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RESUMO

A endoparasitose € a enfermidade mais frequente na ovinocultura, sendo a
utilizacdo de anti-helminticos o principal método de controle. A principal via de
excrecdo destes farmacos é pelas fezes, o que pode significar danos ao ambiente.
Este trabalho foi dividido em quatro experimentos. No primeiro experimento o
objetivo foi avaliar o perfil de excrecdo da moxidectina 1 % injetavel via subcutanea
(Cydectin® NF, Fort Dodge Saude Animal) nas fezes de cordeiros desmamados, por
meio da curva de excre¢do do residuo ao longo do tempo (0 a 56 dias apos a
aplicacdo), bem como sua persisténcia no ambiente por 88 dias. Para tanto, foi
desenvolvido e validado um método analitico para determinacdo da moxidectina nas
fezes por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS). Nos segundo e terceiro experimentos objetivou-se avaliar o
impacto ambiental da moxidectina, por meio da degradacdo e da toxicidade desta
molécula sobre a fauna copréfaga por 88 dias, e seu efeito sobre a densidade
populacional e atividade de micro-organismos do solo. No quarto experimento
buscou-se verificar as possiveis consequéncias da moxidectina no ambiente, ao
avaliar o crescimento do sorgo granifero (Sorghum vulgare Pers.). Sete cordeiros da
raca Suffolk com média de peso corporal de 36,06 = 3,23 kg foram dosificados via
subcutanea com 0,2 mg.kg®! de peso corporal, em uma Unica dose, para a
determinacdo da curva de excrecdo. As coletas de fezes foram realizadas apos 6,
12,18,24,30e 36 horas e 2, 3, 5, 9, 14, 21, 28, 35 e 42 dias da aplicacdo da MOX.
Para avaliar a persisténcia da moxidectina no ambiente, foram selecionados treze
carneiros das racas Suffolk e Dorper com 76,43 + 34.24 kg e, separados em dois
grupos, controle e contaminado, para este grupo foi administrada uma Unica dose
(Cydectin®), via subcutanea, de 0,2 mg.kg™ de peso corpéreo. Para ambos os
grupos, as fezes foram coletadas ao mesmo tempo, no pico de excrecado (36 a 60 h)
da moxidectina para o tratamento contaminado, por meio de bolsas, e expostas ao
ambiente com cobertura contra a chuva ou nao, por 88 dias. Bolos fecais (200 g) do
grupo controle ou do contaminado foram distribuidos aleatoriamente no ambiente
isolado por mais de seis meses, em cinco repeticdes, para determinacdo da
decomposicdo das fezes em g de peso seco, % carbono, % nitrogénio, relacdo C:N,
a concentracdo de moxidectina, nesta matriz e, o efeito deste farmaco na fauna
coprofaga. Os dipteros foram coletados por meio do puca duas vezes ao dia até o
100 dia, dias alternados até o 20° dia, a cada 4 dias até o 40° dia e a cada 8 dias até
88° dia experimental. A metodologia de coleta do tipo armadilha de queda (pitfall) foi
utilizada para coleta nos 10 primeiros dias, das familias Diptera, Hymenoptera e
Coleoptera. A coleta direta da familia Coleoptera foi realizada 4, 8, 12, 24, 36, 60 e
88 dias de exposicao ao ambiente. Para a determinacdo do impacto da moxidectina
sobre a microbiologia do solo, foram utilizados 36 vasos de polietileno, em casa de
vegetacao, contendo em média 3176,84 £ 97,72 g de solo seco, com 80,70 + 2,85%
de massa seca e 80 g de fezes secas, com 40,32 + 1,06% de MS, contaminadas em
laboratério com niveis crescentes (0, 75, 300, 600, 1500 e 3000 ng.g™’ de fezes
secas) de moxidectina. A umidade do solo + fezes foi ajustada para capacidade de
campo de 40%, sendo que diariamente 0s vasos eram pesados e adicionava-se
agua para manter a umidade inicial. Foram realizadas coletas semanais (0, 7, 14,
21, 28 e 56 dias) para a contagem de bactérias, fungos e actinobactérias em
diluicdes sucessivas em placas de Petri, biomassa e respiracdo microbiana. Aos 56
dias determinaram-se os teores de amonio e nitrato no solo. Aos 63 dias, o peso dos
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vasos foi uniformizado em 2 kg, sendo semeadas cinco sementes de sorgo granifero
(Sorghum vulgare Pers.). Trés plantas foram selecionadas para mensuracdes
semanais de altura até os 28 dias de crescimento. Posteriormente, as plantas foram
separadas em parte aérea e raiz para determinacdo da area (cm2) foliar e do colmo
e, da massa seca da parte aérea e da raiz. O método analitico desenvolvido foi
validado apresentando exatidao entre 80-120% e valores de precisdo intra e inter-
dias entre 6,24 - 9,44 %. Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)
determinados foram de 3,08 ng.g™ e 5,14 ng.g™, respectivamente. As concentracdes
de moxidectina nas fezes apresentaram valores de Cmax 22,74 ng g*, no Tmax de
39,92 h. O valor da AUC foi de 13292,68 ng.g'.h. A concentracdo verificada de
3594 £ 296 e 38,50 = 4,71 ng.g'l, para ambos os tratamentos com ou sem
cobertura, respectivamente, foi semelhante a concentracdo obtida no estudo da
curva de excrecédo. O isolamento ou ndo do bolo fecal contra a chuva néo interferiu
na degradabilidade ou percolacdo da molécula, pois a concentracdo aos 88 dias foi
de 28,07 + 5,90 e 29,22 + 5,31 ng.g™, apresentando uma degradabilidade de 17,61%
e 27,14%, respectivamente. A molécula de MOX apresentou alta sor¢cdo nas fezes.
O residuo de moxidectina presente nas fezes nao afetou o nimero de individuos
coprofagos. Entretanto, a degradacéo das fezes expostas ao ambiente diferiu entre
0s tratamentos, sendo que para o tratamento controle o peso seco foi superior em
comparagcdo com o tratamento como moxidectina. Para ambos os tratamentos, a
cobertura contra a chuva reduziu a decomposicdo das fezes. As porcentagens de
nitrogénio e carbono nao diferiram entre os tratamentos com ou sem cobertura. Em
contra partida, nos bolos fecais do tratamento moxidectina foi observada maior % de
nitrogénio e menor % de carbono que o tratamento controle. A densidade
populacional de micro-organismos do solo nédo foi afetada pelos niveis crescentes de
moxidectina. Entretanto, o residuo proporcionou reducdo linear na atividade
respiratéria e biomassa microbiana. O processo de amonificacdo ndo foi afetado
pela presenca de moxidectina, contudo a producdo de nitrato foi reduzida a 50%,
independente do nivel utilizado. Com relacao ao crescimento do sorgo, a parte area
nao foi afetada pela presenca do farmaco, entretanto, a raiz apresentou reducdo na
massa seca de plantas cultivadas em doses de 3000 ng.gl. A molécula de
moxidectina apresenta alta sor¢cdo nas fezes e baixa degrabilidade no ambiente.
Esse farmaco presente no bolo fecal de ovinos ndo apresenta impacto para a fauna
coprofaga, nas condi¢Ges avaliadas. De forma que, aumentam a atratividade destes
individuos, promovendo a maior decomposicdo das fezes. Em contra partida, niveis
crescentes de moxidectina nas fezes misturadas ao solo utilizadas como adubo
organico prejudicam linearmente a atividade microbiana, refletindo no crescimento
da raiz do sorgo no estagio inicial de crescimento cultivado neste solo.

Palavras-chave: Crescimento do sorgo. Fauna copréfaga. Impacto ambiental.
Moxidectina. Microbiologia do solo. Ovinos.

