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Resumo

A oxitetraciclina (OTC) é um dos antibióticos mais utilizados para o tratamento de bacterioses de peixes. Os objetivos deste 
trabalho foram avaliar a toxicidade aguda e o risco ambiental e seus efeitos em leucócitos de mato grosso. Os peixes foram 
expostos a 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg L-1 da OTC e um grupo utilizado como controle. Os testes foram conduzidos em um delineamento 
inteiramente casualizado, com quatro repetições e ao final do experimento, foram coletadas amostras de sangue para contagem 
dos leucócitos. Para a classificação do risco ambiental foi utilizada a CL50 e a concentração ambiental estimada (CAE) do 
antibiótico. A concentração letal 50% (CL(I)50;96h) estimada da OTC foi 5,49 mg L-1 com limite inferior de 5,08 mg L-1 e 
superior de 5,95 mg L-1. A OTC causa moderado risco de intoxicação ambiental com a menor CAE e alto risco de intoxicação 
ambiental com a maior CAE. Não ocorreu diferença significativa na porcentagem de eosinófilos, célula granulocítica especial 
e basófilos, porém ocorreu linfocitopenia e monocitose em 4 mg L-1. Assim, a OTC é moderadamente tóxica e causa risco de 
intoxicação ambiental para o mato grosso e pode causar estresse em 4,0 e imunossupressão em 6,0 mg L-1. 
Palavras-chaves: Peixe, Antibiótico, Concentração letal, Hematologia.

Toxicity and environmental risk of oxytetracycline and effect in leukocytes of mato grosso (Hyphessobrycon eques)

Abstract

The oxytetracycline (OTC) is one of antibiotic more used to control bacterial diseases on fishes. The objectives were to 
evaluate the toxicity of OTC and the environmental risk and its effects in leukocytes of Mato grosso (Hyphessobrycon eques). 
The fishes used in the experiment had average weight 0.22 ± 0.2 g and they were acclimated for ten days in bioassay room 
and were exposed at 2.0; 4.0; 6.0 and 8.0 mg L-1 of OTC and one treatment control. The tests were carried out in a completely 
randomized design, with four replicates and in the end, samples of blood were collected for leukocytes counting. For the 
classification of the environmental risk was utilized the LC50 and the estimated environmental concentration (CAE) of the 
antibiotic. The lethal concentration 50% (LC(I)50;96h) estimated of the OTC was 5.49 mg L-1 with lower limit 5.08 mg L-1 and 
upper limit 5.95 mg L-1. The OTC cause moderately intoxication environmental risk with the small CAE and high intoxication 
environmental risk with the higher CAE. There were not differences (p>0.01) in percentages of eosinophils, granulocytic cells 
and basophils but occurred lymphopenia and monocytosis in 4.0 mg L-1. The OTC is moderately toxic and cause intoxication 
environmental risk for Mato grosso fish and caused stress in 4.0 and immune suppressor at 6.0 mg L-1 
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INTRODUÇÃO

Um dos principais problemas da aquicultura moderna é a 
ocorrência de infecção dos peixes por parasitos e bactérias, 
principalmente em sistemas de criação intensivas (Cruz et 
al., 2004). As parasitoses e bacterioses destacam-se como 
importantes fatores limitantes da produtividade, pois provocam 
atraso no crescimento dos peixes e altas taxas de mortalidade 
(Ranzani-Paiva et al., 1997).

Entre os antibióticos, a oxitetraciclina (OTC) é um dos 
mais utilizados para tratar infecções causadas por uma 
grande variedade de bactérias (Rigos & Troisi, 2005). A 
OTC é o ingrediente ativo da formulação Terramicina®, um 
bacteriostático que atua sobre bactérias Gram positivas e Gram 
negativas, inibindo a síntese protéica (Rigos et al., 2006). 

