™ e a dureza inicial variou de 40 a 48
mg CaCO; L. Durante os testes de toxicidade aguda para a Daphnia magna, os valores
do pH das solucbes testes mantiveram dentro da faixa de 8,0 a 8,6 e ndo variaram mais
do que 0,5 unidade durante o teste. A temperatura variou de 24,4 a 24,6 °C, a
condutividade elétrica variou de 449 a 542 pS cm™ e a dureza inicial variou de 180 a 184
mg CaCOs; L. Assim, os testes de toxicidade preencheram os critérios de validade
estabelecidos nas diretrizes da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2005)
para C. silvestrii e da “Organization for Economic Cooperation and Development” (OECD,
2004) para D. magna.

A Figura 2 apresenta 0 numero de organismos imoOveis no controle e nas
concentragbes testadas para C. silvestrii e D. magna expostos ao antibibtico
ciprofloxacina durante 48 horas. Pela analise da Figura 2, observou-se que, enquanto na
maior concentracdo testada (100 mg L™), 100% dos organismos de C. silvestrii
apresentaram imobilidade, para D. magna, apenas 30% dos organismos apresentaram
imobilidade. Os valores da CEsp; 24h e CEsp; 48h e os intervalos de confianga obtidos nos
testes realizados com os dois claddceros estao apresentados na Tabela 1. Como menos
de 50% dos organismos de D. magna apresentaram imobilidade, ndo foi possivel calcular

o valor de CEsg para esta espécie.

Ceriodaphnia silvestrii Daphnia magna
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Figura 2: Numero de organismos iméveis no controle e nas concentragfes testadas para C. silvestrii e D.
magna expostos ao antibidtico ciprofloxacina durante 48 horas

Nota: O nimero de organismos iméveis refere-se a somatéria das quatro réplicas

Tabela 1: Valores de CEsy 24 e 48 horas do antibiético ciprofloxacina e respectivos intervalos de confianca

(IC- 95%), para os cladéceros Ceriodaphnia silvestrii e Daphnia magna, em testes de toxicidade aguda

Organismo-teste Tempo de exposicdo (h) CEg, (Mg L'l) Intervalo de Confianca (IC-95%)

. o . 24 43,80 31,23-61,44
Ceriodaphnia silvestrii
48 9,17 7,05-11,91
) 24 NC NC
Daphnia magna
48 NC NC

Nota: NC= N&o foi possivel calcular

De acordo com os resultados, observou-se que a espécie nativa Ceriodaphnia
silvestrii foi mais sensivel a ciprofloxacina do que a espécie exética Daphnia magna, tanto
em 24 horas quanto em 48 horas de exposi¢cao ao antibidtico.

Martins et al. (2012) determinaram a CEsp para Daphnia magna exposta a
ciprofloxacina, e observaram que esta foi de 65,3 mg L™. Halling-Sorensen et al. (2000)
nao observaram, como no presente estudo, a CEsp para D. magna, devido ao fato da
concentracdo méaxima testada (60 mg L) ndo causar efeito agudo a 50% dos
organismos.

Para a espécie C. silvestrii, ndo foram encontrados na literarura estudos
ecotoxicolégicos ao antibidtico ciprofloxacina. Na Tabela 2 sdo apresentados dados
ecotoxicolégicos (ECsp; mg L™) para diferentes organismos aquéaticos expostos a
ciprofloxacina disponiveis na literatura. Ao comparar a CEsg observada para a C. silvestrii
a de outras espécies aquaticas, percebeu-se que esta foi mais sensivel a ciprofloxacina
do que as espécies Vibrio fischeri, Chlorella vulgaris, Daphnia magna, Gambusia
holbrooki e Danio rerio (Tabela 2). No entanto, diferentes causas da variabilidade na
sensibilidade de espécies para um determinado poluente incluem caracteristicas
fisioldgicas dos animais selecionados (estado de nutricdo, sexo, estagio no ciclo de vida),
as condicdes de cultura (temperatura, alimentacdo, fotoperiodo e dureza da agua) e
também propriedades das substancias utilizadas nos ensaios (degradabilidade,
solubilidade e pureza) (COWGILL, 1987; RAND, 1995).
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Tabela 2: Valores de CEsq (Mg L'l) para diferentes organismos aquaticos expostos ao antibiotico
ciprofloxacina disponiveis na literatura