XXiii



ABSTRACT

The endoparasitose is the most common disease in sheep production, with the use
of anthelmintics main control method. The main route of excretion is the feaces of
these drugs, meaning that they can bring harm to the environment. This work was
divided in to four experiments. The first experiment objective was to assess the
kinetic of excretion of moxidectin (MDX) molecule in feaces of lamb after
subcutaneous administration. To that end, we developed and validated an analytical
method for determination of MDX in feces by liquid chromatography ultra-high
pressure and quantification by mass spectrometry (LC-MS/MS). The second and
third experiment evaluated the environment impact of moxidectin through
degradation and toxicity, on dung fauna (Diptera, Hymenoptera and Coleoptera) over
88 days, and the effect on population density of soil microbiology and its activity. In
the fourth experiment, it was verified possible consequences of MDX in the
environment, to assess the growth of grain sorghum (Sorghum vulgare Pers.). Seven
Suffolk lambs with 36.06 * 3,23 kg body weight were dosed subcutaneously with 0.2
mg kg™ body weight in a single dose, whose fecal samples were made up to 42 days
after aplication. To assess the persistence pf moxidectin residues in the environment,
thirteen Suffolk and Dorper with 76.43 + 34.24 kg, whose feaces were collected at
maximum time of excretion, through bags, and exposed to the environment were
selected coverage against the rain or not, over 88 days. Thirteen rams were
separated in 2 groups, untreated and MDX. The latter group was administrated one
single dose of MDX (Cydectin®) at a rate of 0.2 mg. kg™ body weight. Feaces were
collected on maximum time of excretion at 36 h to 60 h after application using
collection bags. Two hundred grams of fecal pats of control or contamination sheep
with five replicates for each treatment were placed in a field not grazed for more than
6 month with or without coverage against rain. Diptera were collected using an insect
net twice a day until day 10, every other day from day 11 to day 20, every 4 days
from 21 until day 40 and every 8 days thereafter. The pitfall methodology was used to
dung Diptera, Hymenoptera and Coleoptera collected three pitfalls in each replicated
until 10 first days. Dung Coleoptera were collected and MXD concentration were
analysed in fecal paths after 0, 4, 8, 12, 24, 36, 60 and 88 days of field exposure. In
addition, dung was analyzed for dry matter (DM), carbon (C) and nitrogen (N)
percentage. Thirty-six polyethylene pots in a greenhouse, containing on 3176.84 +
97.72 g dry soil, with 80.70 + 2.85% DM and 80 g of dry feaces with com 40.32 *
1.06 % DM, contaminated in the laboratory with increasing levels (0, 75, 300, 600,
1500 and 3000 ng.g* dry feaces) of moxidectin. Soil moisture was adjusted to +
feaces field capacity of 40%, and the vessels were weighed daily and added to water
to maintain the initial moisture. They were collected weekly (0, 7, 14, 21, 28 and 63
days) soil for counting bacteria, fungi and actinomycetes in successive dilutions in
Petri dishes, biomass and microbial respiration. For 63 days the concentrations of
ammonium and nitrate in the soil has been determined. The analytical method was
validated showing 80-120% accuracy and precision values of intra and inter-day
between 6.24% - 9.44%. The detection limits (LOD) and quantification (LOQ) were
determined as 3.08 ng.g™ and 5.14 ng.g™, respectively. The results of the validation
parameters showed that this method was suitable to determine the presence of MOX
in lamb serum. Moxidectin concentrations in the feaces showed Cmax as 22,73 ng g’
! in Tmax of 39,92 h. The value of AUC was 13292 ng h.g’. The observed
concentration of 35.94 + 2.96 and 38.50 + 4.71 ng.g™, for both treatments with or
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without coverage against rain, respectively, were similar to the concentration
obtained in the study of excretion curve. Fecal isolation or not of the rain did not
affect the degradability or molecule percolation, since the concentration over 88 days
was 28.07 + 5.90 and 29.22 # 5.31 ng.g™, with 17,61% and 27,14% degradability,
respectively. The MOX molecule showed high adsorption in the feaces. Moxidectin
treated feaces did not reduce fauna dung numbers of any species collected.
However, control feaces degraded slower than MXD treated feaces. For both, the
treatments covered against rain decreased dung decomposition. Rain coverage did
not affect N and C percentages, independent of MXD treatments. However, MXD
treated dung pats had greater N and lower C percentages than untreated dungs pats.
The population density of micro-organisms in the soil was not affected by increasing
levels of moxidectin. However, residue provided linear reduction in microbial activity
(respiration and biomass). The ammonification process were not affected by the
presence of moxidectin, however, nitrate production was reduced by half, regardless
of the level used.

Key-words: Dung fauna. Environment impact. Moxidectin. Sheep. Soil microbiology.
Sorghum growth.
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INTRODUCAO GERAL

A ovinocultura de corte no pais vem se desenvolvendo de forma gradativa,
estabelecendo-se em regifes como centro-oeste e norte do pais, que ndo possuiam,
em anos anteriores, a tradicdo nesta atividade. Mesmo com o aumento da producgao
nacional, existe um déficit de carne ovina no mercado, visto que a importacdo de
carne ovina passou de US$ 6 milhdes para mais de US$ 34 milhdes (COMTRADE,
2011). Isso demonstra que existe um mercado interno avido com oportunidades
reais para os produtores brasileiros desenvolverem a cadeia produtiva de ovinos e
assim ocupar de forma mais racional as imensas areas de pasto disponiveis no pais.

As infeccbes por nematdides limitam a produtividade dos animais, reduzindo
0 ganho de peso e a eficiéncia alimentar (AMARANTE & SALES, 2007), além de
comprometer o desempenho reprodutivo e o sistema imunoldégico (COSTA et al.,
2004). Na tentativa de controlar este problema, utiliza-se quase que exclusivamente
anti-helminticos, muitas vezes, de forma indiscriminada. Em pequenos ruminantes, a
falta de conhecimento faz com que sejam realizados esquemas de vermifugacéo
com intervalos de 30 dias ou até, 15 dias, e muitas vezes com alternancias de
principios ativos. Estes esquemas baseados exclusivamente na acdo do vermifugo
elevam o custo e podem levar ao insucesso da producdo, pois proporcionam a
rapida selecdo de parasitos resistentes aos varios principios ativos (AMARANTE &
SALES, 2007).

Em funcéo dessa baixa eficacia de varios principios ativos utilizados no Brasil
- tais como a ivermectina, que ja se apresenta ineficaz nos rebanhos ovinos do Sul
do Brasil, mesmo quando aplicada em até quatro vezes a dose recomendada - nos
altimos vinte anos outras moléculas comecaram a ser utilizadas. A moxidectina, por
exemplo, teve em 1990 a sua primeira forma farmacéutica colocada no mercado
(McKELLAR et al., 1996). Na Universidade Federal do Parana, a partir de 2002, em
funcdo da elevada resisténcia as avermectinas e aos benzimidazois, adotou-se o
uso de uma milbemicina — moxidectina- e de um composto substituto fendlico —
nitroxinil para o controle das parasitoses. Esses mesmos principios tém sido
adotados pelos produtores paranaenses, especialmente no caso da moxidectina,

pelos produtores das Cooperativas de produtores de carne do Estado do PR. O uso



da moxidectina tem sido constatado nos ultimos dez anos em varios outros Estados
brasileiros (Sado Paulo, Minas Gerais, e Rio Grande do Sul) (MOLENTO, 2009).
Devido a representatividade da utilizacdo desse farmaco e a sua persisténcia de
acao aos helminticos, torna-se necessario avaliar os seus niveis de residuos nos
produtos de origem animal, seu periodo de caréncia, bem como a contaminacao
prolongada ao ambiente, visto que a eliminagdo deste farmaco (50 a 90 %) é
principalmente via fezes e urina (MULROY, 2001), e consequentemente, podem
afetar a populacédo de seres vivos gque vive permanentemente, ou que passa um ou
mais ciclos de vida no solo. Estes organismos desempenham a importante fungéo
de decompor as fezes, incorporar 0s nutrientes e realizar o controle bioldgico.

As caracteristicas fisicas, deste farmaco, tais como alto peso molecular,
insolubilidade a agua, solubilidade em compostos organicos e elevada lipolificidade,
permitem uma ampla distribuicdo tissular e prolongada permanéncia na circulagéo
sistémica, devido a sua deposi¢cdo no tecido adiposo.

