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RESUMO — Com a intensificagdo da aquicultura, o surgimento de doengas torna-se cada vez mais
frequente. A oxitetraciclina é um dos antibiéticos mais utilizados na piscicultura para o controle de
infecgbes bacterianas. O objetivo deste estudo foi determinar a concentragdo letal média (CLso-96n)
de oxitetraciclina em poés-larvas de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus, assim como a influéncia de
distintos niveis desse antibiético no peso e comprimento final e na qualidade de agua. Foram
utilizadas 126 poés-larvas com peso médio inicial de 32,25+3,74 mgq, previamente aclimatadas por
48 horas e cada aquario continha sete pés-larvas mantidas em jejum durante o experimento. Os
parametros de qualidade de agua (pH, oxigénio dissolvido, temperatura, dureza, condutividade e
amonia total) foram medidos diariamente. Foram utilizadas cinco concentragbes de oxitetraciclina
(2,01; 2,44; 3,31; 3,65 e 4,59 mg L") e um controle (sem o antibiético), sendo trés repeticées por
concentracdo. A concentracdo letal média (CLsy)) de 96 horas encontrada do antibiotico
oxitetraciclina para pés-larvas de tildpia-do-nilo foi de 3,45 mg L', porém ndo houve diferenga
estatistica significativa para o peso e comprimento final. O oxigénio dissolvido diferiu (p<0,05) ao
decorrer do tempo experimental, correlacionando os efeitos deletérios biolégicos e ambientais ao

aumento da oxitetraciclina presente no ambiente.
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ABSTRACT - With the intensification of aquaculture, the emergence of disease becomes more
frequent. Oxytetracycline is one of the antibiotics most used in fish culture for the control of bacterial
infections. The objective of this study was to determine the median lethal concentration (LCso.96n) Of
the oxytetracycline for Nile tilapia Oreochromis niloticus post-larvae, as well as the influence of
different levels of this antibiotic on final weight and length and water quality. A total of 126 post-
larvae were used with an initial average weight of 32,25+3,74 mg, were previously acclimated for 48
hours, and each aquarium contained seven individuals kept fasted during the experiment. The
parameters of water quality (pH, dissolved oxygen, temperature, conductivity, hardness and total
ammonia) were measured daily. Five concentrations of oxytetracycline (2.01; 2.44; 3.31; 3.65; and
4.59 mg L) and one control (without the antibiotic)) were used with three replicates per
concentration. The 96-hour median lethal concentration (LCso) for oxytetracycline for Nile tilapia
post-larvae was 3.45 mg L', there was no statistically significant difference of final weight and
length. The dissolved oxygen differed (p <0.05) during the experimental period, correlating the
deleterious biological and environmental effects with the increase of oxytetracycline present in the

aquatic environment.

Keywords: fish farming, antibiotic, lethality, toxic effects.

1 INTRODUGAO

A tilapia-do-nilo é a principal espécie produzida na aquicultura continental brasileira. De
acordo com dados do IBGE (2017), a produgdo de tilapia no Brasil em 2017 alcangou 283.249
toneladas, representando 58,4% do total da producdo da piscicultura. Os sistemas de producao
preconizados atualmente sdo baseados no uso de altas densidades de estocagem de peixes, como
o exemplo de tanques redes que podem atingir até 80-120 kg/m® (GARCIA et al., 2013). Dessa
forma, problemas com baixa qualidade de agua e altas densidades podem aumentar o risco de
doencgas, tornando a produgdo cada vez mais dependente de quimicos para o tratamento de

enfermidades, como os antimicrobianos (MONTEIRO et al., 2015).

Os antimicrobianos correspondem a uma classe de farmacos utilizados em larga escala na
producao aquicola (CABELLO et al., 2013) e podem ser de origem natural ou sintética, possuindo
efeito bactericida ou bacteriostatico, evitando o crescimento de bactérias patogénicas (CANADA-
CANADA et al., 2009). A oxitetraciclina é um antibiético do grupo das tetraciclinas e sua utilizagéo é

bastante difundida mundialmente para o tratamento de infec¢des bacterianas em peixes (RIGOS;
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TROISI, 2005), devido seu amplo espectro, efetividade e baixo custo. Ela possui acgao
bacteriostatica e inibe a sintese proteica em bactérias gram-negativas e gram-positivas (RIGOS et
al., 2006).