Os impactos e efeitos adversos provocados por diversas 
substâncias químicas sobre a biota aquática podem ser 
avaliados e mensurados por estudos ecotoxicológicos que 
permitem avaliar a sensibilidade de organismos aquáticos a 
diversas fontes poluidoras (Lombardi, 2004).

Dentre as análises utilizadas para avaliação dos possíveis efeitos 
ambientais como as alterações na qualidade da água por meio da 
presença de xenobióticos, manejo inadequado e altas densidades 
de estocagem, que podem alterar o sistema imune dos organismos 
aquáticos, a análise sanguínea se destaca. O sangue é um tecido 
alvo muito utilizado em testes de toxicidade para determinar 
efeitos deletérios de substâncias químicas (Ferreira, 2004).

Além disso, a avaliação de risco ambiental é outra 
ferramenta muito importante de análise do impacto dos 
compostos tóxicos e correlaciona a toxicidade aguda, em 
determinadas condições de laboratório, com a concentração 
ambiental estimada (CAE) da recomendação de uso (Zagatto 
& Bertoletti, 2008). 

Poucos estudos são realizados para avaliar a toxicidade 
aguda de antibióticos, especialmente para peixes tropicais. 
Além disso, estudos sobre as repostas hematológicas a esses 
farmoquímicos são importantes para avaliar a possibilidade de 
utilização de antibióticos. Assim, os objetivos deste trabalho 
foram: avaliar a toxicidade aguda CL (I)50;96h do antibiótico 
OTC na formulação Terramicina® em jovens de mato grosso e 
os possíveis efeitos sobre os leucócitos.

MATERIAL E MÉTODOS

 O experimento foi realizado no Laboratório de 
Crustáceos da Universidade Federal do Pará, Campus de 
Bragança. Os animais foram mantidos durante 10 dias em 
caixas de polietileno com capacidade para 300 L. Os peixes 
foram alimentados duas vezes ao dia até a saciedade com 
ração comercial e renovação de água constante. 

Teste de sensibilidade e testes preliminares de toxicidade 
aguda

Os peixes com peso médio de 0,22 ± 0,2 g foram 
previamente aclimatados por dez dias em sala de bioensaio e 

alimentados até a saciedade com ração comercial.
Para o controle de sensibilidade e sanidade dos organismos 

teste foi utilizado o cloreto de potássio (KCl) com teor de 
pureza de 99%, como substância referência. A concentração 
letal 50% (CL(I)50;96h) dessa substância para o mato grosso 
foi de 1,5 g L-1.

Após a avaliação da sensibilidade dos organismos 
teste foram realizados testes preliminares com a OTC para 
determinar as concentrações que causam zero e 100% de 
mortalidade.

Teste definitivo de toxicidade aguda

Nos testes definitivos foram utilizadas quatro concentrações 
de OTC (2,0; 4,0; 6,0; e 8,0 mg L-1) e um controle, com 
cinco peixes por tratamento, com quatro repetições por 
concentração.

Os testes foram conduzidos em sistema estático, em 
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com duração de 
96 horas. A mortalidade foi avaliada a cada seis horas com 
a retirada dos peixes mortos. Diariamente também foram 
monitoradas as variáveis de qualidade de água (pH, oxigênio 
dissolvido e temperatura). 

A estimativa da concentração letal (CL(I)50;96h) foi 
realizada pela metodologia de Trimmed Spearman Karber 
(Hamilton et al., 1977). 

Após a obtenção desses valores de CL50, a OTC foi 
classificada quanto à toxicidade aguda de acordo com as 
classes de toxicidade descritas por Zucker (1985).

Risco Ambiental

A OTC foi classificada nas classes de quociente de risco 
ambiental calculados pela razão entre a concentração ambiental 
estimada (CAE) e o valor da CL(I)50;48h. As classes de risco 
ambiental utilizadas foram: sem risco (Q < 0,1); risco baixo 
(0,1<Q<10); risco moderado (1<Q<10) e risco alto (Q > 10) 
(USEPA, 1987). O risco de intoxicação ambiental da OTC 
foi estimado para a menor dose recomendada (50,0 mg kg-

1, Ueno, et al., 2003) e para a maior (1.750,0 mg kg-1, FDA, 
1998) e a CL(I)50;48h para o mato grosso.