Objetivou-se com o presente trabalho determinar o periodo de excrecédo da
moxidectina (Cydectin® NF, Fort Dodge Saude Animal) nas fezes de cordeiros
desmamados, por meio da curva de excrecdo do residuo ao longo do tempo (0 a 42
dias apds a aplicagdo). Para tanto, foi desenvolvido e validado um método analitico
para determinacdo da moxidectina nas fezes por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Objetivou-se também,
avaliar a persisténcia deste residuo no ambiente, seu efeito sobre a microbiologia do
solo, fauna coprofaga e o crescimento do sorgo granifero (Sorghum vulgare Pers.).

A tese foi elaborada na forma de capitulos. Os capitulos 1, 2, 3, 4 foram
redigidos com base nas normas para redacao e editoracdo das Revistas Cientificas
a serem submetidos.

O Capitulo 1 inclui a Revisdo de Literatura intitulada Fauna edafica e
impacto ambiental do residuo de moxidectina presente nas fezes de
ruminantes, publicada na Revista Brasileira de Agrociéncia (Current Agricultural
Science and Technology - CAST).

O Capitulo 2 é intitulado Taxa de excrecédo via fezes e persisténcia no
ambiente da moxidectina aplicada em ovinos, que sera publicada na Revista The
Veterinary e teve por objetivos determinar o tempo de excrecdo, bem como as

concentracbes eliminadas, do residuo de moxidectina 1% nas fezes de cordeiro



apos a sua aplicacdo subcutédnea. Adicionalmente, avaliou-se a persisténcia no
ambiente do residuo deste anti-helmintico eliminado nas fezes. Para tanto, foi
desenvolvido e validado um método analitico para determinacdo da moxidectina nas
fezes por cromatografia liquida de alta eficiéncia e quantificagcdo por espectrometria
de massas (LC-MS/MS).

O Capitulo 3 é intitulado Impacto da moxidectina eliminada nas fezes de
ovinos sobre a fauna coprofaga e a decomposicao do bolo fecal em pastagens
tipicas do Sul do Brasil, que ser& publicada na Revista Veterinary Parasitology e
teve por objetivos avaliar a degradacdo e a toxicidade a fauna copréfaga (Diptera,
Hymenoptera and Coleoptera) até 88 dias de exposicdo ao ambiente, de bolos
fecais com a presenca de moxidectina, em pastagem no Sul do Brasil.

O Capitulo 4 é intitulado Impacto do residuo de moxidectina, sobre a
microbiologia do solo e no crescimento do sorgo, presente nas fezes de
ovinos utilizadas como adubo orgéanico, que sera publicada na Revista Veterinary
Parasitology e teve por objetivos avaliar o impacto do residuo de moxidectina,
presente nas fezes de ovinos utilizadas como adubo organico, sobre a microbiologia
do solo, bem como avaliar o efeito no crescimento do sorgo.

Finalizando a tese, sédo apresentadas as Consideragdes Finais, em que os
resultados obtidos sédo discutidos de forma resumida, apresentando-se sugestoes.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 FAUNA EDAFICA E IMPACTO AMBIENTAL DO RESIDUO DE
MOXIDECTINA PRESENTE NAS FEZES DE RUMINANTES

1.1.1 Impacto no solo da Moxidectina excretada nas fezes

1.1.1.1 Fauna do solo

A fauna do solo é a comunidade de invertebrados que vive
permanentemente ou que passa um ou mais ciclos de vida no solo. Esses
invertebrados variam muito em tamanho e diametro, o que lhes confere habilidade
diferenciada na sua estratégia de alimentacdo e adaptacdo ao habitat (AQUINO &
ASSIS, 2005).

A microfauna compreende invertebrados de diametro do corpo inferior a 100
pm, incluindo os protozoarios e nematoides. Esses animais influenciam as
transformacdes de serrapilheira por se alimentarem de raizes, fungos e bactérias, o
que faz com que tenham importante papel na regulacdo da matéria organica (SWIFT
et al., 1979).

A mesofauna compreende invertebrados de tamanho médio (100 pm — 4
mm) que se movimentam em fissuras, poros e na interface do solo, como por
exemplo, os acaros e colémbolos, incluindo os proturos, dipluros, tisanuros, e
pequenos insetos (GIRACCA et al.,, 2003). Atuam como transformadores e
micropredadores, se alimentando de fungos e bactérias, e predam outros animais do
solo. Desta forma, esse grupo é importante na regulacdo da decomposicdo da
matéria organica ao promoverem a remocao seletiva de microrganismos (MOORE &
WALTER, 1988). Esses animais habitam os espacos porosos do solo e ndo séo
capazes de criar sua propria galeria, sendo afetados pela compactacdo do solo
(HEISLER & KAISER, 1995).



A macrofauna é composta pelos organismos de maior diametro (2 mm — 20
mm), incluem-se minhocas, coledpteros em estado larval e adulto, centopéias,
cupins, formigas, piolhos de cobra (milipéias), tatuzinhos e aracnideos (LAVELLE &
SPAIN, 2001). Estes tém o corpo em tamanho suficiente para romper as estruturas
dos horizontes minerais e organicos do solo ao se alimentar, movimentar e construir
galerias no solo (ANDERSON, 1988). As minhocas influenciam tanto na porosidade
do solo quanto nas relacbes de nutrientes por meio da formacdo de taneis e da
ingestdo de minerais e matéria organica, além de auxiliarem na regulacdo das
populacdes dos organismos do solo em escalas espaciais menores: mesofauna e
microfauna.

Os miriapodos (gongolos e lacraias), por meio da cabeca e de seus diversos
pés, constroem seus caminhos entre a vegetacdo e outros habitats ndo disponiveis
a micro e mesofauna (HOPKIN & READ, 1992). Os cupins, as formigas e os
besouros influenciam ou mediam a porosidade e a textura do solo pela formacao de
tuneis, da ingestdo e transporte de solo e pela construcdo de galerias. Realizam a
ciclagem de nutrientes pelo transporte, fragmentacédo e digestdo da matéria organica
(MARTINEZ & LUMARET, 2006).

Os invertebrados classificados como engenheiros do ecossistema
constroem grandes e resistentes estruturas organominerais que podem persistir por
longo periodo de tempo (de meses a anos) e que afetam profundamente o ambiente
para 0S organismos menores. Esses invertebrados desenvolvem relacdes
mutualisticas com microrganismos em seu trato digestivo (ramen interno) e nas
estruturas que constroem (rimen externo). Esse grupo inclui minhocas, formigas e
cupins (AQUINO & ASSIS, 2005).

A macrofauna invertebrada do solo desempenha um papel chave no
funcionamento do ecossistema, pois ocupa diversos niveis troéficos dentro da cadeia
alimentar do solo e afeta a producdo primaria de maneira direta e indireta. Ela
absorve e enriguece o0 solo com nutrientes essenciais por meio das cadeias
alimentares (residuos de plantas, micro-organismos, humus e agua) (YIN et al.,
2010). As populacgdes e atividade de microrganismos responsaveis pelos processos
de mineralizagdo e humificagdo e, em consequéncia, exerce influéncia sobre o ciclo
de matéria organica e a disponibilidade de nutrientes assimilaveis pelas plantas

(DECAENS et al., 2003). Além disso, apds a morte, os cadaveres da macrofauna



sdo decompostos por micro-organismos do solo que disponibilizam nutrientes para
as plantas (YIN et al., 2007b). O enriquecimento de nutrientes no solo pela fauna é
diferente. O enriquecimento para Cu, Zn e Mn para oligoquetas, quilopodes foi Zn >
Cu > Mn e Cu > Zn > Mn para diplopodes (YIN et al., 2007a). Entretanto, ndo houve
diferenca entre a mobilizacdo e o catabolismo pela fauna do solo em relagdo aos
elementos N, P, K, Ca, Mg e Fe (YIN et al.,, 2006). Ca e Mg no solo sédo
principalmente enriquecidos pelos diploides e o Fe pelos oligoquetas, diploides e
quilépodes (SONG et al., 2008).

Os decompositores da serapilheira produzem estruturas puramente
organicas, sdo menos persistentes, mas regulam a atividade microbiana. Esse grupo
inclui diferentes grupos de invertebrados, compreendendo micro e macro-artrépodos
gue se alimentam e vivem na serapilheira, cupins xil6fagos, minhocas epigéicas,
além de pequenas minhocas da familia Enchytraeidae. Esses organismos sdo ativos
fragmentadores que desenvolvem interagdo com a microflora tipo “ramen externo”,
bem como atuam “pastejando” a biomassa de fungos (GILLER et al., 1997).