O aumento do uso de antibiéticos na produgao animal € uma preocupagdo mundial para a
saude publica pela possibilidade do aumento da resisténcia de algumas bactérias comensais do
intestino humano e animal, além da possivel disseminacdo de genes de resisténcia entre diversas
populagdes bacterianas, especialmente as patogénicas (GASTALHO et al., 2014). Os antibidticos
causam impacto ambiental em corpos hidricos (COYNE et al., 2001), com o desenvolvimento de
resisténcia a antibidticos para algumas bactérias aquaticas, toxicidade direta a microflora e
microfauna e também tem risco a saude humana pela ingestdo de fauna bentbnica ndo-alvo
contaminada (RIGOS et al., 2004). Os efeitos diretos pela utilizagdo excessiva ou inadequada
desses medicamentos (MARSHALL; LEVY, 2011) em peixes ocasionam imunossupressao,
nefrotoxicidade (ISLAM et al., 2015), diminuigdo do indice de atividade fagocitaria (REDA et al.,
2013), estresse oxidativo e dano hepatico (GUARDIOLA et al., 2012).

Os impactos do uso de antibiéticos sobre os organismos aquaticos podem ser avaliados por
meio de estudos ecotoxicoldgicos em diversas espécies, determinando os efeitos ou letalidade de
varias substancias (FUJIMOTO et al., 2012). Os ensaios ecotoxicolégicos determinam o potencial
de risco ambiental de varios compostos quimicos, com o uso de diferentes doses em resposta a
mortalidade dos organismos aquaticos (CRUZ et al., 2004), e sdo medidos pela concentracao letal
média (CLso) que representa a dose toxica que ocasiona a mortalidade de 50% dos organismos
expostos a alguma substancia em um determinado periodo (ECETOC, 1985). Essas informacdes
sdo importantes ndo somente do ponto de vista ambiental, como para procedimentos de
biossegurancga nas proéprias pisciculturas, ja que pode existir contaminacao cruzada pela agua e
riscos de toxicidade durante o tratamento de animais em diferentes estagios de desenvolvimento

dentro da mesma propriedade ou de vizinhos.

Nas fases iniciais de desenvolvimento, os animais sdo mais sensiveis as condi¢cdes
estressantes, principalmente na fase de pds-eclosao. Dessa forma, o objetivo do presente estudo
foi estimar a concentragéo letal média (CLsogen) de oxitetraciclina para pés-larvas de tilapia-do-nilo
Oreochromis niloticus, assim como avaliar o efeito deste farmaco no peso e comprimento final e

nos parametros de qualidade da agua.
2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ecotoxicologia e Biosseguranga da Embrapa
Meio Ambiente, Jaguariuna-SP. Para os testes de toxicidade aguda foi utilizado o produto
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comercial Terramicina® como fonte de oxitetraciclina e seguiram os procedimentos estabelecidos
nas diretrizes da OECD (1992). Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Embrapa Meio Ambiente (Protocolo n°® 011/2018).

As pés-larvas foram adquiridas em piscicultura comercial, localizada no municipio de Monte
Mor - SP. Os animais foram previamente aclimatados por 48 horas, a fim de preservar a fase de
desenvolvimento determinada para o estudo. A agua utilizada apresentou como variaveis de
qualidade da agua: Temperatura 28°C (controle por termostato); pH 6,8; aeracao artificial
constante, oxigénio dissolvido >5 mg L'; condutividade 14,00 uS cm™ e NHs < 0,1 mg L. As
renovagbes de agua foram efetuadas diariamente e a alimentagdo foi realizada com ragao
comercial especifica para a fase. Os eventuais residuos de fezes e sobra de ragbes do tanque

eram retirados diariamente por sifonamento.