Contagem diferencial de leucócitos 

Ao término do teste definitivo foram coletadas amostras de 
sangue de quatro peixes de cada tratamento. 

Devido ao tamanho pequeno dos peixes, estes foram 
anestesiados (benzocaina 0,05 mg L-1), o sangue foi retirado 
por corte da nadadeira caudal. Uma gota foi utilizada para a 
confecção da extensão sanguínea, que foi seca à temperatura 
ambiente e posteriormente corada com Leishman para a 
contagem diferencial de leucócitos. Após a obtenção dos 
dados, estes foram submetidos aos testes de premissa de 
normalidade de Shpairo-Wilk para então ser realizada a Analise 
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de Variância (p=0,01), quando o F foi significativo foi realizado 
o teste de Tukey (p=0,05) para comparação de médias.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Durante a realização do teste de toxicidade aguda o pH 
variou de 6,9 a 7,4; permanecendo próximo a neutralidade, 
a temperatura de 26,3 a 27,9 ºC e o oxigênio dissolvido 
variou de 4,7 a 7,4 mg L-1, porém, nenhuma destas variáveis 
foi restritiva para a manutenção dos peixes nesta condição, 
permanecendo dentro dos valores recomendados pela 
ABNT (2004).

A concentração letal 50% (CL(I)50;96h) estimada da 
OTC para o mato grosso foi de 5,49 mg L-1 com limite 
superior de 5,95 mg L-1 e inferior de 5,08 mg L-1.

Na concentração de 2,0 mg L-1 a taxa de mortalidade 
foi de 5%; em 4,0 mg L-1, não ocorreu mortalidade; em 
6,0 mg L-1 foi de 65%, e em 8,0 mg L-1, 100%. Porém, nas 
primeiras seis horas de exposição, ocorreu mortalidade de 
95% dos peixes em 8,0 mg L-1. 

Segundo a classificação de Zucker (1985), a OTC é 
considerada moderadamente tóxica para o mato grosso, 
pois apresentou CL50 entre 1,0 e 10,0 mg L-1.

A OTC foi menos tóxica para o mato grosso do que para 
a alga Pseudokirchneriella subcapitata (CE50;72h 0,17 mg 
L-1; Nunes et al., 2005) e para macrófita Lemna gibba com 
CE50;7d de 1,15 mg L-1 (Brain et al., 2004).

Quando comparada a outros produtos utilizados para 
o tratamento de bacterioses, ectoparasitos e algas, a OTC 
foi menos tóxica para o mato grosso que o permanganato 
de potássio para Morone saxatilus (CL(I)50;96h de 0,96 
mg L-1; Reardon & Harrell, 1994) e que o sulfato cobre 
para a carpa (Labeo rohita) (CL (I)50;96h de 0,56 mg L-1; 
Adhikari, 2003).

A OTC foi mais tóxica para o mato grosso do que para 
S. namaycush (CL50;24h > 200 mg L-1; Webb, 2001), M. 
saxatilis (CL50;48h  de 125,0 mg L-1; Boxall et al., 2002), 
D. rerio (CL50;96h > 1000 mg L-1; Isidori et al., 2005), 
O. latipes (CL50;48h de 110,1 mg L-1; Kim, 2007) e que o 
formaldeído para a tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) 
(CL (I)50;96h de 429,68 mg L-1; Macniven & Little, 2001).

A OTC apresenta moderado risco de intoxicação 
ambiental (Q= 9,1) quando utilizando a menor CAE 
encontrada na literatura (CAE= 50,0 mg kg-1), pois 1 < Q 
< 10, porém é de alto risco de intoxicação ambiental (Q= 
318,76) quando utilizando a maior CAE (CAE= 1750,0 mg 
kg-1), pois Q > 10. 