Os micropredadores, principalmente protozoarios e nematoides, se
alimentam dos micro-organismos. Esse grupo vive em filme de &gua e nédo
desenvolve relacbes mutualisticas com a microflora. A atividade desses
invertebrados tem importante papel na regulagcédo da biomassa de micro-organismos,
mantendo a diversidade por meio da prevencdo da dominancia de grupos
especificos (AQUINO & ASSIS, 2005).

A predacdo seletiva de fungos e bactérias, feita especialmente pela
microfauna; a estimulacao, digestdo e disseminacdo de microrganismos ingeridos
pela microfauna e a fragmentacéo dos detritos realizada pelas meso e macrofauna
interferem na decomposicdo da matéria organica e alteram a disponibilidade de
nutrientes para as plantas (CRAGG & BARDGETT, 2001). Assim, é facil verificar que
0s organismos do solo estdo interligados em uma cadeia alimentar e que ao
impactar um componente desta cadeia, afeta indiretamente todo o restante. A fauna
exerce um papel de regulacéo das populagbes microbianas.

O metabolismo microbiano e a atividade das enzimas no solo sé&o
estimulados pelos nutrientes provenientes, principalmente da excrecdo dos animais
via fezes e urina que sdo incorporados ao solo. Os numerosos processos

bioquimicos que ocorrem no solo, devido a atividade microbiana tém efeitos sobre



as propriedades fisicas e quimicas, proporcionando reflexos sobre o
desenvolvimento de plantas, consequentemente melhorando a qualidade do
ambiente (STEFFEN et al., 2007).

1.1.1.2 Excrecao e a importancia da fauna edafica

Nos ecossistemas de pastagem, a producdo de forragens depende da
reciclagem da matéria organica produzida e da quantidade de elementos minerais
disponivel. De fato, a contribuicdo dos animais, principalmente herbivoros que
usufruem deste ambiente por um periodo maior de tempo, na adicdo de matéria
organica pelos bolos fecais é consideravel. Cerca de 70 a 95% dos nutrientes
ingeridos podem retornar a pastagem pelas excre¢fes (RUSSELLE, 2007). Um
bovino adulto defeca 11 a 16 vezes por dia. Em cada evento produz 1,5 a 2,7 kg de
fezes (MATHEWS & SOLLENBERGER, 1996), enquanto que para um ovino adulto a
excrecao de fezes diaria em peso seco € de 350 g (WHITEHEAD, 1970).

Entre os macronutrientes, o fésforo, o calcio e 0 magnésio sdo excretados
principalmente nas fezes; o nitrogénio e o enxofre podem ser excretados em
significantes proporcdes tanto nas fezes como na urina; e o potassio € excretado em
maior quantidade na urina (HAYNES & WILLIANS, 1993). O retorno diario de
nutrientes pelas fezes, por animal, foi estimado em 22,10 g de nitrogénio, 10,06 g de
fésforo, 6,12 g de potassio, 21,70 g de célcio e 9,47 g de magnésio para novilhas
com peso médio inicial de 300 kg em pastagem de Brachiaria decumbens na Zona
da Mata de Minas Gerais (BRAZ et al., 2002).

Dentro deste contexto, o papel dos invertebrados coprofagos (especialmente
coleopteros e insetos) é fundamental para a decomposicédo das fezes, por meio do
enterramento, enriquecendo 0s horizontes edaficos subjacentes (KALISZ & STONE,
1984), Em efeito, os microartropodes aproveitam as galerias abertas pelos insetos
coprofagos para colonizar e transformar os excrementos em um ambiente epigeo.
Adicionalmente, estes transportam passivamente os conidios aderidos em seus

tegumentos para o interior dos bolos fecais (GARCIA et al., 2004).



Além destes fatores bidticos, os abidticos como tamanho e forma das fezes,
composicdo, umidade, pH, e localizagcdo, bem como condi¢cdes meteoroldgicas
prevalecentes e as perturbagcdes mecanicas, influenciam nos processos de

incorporacéo das fezes no solo (BARTH, 1993).

1.1.2 Estrutura quimica e modo de acédo da moxidectina

A moxidectina é uma milbemicina, sendo a mais utilizada para animais de
producdo para o tratamento de endoparasitos. E obtida sinteticamente a partir da
nemadectina. Sua estrutura quimica € pertencente ao grupo das lactonas
macrociclicas, cuja formula estrutural € Cs7Hs3sNOg. E produzida naturalmente pela
fermentacdo da bactéria Streptomyces cyanogriseus subsp. Noncyanogenus
(REINEMEYER & COURTNEY, 2001), e apresenta uma substituicdo do grupamento
hidroxila no C-23 por um grupamento metiloxima (PRICHARD et al., 2012).
Apresenta uma estrutura ciclica principal composta por dezesseis elementos,
incluindo o grupamento éster, conferindo a classificagdo de lactona. Também possui
um espiroacetal e um anel benzofuranico como estrutura.

As lactonas macrociclicas possuem massas moleculares (639,4 g.mol™) e
valores de coeficiente de particdo (6,0 Log Kon) elevados, caracterizando-se como
substancia lipofilica. Segundo ONG et al. (1996), a velocidade de absorcao de
substancias lipofilicas por um organismo é diretamente proporcional ao coeficiente
de particdo. Estudos tém demostrado que a moxidectina é a molécula mais lipofilica
dentre as lactonas macrociclicas. Esta diferenca permite seu armazenamento no
tecido adiposo, proporcionando efeito acumulativo e uma prolongada permanéncia
deste farmaco no corpo do animal (PRICHARD et al.,, 2012). Desta forma, sua
solubilidade em &gua é de 0,51 mg.L?, e em solventes organicos como,
diclorometano, éter etilico, etanol (95%), acetonitrila e acetato de etila, a solubilidade
em mL de solvente g' de moxidectina é de 1,64; 1,19; 0,81; 0,62 e 0,47,
respectivamente.

Possuem acdo contra nematoides e artropodes por meio da afinidade das

lactonas macrociclicas aos neurotransmissores glutamato dos seres invertebrados e



acido y-aminobutirico (GABA) de alguns invertebrados e vertebrados (PRICHARD et
al., 2003). A unido da moxidectina aos receptores GABA poOs-sinapticos permite
atuar de forma inibitéria produzindo a hiperpolarizacdo das células musculares
devido ao incremento na permeabilidade ao ion cloro, induzindo a paralisia flacida
ao parasito (PEREZ, 2004). O bloqueio do GABA repercute na sinapse entre os
nervos ventral e motores, produzindo incoordenacédo e expulsdo dos parasitos do
hospedeiro (PEREZ, 2004). Outra a¢do da moxidectina é ativar os canais de cloro
ativados pelo glutamato, induzindo a paralisia da musculatura faringiana,

provocando a morte do parasito por inanicdo (ARDELLI et al., 2009).

1.1.3 Impacto ambiental do residuo de lactonas macrociclicas excretado nas fezes

1.1.3.1 Persisténcia no ambiente

As avermectinas sao metabolizadas em baixas propor¢des no figado,
excretadas pela bile e eliminadas pelas fezes, sendo a principal via de excrecao
(KROGH et al., 2008). A eliminacéo € prolongada, apresentando um aporte continuo
do farmaco ativo, tendo como consequéncia a maior permanéncia no ambiente
(PEREZ et al., 2001). A formulacéo, a dosagem e a via de administracdo podem ser
os fatores mais importantes para a persisténcia e ecotoxicidade dos farmacos
(HERD, 1995), proporcionando diferencas em relacdo ao tempo e ao nivel de
excrecdo via fezes (SUAREZ et al., 2009). Além disso, estas substancias se ligam
fortemente as fezes, apesar da taxa de degradacdo estar fortemente influenciada
pelas condi¢bes edafoclimaticas (ERZEN et al., 2005). Foi avaliada a degradacéo de
abamectina e doramectina no solo e nas fezes de ovinos em condi¢cdes ambientais,
permanecendo 30 cordeiros em uma area de pastagem de 600 m? por seis dias pés-
tratamento com doramectina ou abamectina. As mensuracdes de persisténcia
destes vermifugos foram realizadas do dia seis ao dia 70 pés-tratamento, sendo
encontradas quantidades elevadas de residuos de abamectina nas fezes,

verificando-se médias de 800 + 46 pg.kg™ de MS de fezes no dia 6 pés-tratamento, e
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pds 70 dias de tratamento, persistiam-se concentracdes médias de 213 + 10 pg.kg™
de MS de fezes. Entretanto, ao considerar apenas o solo, a concentragao foi muito
baixa, permanecendo préxima a zero, cuja média foi de 0,69 + 0,13 ug.kg™* de MS de
solo (ERZEN et al., 2005).