Foram utilizadas 126 poés-larvas de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus com peso médio
inicial de 32,25+3,74 mg e comprimento médio inicial de 13,10+0,64 mm. Os ensaios foram
realizados em sistema estatico com fotoperiodo de 12 horas com luz € 12 horas sem luz e os
animais permaneceram em jejum durante a realizagéo dos testes. Os parametros de qualidade da
agua foram medidos diariamente (pH, oxigénio dissolvido, temperatura, dureza, condutividade e

amonia total).

Foram realizadas coletas de agua (15 mL) para analise de oxitetraciclina no tempo 0, 12,
24, 48, 72 e 96 horas. As amostras foram mantidas a -20°C para, posteriormente, serem analisadas
no Laboratério de Residuos e Contaminantes (LRC) da Embrapa Meio Ambiente. As amostras
foram descongeladas a temperatura ambiente e filtradas em filtro Millex HV — PVDF com 0,45 uym
de poro e 13 mm de didmetro. A oxitetraciclina foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) com o cromatégrafo Shimadzu, modelo
Prominence 20A. Coluna cromatografica C18 Zorbax Eclipse XDB (Agilent) com 150 mm de

comprimento, 2,1 mm de didmetro interno e 5 ym de tamanho de particula (SHIMADZU, 2018).

A fase movel foi composta de acetonitrila e acido formico 0,1% (v/v) nas proporgdes de
60:40 v/v, em modo isocratico. As analises foram efetuadas em coluna a 40 °C com vazio da fase
movel de 0,5 mL min'. O tempo de corrida foi de seis minutos e o tempo de retencédo para a
oxitetraciclina foi de 0,87 minutos, empregando detecgao em comprimento de onda de 270 nm e
volume de injegéo de 20 pyL (SHIMADZU, 2018).

Foram avaliadas cinco concentragbes de oxitetraciclina calculadas a partir do produto
comercial (1,65; 2,15; 2,81; 3,63 e 4,73 mg L") e um controle (sem antibidtico). Foram utilizadas

sete pods-larvas por aquario, totalizando 18 aquarios (volume util de 1 L), sendo trés repeticbes por
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concentragcao. As concentragbes de oxitetraciclina foram analisadas por cromatografia liquida,
conforme relatado anteriormente e os resultados obtidos foram as seguintes concentragbes (2,01;

2,44; 3,31; 3,65 e 4,59 mg L") utilizadas para o ensaio e calculo da CLso.

A mortalidade foi contabilizada as 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢ado a oxitetraciclina, com
remog¢ao dos animais mortos. A eutanasia dos animais sobreviventes apds 0 ensaio experimental
(96 h) foi realizada com super dosagem de hidrocloreto de benzocaina (250 mg L"), seguindo a
Resolugdo n°® 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2012).

Utilizou-se o software Statgraphic Centurion (STATGRAPHICS TECHNOLOGIES, 2014)
com o método Probit Analysis (THRONE et al., 1995) para o calculo da CLse-06n, cOm intervalo de
95% de confianca. Para a andlise estatistica do peso e comprimento final e dos parametros de
qualidade de agua, os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e
homogeneidade da variancia, seguido por andlise de variancia (ANOVA). Quando significativo,
aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados foram analisados no programa
estatistico R versédo 3.5.1. (R CORE TEAM, 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracao letal média (CLsogsn) de oxitetraciclina encontrada para as poés-larvas de
tilapia-do-nilo foi equivalente a 3,45 mg L' com limite inferior de 3,14 mg L™ e limite superior de
3,80 mg L. A Figura 1 demonstra o grafico de avaliagdo da CLso.0en. Nd0 houve mortalidade no