Organismo-teste Parametro CEso (Mg L™ Referéncia
Vibrio fischeri Inibicdo de luminescéncia >5,9 Hernando et al. (2007)
Inibicdo de luminescéncia 115 Martins et al. (2012)
Pseudokirchneriella subcapitata Inibicdo de crescimento - 72h 2,97 Halling-Sorensen et al. (2000)
Inibic&o de crescimento - 96h 4,83 Martins et al. (2012)
Chlorella vulgaris Inibi¢c@o de crescimento - 96h 20,6 Ni et al. (2008)
Microcystis aeruginosa Inibicdo de crescimento - 120h 0,017 Robinson et al. (2005)
Lemna gibba Inibicdo de crescimento - 7 dias 0,697 Brain et al. (2004)
Lemna minor Inibic&o de crescimento - 7 dias 3,75 Martins et al. (2012)
Daphnia magna Imobilizacéo - 48h >60 Halling-Sorensen et al. (2000)
Imobilizacado - 48h >10 Robinson et al. (2005)
Imobilizacao - 48h 65,3 Martins et al. (2012)
Gambusia holbrooki Mortalidade - 96h >60 Martins et al. (2012)
Danio rerio Mortalidade - 72h >100 Halling-Sorensen et al. (2000)

O uso de espécies de clima temperado em regides tropicais para as avaliacdes
ecotoxicolégicas parece ser inadequado, uma vez que as respostas toxicas de
organismos a substancias quimicas séo frequientemente espécie-especificas. Portanto, o
uso destas espécies nos tropicos tem sido questionado (DO HONG et al., 2004).

Muitos critérios de qualidade de dgua em regides tropicais sdo baseados em testes
ecotoxicolégicos com espécies ndo-nativas e, conseqliientemente, isso pode levar a erros
na definicdo dos niveis maximos permitidos de substancias quimicas em corpos d'agua.
Portanto, este estudo reforgca-se a idéia de utilizar espécies nativas para estabelecer as
concentracfes maximas de substancias toxicas em critérios de qualidade da agua, uma
vez que os seus efeitos podem estar relacionados com variaveis ambientais especificas
para cada regiao.

Embora as concentracdes de efeito obtidas para a espécie Ceriodaphnia silvestrii
estejam muito acima dos niveis de ciprofloxacina quantificados nos sistemas aquaticos
(e.g. PENA et al. 2007; SEIFRTOVA et al. 2008), a capacidade deste antibiético de
persistir adsorvido em particulas, em conjunto com a entrada continua no ambiente
(ROBINSON et al., 2005) pode constituir um risco para a biota aquatica. Ensaios crénicos
realizados por Martins et al. (2012) com D. magna evidenciaram que uma exposi¢cao
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prolongada a baixas concentracdes de ciprofloxacina induziu deficiéncias aos parametros
de ciclo de vida desta espécie (tamanho dos neonatos, fecundidade, nimero de ninhadas
por fémea, dentre outros). Tal resultado pode antecipar potenciais danos sobre a
manutencao a longo prazo de popula¢des naturais expostas continuamente a entrada de
antibidticos, além de reforcar a necessidade de testes de toxicidade cronica

paralelamente aos testes agudos.

4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados de toxicidade e comparacdes entre os claddceros
estudados, concluiu-se que a espécie nativa Ceriodaphnia silvestrii foi mais sensivel ao
antibidtico ciprofloxacina do que a espécie exdética Daphnia magna. Assim, 0 uso de
espécies de clima temperado em regifes tropicais para as avaliagdes ecotoxicoldgicas
deve ser questionado, propondo-se o0 uso de espécies nativas que podem fornecer mais
informacdes ecologicamente relevantes sobre a toxicidade dos farmacos nos ambientes
aquaticos tropicais. No entanto, mais estudos de toxicidade aguda e crbnica devem ser
realizados para a avaliacdo dos diferentes efeitos (mortalidade, reproducéao,
desenvolvimento tardio e malformacfes) deste composto nos ecossistemas aquaticos, a
fim de gerar dados para integrar a avaliacdo de risco de farmacos e proteger o0s
organismos nao-alvo da ameaca representada pela presenca destes produtos no

ambiente.
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