Com o residuo de doramectina, nessa mesma pesquisa, verificaram queda
brusca de residuo no solo e nas fezes até o dia 50 pds-tratamento, de 33,1 + 4,4
ng.kg™ de MS para 0,30 + 0,08 pg.kg™ de MS e 1235 + 707 pg.kg™ de MS para 146
+ 23 pg.kg! de MS, nos dias 6 e dia 50 pés-tratamento para solo e fezes,
respectivamente.

Estudos sobre a excrecdo de residuo de avermectina nas fezes de ovinos
demostraram que o maximo de excrecao foi observado no dia trés pdos-tratamento
para abamectina (1270 + 74 pg.kg' de MS de fezes) e entre o dia dois pos-
tratamento para doramectina (2186 + 145 ug.kg™ de MS de fezes). Para ambas as
avermectinas, a concentracdo excretada nas fezes decresceu rapidamente até os
nove dias pos-tratamento (KUZNER et al., 2003). A ivermectina, também apresentou
pico de excrecdo via fezes aos quatro dias pés-tratamento (0,81 mg.kg™* peso seco)
e decresceu rapidamente ap6s sete dias pés-tratamento (0,31 mg.kg™) (ROMBKE et
al., 2010).

A moxidectina, semelhante as outras lactonas macrociclicas, apresenta pico
de eliminacdo nos trés primeiros dias pos-tratamento (IWASA et al. 2008; SUAREZ
et al. 2009).

1.1.3.2 Impacto sobre a fauna coprofaga

As lactonas macrociclicas, como as avermectinas e milbemicinas, séo
potentes anti-helminticos, exercendo atividade contra endo e ectoparasitas (FLOATE
et al.,, 2005). As altas concentracfes destes farmacos excretadas nas fezes,
principalmente nas primeiras semanas pos-tratamento, podem afetar as populagcbes
de fauna coprofaga que mantiverem contato com estas fezes. Entretanto, FLOATE
et al. (2001) relatam que ha espécies que sao susceptiveis, mesmo em

concentracdes baixas de anti-helmintico.

11



A moxidectina tem sido apresentada como mais inofensiva sobre os insetos
especialmente besouros coprofagos que utilizam estas fezes (FLOATE et al., 2001).
Entretanto, alguns estudos demonstraram que a moxidectina afeta a fauna
coprofaga. DOHERTY et al. (1994) verificaram a acéo larvicida da moxidectina in-
vitro contra Onthophagus gazella (coledptero) e Haematobia irritans exigua (diptero)
em concentracdes crescentes deste residuo nas fezes (4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 e
512 pg.kg™). A sobrevivéncia das larvas de Haematobia irritans exigua foi afetada a
partir da concentracdo de 128 ug.kg®, entretanto a moxidectina ndo prejudicou a
eclosado de individuos adultos desta espécie. Ao considerar a espécie de coledptero
estudada, nesse trabalho, ndo houve efeito na ovoposicéo, e a sobrevivéncia larval
foi menor na concentracdo de 512 pg.kg™.

Em condicbes ambientais o efeito do residuo de anti-helmintico sobre a
fauna coprofaga, também foi verificado. Alguns trabalhos realizaram a comparacéo
entre estes farmacos, com o intuito de identificar o produto com menor toxicidade.
SUAREZ et al. (2009), avaliaram o efeito do residuo de moxidectina, cuja via de
administracdo foi sub-cutanea e “pour-on”, e doramectina sub-cutédnea, sobre a
atividade de artropodes nas fezes de bovinos, expostas ao ambiente. Nesse
trabalho, as coletas de fezes foram realizadas nos dias 3, 11 e 21 pés-tratamento e,
a contagem dos individuos foi realizada nos dias 6, 14, 21 e 42 p6s-exposicao ao
ambiente. Tanto o residuo de moxidectina como de doramectina reduziram a
populacdo de dipteros nas fezes em relacdo ao controle. Para o residuo de
moxidectina, o efeito sobre a populacéo de dipteros foi verificado em fezes coletadas
de animais de trés pés-tramento expostas ao ambiente até 21 dias e 11 dias pos-
tratamento, expostas ao ambiente até 42 dias. Entretanto, para o residuo de
doramectina a excrecao de residuo nas fezes é prejudicial a populacdo de dipteros
até 21 dias pos-tratamento, com acao toxica até 21 dias de exposicdo ao ambiente.

Para a populacdo larval de coledpteros, SUAREZ et al. (2009) verificaram
que a agao do residuo de anti-helmintico foi menor, verificando efeito no dia 3 pos-
tratamento e apds 21 dias de exposi¢cdo ao ambiente. Em relacdo a comparacao de
moxidectina e doramectina, esta se tornou mais nociva as larvas. Nesse estudo, 0s
residuos de anti-helminticos nas fezes nao prejudicaram a atracédo dos coledpteros
adultos pelos bolos fecais, ao contrério dos resultados obtidos por SUAREZ (2002).

Ao utilizar a metodologia de captura do tipo armadilha de queda (pitfall) com fezes
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tratadas e ndo tratadas com anti-helminticos, FLOATE (2006) afirma que a presenga
destes farmacos afeta a atracdo de insetos adultos, com menor efeito para
moxidectina em comparacdo a doramectina. Esta menor toxicidade da moxidectina
contra a fauna copréfaga quando comparada a doramectina e as outras
avermectinas, também foi verificada em outros insetos, tal como, o mosquito
Anopheles (BUTTERS et al., 2012). Este fato pode estar associado a menor
afinidade do ion da moxidectina ligado aos receptores GABA pdés-sinapticos destes
insetos em comparacao a avermectinas (PRICHARD, et al., 2012). ARDELLI et al.
(2009) mostraram que a ivermectina paralisava a musculatura faringiana com uma
poténcia 64 vezes maior que a moxidectina.

Além da diferenca de resultados entre as lactonas macrociclicas
(avermectina e milbemicinas) a forma de administracdo proporcionou efeitos
diferentes sobre a fauna copréfaga. Estes estdo relacionados com o comportamento
e concentracdes distintas de excrecdo nas fezes destes residuos entre a via
subcutanea e via “pour-on”. A via de administragao “pour on” apresenta maior efeito
contra as larvas presentes nos bolos fecais nos primeiros 3 dias pés-tratamento e
menos prejudicial apds este periodo, em relacdo ao tratamento subcutaneo. O
comportamento dos animais em lamber a regido onde foi administrado o anti-
helmintico “pour-on” foi justicativa pelas maiores excregdes de residuo nas fezes nos
primeiros dias poér-tratamento (SALLOVITZ et al., 2003).
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2. TAXA DE EXCRECAO VIA FEZES E PERSISTENCIA AMBIENTAL DA
MOXIDECTINA APLICADA EM OVINOS