tratamento controle, contudo, nas maiores concentracdes a mortalidade atingiu 90,5%.
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Figura 1. Concentragéo letal média (CLso-96n) de oxitetraciclina em pds-larvas de tilapia-do-nilo.
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A determinacdo da Clsy pode ser avaliada em distintos periodos. A CLsy (96h) da
oxitetraciclina foi determinada para larvas de zebrafish Danio rerio >1000 mg L' (BARROS-
BECKER et al., 2012); juvenis (2,2 g) de robalo riscado Morone saxatilis de 597 mg L'
(BUMGUARDNER; KING, 1996); alevinos (0,22 £ 0,2 g) de mato grosso Hyphessobrycon eques de
5,49 mg L (FUJIMOTO et al., 2012); larvas de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss de 62,5 mg L™;
e juvenis (10-14 dias apods eclosdo) de peixe-arroz Oryzias latipes de 110,1 mg L' (PARK; CHOI,
2008). Comparado aos trabalhos citados acima, os resultados de CLse.9sn para poés-larvas de
tilapias do presente estudo indicam que esta fase € mais sensivel ao efeito toxico da oxitetraciclina.
Porém, a diferenca dos resultados também pode estar relacionada com a peculiaridade e

resisténcia de cada espécie, assim como a fase de desenvolvimento durante os experimentos.

Em estudos similares com a tilapia-do-nilo, porém com periodo inferior ao do presente
estudo (48 horas), a CLso4sn de oxitetraciclina foi determinada para alevinos (0,5 - 1,0 g) em 6,92
mg L' (MACHADO et al., 2016); e alevinos (0,5 - 1,0 g) de pacu Piaractus mesopotamicus de 7,6
mg L' (CARRASCHI et al., 2011). Quando comparado com o presente estudo houve diferenca de
quase o dobro da concentracio. Essa diferenga pode ser explicada, provavelmente, pela metade
do tempo de duracdo daquele experimento, quando a dose letal tem que ser maior para alcancar a
CLso.

Os residuos de antibiéticos contaminam o ambiente aquatico e, consequentemente podem
desenvolver resisténcia de algumas bactérias indesejaveis. A contaminagado pode ocorrer através
da lixiviagao, ragdes ndo consumidas, ma absorgao por alteragdes de temperatura da agua (RIGOS
et al., 1999) e pela excrecdo (muco/pele, fezes, urina, bile) (ROGSTAD et al.,, 1991; NAMDARI,
1994). Considerando a ma absorgao da oxitetraciclina pelos peixes, com excrecao de mais de 90%
pelas fezes (CRAVEDI et al., 1987), é possivel observar que ha uma elevada taxa residual desse
antibiético em ambientes aquaticos, com possivel contaminacdo da agua e, consequentemente

resisténcia bacteriana.

A oxitetraciclina no Brasil € muito utilizada para tratamento de infecgdes bacterianas em
peixes e, segundo recomendacgdes terapéuticas, pode ser usado na dose de 8,3 g ou 11,85 g/kg de
peso vivo. Este antibiético usualmente é incorporado nas ragdées dos animais a serem tratados. Se
considerarmos as perdas pelas formas citadas anteriormente (via ragcdo e excregao) na agua, a
concentragao utilizada poderia proporcionar alguma interferéncia negativa para pos-larvas de
tildpia, dependendo da biomassa de animais a serem tratados e consequente quantidade de

antibidtico utilizado.
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Os dados de biometria inicial encontrados para pdés-larvas de tilapia-do-nilo referente ao
peso médio foi de 32,25+3,74 mg, e para o comprimento médio foi de 13,10+£0,64 mm. A Tabela 1
apresenta os resultados dos valores de biometria final das pés-larvas de tilapia. O peso médio final
e o comprimento médio final ndo apresentaram diferenga estatistica significativa, porém houve

tendéncia de menores valores com o aumento da concentragao do antibiotico teste.

Tabela 1: Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros biométricos das poés-larvas de tilapia-do-nilo.

Concentragdes (mg L") Peso final (mg) Comprimento final (mm)
0 29,97+1,58 12,67+0,58
2,01 28,27+3,08 12,33+0,58
2,44 26,30+2,46 12,67+0,58
3,31 26,30+2,46 12,33+0,58
3,65 26,77+0,85 12,00+1,00
4,59 24,37+0,93 11,67+0,58

Na maior concentragéo de oxitetraciciclina (4,59 mg L"), houve decréscimo de 25% do peso
final em comparagdo com o peso inicial e 18,7%, quando comparado ao tratamento controle,
indicando que essa variagao € uma consequéncia dos efeitos toxicos da oxitetraciclina para as pos-

larvas de tilapia.