O risco de intoxicação ambiental do mato grosso pelo 
uso da OTC na maior CAE é maior que a dos antibióticos 
mecilinam e trimetropina para D. rerio (Q < 1) (Halling-
Sorensen et al., 2000). Na menor CAE o risco de intoxicação 
ambiental do mato grosso pela OTC é semelhante ao risco 
para O. latipes (Boxall et al. 2002; Park & Choi, 2008) e da 

ciprofloxacina para D. rerio (Halling-Sorensen et al., 2000).
Em relação ao sangue, não ocorreu diferença significativa 

na porcentagem de eosinófilos, célula granulocítica especial 
e basófilos nas concentrações avaliadas, porém ocorreu 
linfocitopenia e monocitose na concentração de 4,0 mg L-1 
(Fig. 1A e 1C).

Os neutrófilos apresentaram um aumento nas 
concentrações de 4,0 e 6,0 mg L-1, porém não apresentaram 
diferenças significativas. Assim, ocorreu uma linfocitopenia 
e uma neutrofilia aparente em 4,0 e 6,0 mg L-1 caracterizando 
uma resposta a um agente estressor. Segundo Mazeuaud et 
al. (1977), um agente estressor pode desencadear a síndrome 
geral de adaptação. Essa síndrome descrita primeiramente 
por Selye (1950) é caracterizada por três fases: a de alarme, 
adaptação e exaustão. E uma linfocitopenia e a neutrofilia 
caracterizam um reflexo da resposta terciária ao estresse 
(Mazeuaud et al., 1977).  

Na exposição à OTC ocorreu linfocitopenia na 
concentração de 4,0 mg L-1 (Fig. 1A). Lundem et al. (1998) 
também apontaram a redução de leucócitos circulantes, 
principalmente os linfócitos (linfocitopenia) durante o 
tratamento com OTC em truta arco-íris (Oncorhynchus 
mykiss), indicando supressão do sistema imunológico. 

Também ocorreu um aumento dos monócitos (fig. 1C) 
e um possível aumento dos neutrófilos (p>0,05) em 4,0 mg 
L-1 e uma diminuição em 6,0 mg L-1 (Fig. 1B). Esse aumento 
de células fagocitárias também ocorreu em Sparus auratus, 
durante o tratamento com OTC na dieta com concentração 
de 50 a 75 mg kg-1 de peso vivo (Serezli et al., 2005). Após 
os dez dias de tratamento ocorreu uma supressão do sistema 
imune devido a ação mais prolongada do xenobiótico, o que 
também pode estar relacionada com a maior concentração 
de OTC (6,0 mg L-1) neste trabalho.

Embora sem diferença significativa, (devido ao alto 
coeficiente de variação) ocorreu um possível aumento nos 
granulócitos neutrófilos, eosinófilos, CGE e basófilos (Fig. 1B, 
1D, 1E e 1F) diferindo de Lundem et al. (1998) que ressalta 
uma diminuição dos granulócitos em Oncorhynchus mykiss.

Segundo Ferreira (2004) as alterações sanguíneas mais 
importantes após um teste de toxicidade aguda nos organismos 
alvos são metahemoglobinemias, anemias hemolíticas, 
citopenias e alterações nas quantidades de leucócitos. No presente 
trabalho observou-se alterações nos leucócitos, principalmente 
linfocitopenia e monocitose, em 4,0 e 6,0 mg L-1. 

Assim pode-se concluir que a OTC na formulação 
Terramicina® é moderadamente tóxica e causa risco de 
intoxicação ambiental para jovens de mato grosso (H. 
eques), apresentando CL50 de 5,49 mg L-1. A OTC causa 
estresse em exposição a 4 mg L-1 e imunossupressão a 6 
mg L-1, sugerindo que 4 mg L-1 pode ser um limiar entre o 
benefício do antibiótico e uma possível ação negativa como 
a imunossupressão.
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