RESUMO

O objetivo deste estudo compreende a avaliacdo da cinética de excrecdo de
moxidectina (MOX) por meio das fezes de cordeiros ap0s a sua aplicacao
subcutanea, assim como a avaliacdo da persisténcia no ambiente do residuo deste
anti-helmintico, eliminado nas fezes. Para tanto, foi desenvolvido e validado um
método analitico para determinacdo da MOX nas fezes, utilizando cromatografia
liquida de ultra-alta pressdo com deteccdo por espectrometria de massas (UPLC-
MS/MS). Sete cordeiros da raga Suffolk, em delineamento inteiramente casualizado,
com peso corporal de 36,06 + 3,23 kg e 113 + 1 dias de idade receberam, por via
subcutanea, uma Unica dose de 0,2 mg kg™ de peso corpéreo. As coletas de fezes
foram realizadas apos 6, 12, 18, 24, 30 e 36 horas e 2, 3, 5, 9, 14, 21, 28, 35 e 42
dias da aplicacdo da MOX. Adicionalmente, para avaliar a persisténcia do residuo de
MOX no ambiente, foram selecionados treze carneiros das racas Suffolk e Dorper,
em delineamento blocos casualizados, com 76,43 + 34,24 kg e separados em dois
grupos, controle e tratados com moxidectina, cujas fezes, de ambos os tratamentos,
foram coletadas no tempo maximo de excrecdo apds aplicacdo (tratados com
moxidectina) de uma Unica dose de MOX (Cydectin®) via subcutanea de 0,2 mg.kg™
de peso corporal, por meio de bolsas, e expostas ao ambiente, com e sem cobertura
a chuva, até aos 88 dias. O método analitico desenvolvido foi validado apresentando
exatidao entre 80-120% e valores de precisao intra e interdias entre 6,24-9,44%. Os
limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) determinados foram de 3,08 ng.g™
e 5,14 ng.g’, respectivamente. Os resultados dos parametros de validacdo
demonstraram que o método foi adequado para determinar a presenca da MOX nas
fezes. A excrecdo de MOX nas fezes apresentou valor de Cméax de 22,74 ng.g™, no
Tmax de 39,92 horas. O valor da AUC foi de 13292 ng.gl.h. A concentracdo de
MOX verificada nas fezes dos carneiros (35,94 + 2,96 e 38,50 + 4,71 ng.g™*, para o0s
tratamentos com ou sem cobertura, respectivamente) foi semelhante a concentracéo
verificada no estudo de excrecdo. O isolamento, ou ndo, do bolo fecal contra a
chuva néo interferiu na degradabilidade ou percolacdo da MOX, pois a concentragao
aos 88 dias foi de 28,07 + 5,90 e 29,22 + 5,31, apresentando uma degradabilidade
de 17,61% e 27,14%, respectivamente para os tratamentos com ou sem cobertura.
Verificou-se que a molécula de MOX apresentou elevada sorcao nas fezes.

Palavras-chave: ambiente, aplicacdo subcutanea, cromatografia liquida,
degradabilidade, residuo
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RATE OF EXCRETION IN FEACES AND ENVIRONMENTAL PERSISTENCE OF
MOXIDECTIN APPLIED IN SHEEP

ABSTRACT

The objective was to assess the kinetic of excretion of moxidectin molecule in feaces
of lamb after subcutaneous administration. To that end, we developed and validated
an analytical method for determination of moxidectin in feaces by liquid
chromatography ultra-high pressure and quantification by mass spectrometry (LC-
MS/MS). Seven Suffolk lambs in a completely randomized design with 36.06 + 3.23
kg body weight were dosed subcutaneously with 0.2 mg.kg * body weight in a single
dose, The fecal samples were taken after 6, 12, 18, 24, 30 and 36 hours and 2, 3, 5,
9, 14, 21, 28, 35 and 42 days of application of MOX. Additionally, to assess the
persistence of moxidectin residues in the environment, thirteen Suffolk and Dorper
sheep in randomized complete block design with 76.43 = 34.24 kg, separated into
two groups: control and moxidectin treated, whose faeces from both treatments were
collected in a maximum excretion after application (moxidectin treated) of a
subcutaneous single dose of MOX (Cydectin ®) 0.2 mg. kg™ body weight, using bags
and exposed to the environment, with and without rain cover, over 88 days. The
analytical method was validated showing 80-120% accuracy and precision values of
intra and inter - day between 6.24 -9.44%. The detection limits (LOD) and
quantification (LOQ) were determined 3.08 ng.g™* and 5.14 ng.g™, respectively. The
results of the validation parameters showed that this method was suitable to
determine the presence of MOX in lamb feaces. Moxidectin concentrations in the
feaces showed Cmax 22,73 ng g, in Tmax of 39,92 hours. The value of AUC was
13292 ng g™*.h. The observed concentration of 35.94 + 2.96 and 38.50 + 4.71 ng.g *
for both treatments with or without coverage against rain, respectively, was similar to
the concentration obtained in the study of excretion curve. Fecal isolation or not
against the rain did not affect the degradability or molecule percolation, since the
concentration over 88 days was 28.07 £ 5.90 and 29.22 + 5.31, with 17,61% and
27,14% degradability, respectively. The moxidectin molecule showed high adsorption
in the feaces.

Key-words: Degradability, environment, liquid chromatography, residue,
subcutaneous injection
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2.1 INTRODUCAO

O Brasil, sendo o maior exportador mundial de carne (ABIEC, 2013), gasta
600 milhdes de dolares em medicamentos veterindrios, dos quais 44% sao
antiparasitarios. Destacam-se, entre eles, as avermectinas (ivermectina, abamectina,
doramectina, eprinomectina) e a milbemicina moxidectina (SINDAN, 2013).

O principal impacto dos anti-helminticos do grupo das avermectinas e
milbemicinas sobre o ambiente resulta da sua excrecédo via fezes (Edwards et al.,
2001), cuja eliminacao situa-se entre 50 e 90% da dose aplicada (Mulroy, 2001),
sendo deste percentual, 90% excretado nos primeiros 4 dias (Pérez et al., 2001). A
contaminacdo dos produtos de origem animal e do ambiente pode ser prolongada,
visto que estes farmacos sdo desenvolvidos para serem persistentes.

A moxidectina (MOX) € uma milbemicina, cuja estrutura quimica é
pertencente ao grupo das lactonas macrociclicas. As lactonas macrociclicas
possuem massas moleculares (639,4 g mol™) e valores de coeficiente de particéo
Oleo:dgua (6,0 Log Kow) elevados, caracterizando-se como substancia hidrofébica,
de baixa volatilidade e solubilidade em solventes polares, com forte afinidade por
lipideos, solo e matéria organica. A moxidectina presente nas fezes misturadas ao
solo tende a se ligar fortemente a matéria organica, aumentando a persisténcia
neste ambiente por varios meses, ou possivelmente por anos, principalmente em
condicdes anaerdbicas (Floate et al., 2005).

As lactonas macrociclicas, como as avermectinas e milbemicinas, séo
potentes anti-helminticos, exercendo atividade contra endo e ectoparasitas (Shoop
et al., 1995). As altas concentracfes destes farmacos excretadas nas fezes,
principalmente nos primeiros dias pos-tratamento, podem afetar as populagcbes de
fauna copréfaga. Aléem disso, Anziani et al. (2001) e Floate et al. (2001) relatam que
h& espécies que sdo susceptiveis, mesmo em concentracfes baixas do anti-
helmintico.

Almeida & Ayres (2002) afirmam que preocupacdo resultante do uso dos
produtos esta na excrecao via fezes sob a forma inalterada, podendo exercer efeitos
adversos sobre populacdes de artropodos e nematddeos que colonizam o bolo fecal.

Floate et al. (2005) relataram a persisténcia de MOX e ivermectina em misturas de
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fezes e solo apés 60 e 56 dias, respectivamente, e afirmam haver enorme
variabilidade entre substancias nesse aspecto.

A importancia de se estudar o perfil de excrecao e persisténcia no ambiente
da molécula de MOX esta em estabelecer medidas que diminuam a contaminacéo
ambiental. Ao conhecer o comportamento da curva de excre¢do, permite-se que
estratégias de manejo sanitario e de dejetos sejam adotadas de forma que menores
concentracbes de MOX sejam expostas ao ambiente, e consequentemente afete a
fauna copréfaga. Além disso, para conhecer o real impacto deste farmaco, presente
na producdo de ovinos, principalmente em cordeiros, faz-se necesséario avaliar a
cinética de excrec¢do via fezes.