A oxitetraciclina causa efeitos tdoxicos em peixes como imunossupressao, deprimindo a
producdo de anticorpos e o0s niveis de leucdcitos circulantes como os neutréfilos, levando a
diminuigdo no indice fagocitario (REDA et al., 2013). O estresse oxidativo pode ser causado por
producao de intermediarios téxicos (espécies reativas de oxigénio e nitrogénio) como os radicais
hidroxila e peroxinitrito, esses podem causar efeitos deletérios na membrana das células,
prejudicando sua permeabilidade e desencadeando lesbes do sistema nervoso (alteragbes da
atividade da AChE - acetilcolinesterase), degradagao, hemolise, deterioragdo do metabolismo
celular e possivelmente morte celular (RODRIGUES et al., 2018). Ha relatos de nefrotoxicidade
(ISLAM et al., 2015), dano hepatico (GUARDIOLA et al., 2012) e deformagdes na coluna vertebral
(TOFTEN; JOBLING, 1996), sendo essas possiveis causas da mortalidade das pds-larvas neste

estudo, indicando que o farmaco se mostra téxico perante a espécie considerada.

Os paréametros de qualidade da agua que nao apresentaram diferenga estatistica
significativa foram pH (6,94+0,03), amdnia total (0,29+0,04 ppm), condutividade (0,1131£0,02 mS
cm™), dureza da agua (0,5 CaCOs3) e temperatura (26,47+0,06 °C). Contudo, os dados de oxigénio
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dissolvido foram diferentes (p<0,05) ao longo do periodo experimental. A Tabela 2 apresenta a

analise estatistica dos valores de oxigénio dissolvido.

Tabela 2. Valores médios (tdesvio padrao) obtidos de oxigénio dissolvido (mg L') dos parametros fisico-

quimicos da agua do experimento de CLso - 96h cOm oxitetraciclina.

E:?)ncentragées (mg Oh 24h 48h 72h 96h

0 8,200,102 8,03+0,06° 8,10+0,102 7,23+0,32°  7,03+0,06°
2,01 8,030,062 7,97+0,06°2 7,93+0,112b 7,57+0,25P 7,03+0,15¢
2,44 8,10+0,102 7,930,112 8,00+0,262 7,570,302  7,07+0,11°
3,31 8,200,182 7,97+0,062° 8,00+0,052b 7,77+0,15P 7,00+0,10¢
3,65 7,99+0,022 7,93+0,06° 7,92+0,10° 7,830,062  7,10+0,10°
4,59 8,19+0,212 8,10+0,26° 7,99+0,022 7,90+0,102  7,10+0,26P

Médias seguidas de letras minusculas distintas na mesma linha diferem pelo teste Tukey (p<0,05).

O oxigénio dissolvido (OD) apresentou variagao, que pode estar relacionado com a
degradagéo da molécula de oxitetraciclina e a respiragdo dos animais (KRAMER, 1987). Além
disso, a matéria organica gerada pelos peixes é consumida parcial ou totalmente por bactérias que
necessitam de oxigénio para realizar a degradagéo, e também pode ter interferido na diminuigéo do
oxigénio dissolvido (ESTEVES, 1998).

Fatores que influenciam a toxicidade da amoénia incluem a concentragdo de oxigénio
dissolvido, temperatura e pH da agua e quanto menor a concentracdo de oxigénio, maior a
toxicidade da amoénia. Os valores de amoénia total encontrados neste estudo nao ultrapassaram 0,5
ppm em todos os tratamentos no decorrer do periodo experimental, demonstrando que a diferenca
nas concentracdes de OD observadas ndo ocasionou efeitos toxicos para o peixe (SVOBODOVA et
al., 1993).

4 CONCLUSAO

A concentracao letal média (CLso) de 96 horas encontrada do antibiético oxitetraciclina para
pos-larvas de tilapia-do-nilo foi de 3,45 mg L. Os efeitos toxicos da oxitetraciclina influenciam no

desenvolvimento de pds-larvas de tilapia-do-nilo.
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