Diversos estudos tém sido publicados quanto a presenca de avermectinas e
milbemicinas em fezes de animais de diferentes espécies, tais como equinos (Perez
et al., 2001; Gokbulut et al., 2001), bovinos (Herd et al., 1996; Alvinieri et al., 1999),
ovinos (Kolar et al., 2006; Erzen et al., 2007) e cervos (renas) (Asbakk et al., 1999),
sendo que a determinacdo da MOX em fezes foi relatada unicamente para cavalos.
Os métodos utilizados pelos diversos autores na determinacdo dos antiparasitarios
fez uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a detector de
fluorescéncia (FL). Em geral, esta técnica de deteccao é seletiva e sensitiva, porém
necessita de uma etapa de derivatizacdo para tornar o analito fluorescente, o qual é
uma desvantagem do método dado o tempo gasto na determinacdo a instabilidade
do derivado fluorescente (Cerkvenik-Flajs et al., 2010)

Poucos trabalhos sao relatados na literatura a respeito do uso de
espectrometria de massas como técnica de deteccdo de avermectinas e
milbemicinas em fezes (Rudik et al, 2002), apesar dessa técnica, em comparacao a
FL, precisar de procedimentos simples na etapa de preparo da amostra, possuir
elevada especificidade e detectibilidade, permitir a confirmacdo da identidade dos
analitos e a determinacéo de residuos dessas substancias a nivel de tracos (ng g™).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em cordeiros, a cinética de excre¢do da
MOX por meio das fezes, apoOs aplicacdo subcutédnea, bem como avaliar a
persisténcia no ambiente do residuo deste anti-helmintico eliminado pelas fezes de
ovinos. Para tanto, foi desenvolvido e validado um método analitico para
determinacdo da MOX nas fezes utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia

com deteccgao por espectrometria de massas (LC-MS/MS).
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2.2 MATERIAL E METODOS

O Estudo de campo, com o objetivo de avaliar o perfil de excrecdo da MOX
nas fezes de cordeiros, foi conduzido no Laboratério de Producdo de Ovinos e
Caprinos da Universidade Federal do Parani, LAPOC-UFPR (Brasil), entre
dezembro de 2011 a janeiro de 2012. Adicionalmente, em margo a junho de 2012,
neste mesmo laboratdrio, realizou-se outro experimento, com o objetivo de avaliar a
persisténcia da MOX no ambiente, bem como o efeito deste farmaco na
decomposicdo, em fezes de carneiros. Para tanto, primeiramente, foi desenvolvido e
validado um método analitico para a determinacdo da MOX nas fezes utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS) no Laboratoério de Toxicologia de Alimentos, do Departamento de Ciéncias
de Alimentos da FEA-UNICAMP.

2.2.1 Solventes e Reagentes

Todos os solventes utilizados para extracdo do farmaco nas fezes foram de
grau HPLC e os reagentes de grau analitico. A acetonitrila (ACN) foi adquirida da
Mallinckrodt (Mallinckrodt Backer, EUA). O acetato de amdnio foi adquirido da Merck
(Germany) e o acido férmico da Acros-Organics (EUA).

As membranas de fluoreto de pilivinilideno (PVDF) e politetrafluoretileno
(PTFE) (Milipore, EUA), ambas com 0,22 um de porosidade, foram usadas para
filtrar o extrato da amostra, solventes aquosos e solventes organicos.

Os padrdes analiticos de MOX e emamectina (EMA) (padréo interno) foram
adquiridos da Sigma (Sigma-Aldrich, EUA), com grau de pureza 97,1 % e 99,7 %,
respectivamente.

A moxidectina 1% aplicada por via subcutédnea nos cordeiros, para o ensaio
de avaliacdo da cinética de excrecao, e nos carneiros, para a avaliar a persisténcia
do residuo no ambiente, foi proveniente do vermifugo Cydectin® NF, pertencente ao

laboratoério Fort Dodge Saude Animal.
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2.2.2 Preparo de solugdes

A solucédo padréo estoque foi preparada em ACN na concentracdo de 1,00
mg.mL™? , armazenada em frascos Ambar e mantida em freezer a temperatura de -
20 °C.

As solucdes de trabalho foram preparadas diariamente pela diluicdo
apropriada da solucdo estoque em ACN, nas concentracdes de 1.000 ng.mL™ para

MOX e 400 ng.mL ** para EMA, e armazenadas sob refrigeracéo.

2.2.3 Amostras branco de fezes de cordeiro

As amostras branco, utilizadas para o estabelecimento das condicGes
analiticas, foram analisadas e os cromatogramas inspecionados quanto a presenca
de interferentes que poderiam comprometer o desenvolvimento do método analitico.
Nenhum interferente foi detectado nos tempos de retencéo correspondentes a MOX
e a EMA, garantindo a viabilidade das amostras branco.

2.2.4 Equipamentos

As analises cromatograficas foram realizadas em equipamento de
cromatografia liqguida Waters Acquity UPLC, acoplado ao espectrometro de massas
Waters Xevo TQ MS, equipado com fonte de nanoeletrospray (UPLC- QqQ MS/MS)
(Milford, Massachusetts, USA).

Para a desgaseificacdo da fase movel e na etapa de preparo das amostras
foi empregado banho de ultrassom (Elma, modelo Transonic 460/H ultrasonic bath,
Germany). No preparo das amostras foi utilizado agitador de tubos tipo vortex
(Quimis, Brasil) e para concentragdo dos extratos evaporador modelo HB4 Basic

rotating evaporator (IKA, Germany). Para a separacdo das fases solida e liquida da
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amostra foi utilizada centrifuga (Thermo Scientific, modelo Heraeus Multifuge 3L-R
centrifuge, USA).

2.2.5 Preparo de amostras

O desenvolvimento e validacdo do método analitico, assim como a analise
das fezes foram realizadas no Laboratério de Toxicologia de Alimentos, do
Departamento de Ciéncias de Alimentos da FEA-UNICAMP. Para o preparo das
amostras, foram pesadas 2,00 g de fezes (controle branco) em tubos de
polipropileno de 50 mL. Em seguida foram adicionados 10 mL de ACN, agitados em
voértex por 30 segundos e colocados em banho de ultrassom por 10 minutos. O tubo
foi centrifugado a 10.000 x g, por 5 minutos, a 5 °C. O sobrenadante foi transferido
para baldo de fundo redondo de 50 mL e o precipitado extraido novamente, da
mesma maneira como descrito acima. Juntaram-se os sobrenadantes os quais foram
evaporados até a secura, utilizando rota-evaporador a 40°C. O residuo foi
resuspendido na fase movel e filtrado em membranas de celulose com poros de 0,22
um de diametro (Whatman, EUA), diretamente no vial, e injetados no UPLC-MS/MS

QgQ. O esquema da marcha analitica est4 apresentado na Figura 1.

2,00 g de amostra
Adigio do PI
Vortex 307

10 mL de ACNe———
l Vortex 307

Ultrassom 107
1x

Precipitado

CentrifuTr al0.000xg, 5°
_—

Sobrenadante
Evaporar a 45°C

Resuspender

l Filtrar

UPLC-MS/MS QqQ

FIGURA 1 - Fluxograma do preparo da amostra para analise das fezes de cordeiro.
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2.2.6 Condicoes do sistema UPLC-MS/MS QqQ

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna analitica de
fase reversa C18 (50 x 2,1 mm, 2,7 ym) Poroshel 120 EC-18 (Agilente Technologies,
USA), precedida por uma coluna guarda de fase similar (30 x 2,1 mm, 2,7 um) a
temperatura ambiente (25 °C). O volume de injecdo empregado foi de 10 pL, a
vazao da fase mével (FM) foi de 0,5 mL min™ e o tempo de corrida foi de 4 minutos.

Para o sistema UPLC-MS/MS QqQ (identificagdo e quantificagdo), foram
estabelecidas as seguintes condi¢des de ionizacdo para a MOX e EMA: temperatura
da fonte ajustada em 50 °C, voltagem do capilar de 3.00 KV, temperatura do gas de
dessolvatacédo a 450 °C. O gas de colisdo utilizado pelo detector foi argdnio e o gas
de nebulizacéo utilizado pelo detector foi nitrogénio. O método de aquisicdo MS/MS
foi o0 monitoramento de reacao mdultipla (MRM), realizado no modo positivo. Para a
MOX, o ion precursor monitorado foi de 640.4 e seus fragmentos de transi¢cao (m/z)
528.3 e 498.3. Para a EMA, o ion precursor monitorado foi de 886.5 e seus
fragmentos de transicdo (m/z) 158.0 e 302.2. Para quantificacdo da MOX e EMA
foram utilizados os fragmentos de transicdo 528.4 e 158.0 (m/z) e para confirmacgéo
os fragmentos 498.3 e 302.2 (m/z), respectivamente.

A fase movel foi constituida por tampédo acetato de aménio 10 mM com
adicdo de 0,1% de acido formico (Fase A), e pela fase organica ACN (Fase B). A

separacao dos analitos foi por modo gradiente (Tabela 1).

TABELA 1 - Composicdo da fase moével durante a corrida cromatografica

TEMPO (min) Fase A Fase B
0-2 50% 50%
2-25 5% 95%
251-4 50% 50%
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2.2.7 Validacdo do método analitico

O método foi validado com base nas recomendacfes do Guia de Validacao
de Métodos Analiticos do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2011) e da Comunidade Europeia (EC, 2002), os quais estabelecem
critérios de desempenho para os métodos analiticos destinados a determinacdo de
residuos e contaminantes em alimentos de origem animal. Assim, 0s parametros
avaliados foram: linearidade, seletividade, efeito matriz, precisdo intra e interdia,
exatidao, limite de deteccao e limite de quantificacao.

A seletividade do método foi avaliada por comparacdo do cromatograma
obtido da analise das amostras de fezes branco (n = 10) e das matrizes fortificadas,
verificando-se a auséncia de interferentes coeluindo com os analitos (MOX e EMA)
ou préximo ao tempo de retencéo.

A linearidade e a sensibilidade foram estabelecidas a partir das curvas
analiticas em solucédo padréo, extrato fortificado e matriz fortificada em oito niveis de
concentracdo (5,0; 10,0; 20,0; 50,0; 100,0; 200,0; 300,0 e 400,0 ng.g™). Em todos 0s
pontos do extrato e da matriz fortificada foi adicionado o padréo interno (EMA), na
concentracdo constante de 40 ng.g™. Os resultados obtidos foram analisados pelo
método de minimos quadrados e a linearidade expressa como coeficiente de
correlacéo linear (r).

Outro estudo importante para métodos analiticos empregando a técnica de
LC-MS/MS € a avaliagdo do efeito matriz, destinado a verificar as interferéncias
causadas por quaisquer elementos que compdem a matriz de amostragem, que
poderiam gerar diminuicdo ou aumento de sinal. O efeito matriz foi avaliado pela
realizacdo dos testes F e t de Student e os efeitos obtidos para cada um dos analitos
foram expressos em porcentagem. Para o calculo, compararam-se os resultados
obtidos para o extrato fortificado nos niveis de concentracéo correspondentes a 5,0;
100,0; 200,0 e 400,0 ng.g*, com os resultados obtidos para os mesmos niveis de
concentracéo dos analitos dissolvidos em solvente.

A precisdo do método foi determinada em duas situacoes: (i) repetibilidade
(preciséo intradia) e (ii) reprodutibilidade (preciséo interdia). A precisao foi avaliada

nos seguintes niveis de fortificagdo: 5,0; 100,0; 200,0; e 400,0 ng.g™*, em 3 replicatas
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para cada nivel. A repetibilidade foi expressa pelo coeficiente de variacdo (CV %)
dos resultados de cada nivel de fortificacdo, analisados no mesmo dia. A
reprodutibilidade também foi expressa pelo CV % dos resultados das analises
realizadas em trés dias diferentes (n = 3), pelo mesmo analista, usando 0 mesmo
instrumento.

A exatiddo foi avaliada através do teste de recuperacdo da matriz fortificada,
em 4 niveis de fortificacdo 5,0; 100,0; 200,0; e 400,0 ng.g’. Cada nivel de
fortificacdo foi avaliado utilizando 3 replicatas. Os resultados foram expressos por
meio da percentagem das concentracfes médias fortificadas na matriz, em relagéo a
concentragéo fortificada no extrato na mesma concentragao.

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos
através da fortificacdo da matriz, no menor nivel de concentracdo. O LOD foi
expresso como a menor concentragdo cujo sinal equivale a 3 vezes a relagao
sinal/ruido, enquanto que o LOQ foi estabelecido como o menor nivel capaz de
produzir um sinal equivalente a 10 vezes a relacéo sinal/ruido, com precisdo menor
do que 20 % e exatiddo de 80-120 %.

2.2.8 Ensaio com 0s animais

O ensaio com os cordeiros e carneiros foi conduzido nos meses de
novembro de 2011 a janeiro de 2012, no Laboratério de Producdo e Pesquisa em
Ovinos e Caprinos (LAPOC), na Fazenda Experimental da Universidade Federal do
Parand, localizada na regido metropolitana de Curitiba, pertencente ao clima (Cfb). A
realizacédo do ensaio referente ao projeto “Residuo de Moxidectina nos tecidos de
cordeiros terminados em pasto submetidos a trés programas de controle de
endoparasitas e seu impacto ambiental” foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso
de Animais do Setor de Ciéncias Agrérias, da Universidade Federal do Parana
(protocolo N° 055/2011).
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2.2.9 Avaliacdo da cinética de excrecdo da MOX pelas fezes

Foi determinada a cinética de excrecao nas fezes de cordeiros desmamados
da MOX 1% aplicada por via subcutanea, por um periodo de até 42 dias apds a
aplicacdo. Para tanto, utilizaram-se sete cordeiros da raca Suffolk que nunca haviam
recebido tratamento com anti-helmintico. Do nascimento até o desmame, 0S
cordeiros e as ovelhas foram mantidos em aprisco suspenso ripado. A partir da 12
semana de vida, os cordeiros receberam dieta composta de concentrado farelado
(20% de PB) e silagem de milho, por meio de suplementacdo em creep feeding. Os
cordeiros foram vacinados contra as clostridioses e desmamados aos 74 *+ 10 dias
de idade e 27,0 £ 2,1 kg de peso corporal. Em seguida, foram confinados em baias
individuais com piso ripado suspenso, cuja dieta era composta por 40 % de feno de
azevém (volumoso) e 60 % de concentrado farelado (20% de PB), formulada para
atender as exigéncias de cordeiros com potencial de crescimento rapido, com ganho
médio diario de 0,253 + 0,043 kg (NRC, 2007). A dieta foi fornecida ad libitum, duas
vezes ao dia, com sobra diaria de 10% para nédo limitar o consumo.

Aos 113 + 1 dias de idade, ap6s quarenta dias de adaptacao as instalacées,
a agua e a alimentacdo, os cordeiros receberam aplicacdo Unica subcutédnea de
MOX, na dose de 0,2 mg para cada kg de peso corporal. No dia da aplicacdo do
anti-helmintico, todos os animais foram pesados (36,1 + 3,2 kg) e a dose foi
calculada individualmente com base no peso corporal do animal. A administracao da
dose foi feita com auxilio de seringa plastica graduada em escala de 0,1 mL, sendo
aplicada na face interna da coxa direita para padronizacédo do local de aplicacdo. A
dose de MOX administrada foi calculada considerando-se que a sua concentracao
no medicamento veterinario utilizado é de 1%.

Para o desenvolvimento e validacdo do meétodo analitico a matriz branco,
sem a presenca de anti-helmintico, utilizou-se um cordeiro nascido na mesma época
e com peso semelhante aos animais expostos, e que nao tinha sido desverminado.

Em todos os animais, as coletas de fezes foram realizadas via ampola retal,
apos 6, 12, 18, 24,30 e 36 horas e 2, 3, 5, 9, 14, 21, 28, 35 e 42 dias da aplicacao
da MOX.
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Nos dias 1, 7, 14, 28 e 42 apds a aplicacdo da MOX foi realizada a coleta
total de fezes durante 24 horas, por meio de bolsas coletoras, para determinacdo da
producao fecal diaria. As fezes coletadas foram acondicionadas em sacos de papel,

identificadas e secas em estufa a 60 °C, para determinacdo da matéria seca (MS).

2.2.10 Persisténcia da moxidectina nas fezes expostas ao ambiente

O estudo de campo foi conduzido no Laboratério de Producdo e Pesquisa
em Ovinos e Caprinos da Universidade Federal do Parana, LAPOC-UFPR (Brasil),
entre marco e junho de 2012. As condi¢cdes climaticas podem ser caracterizadas

tipicas para outono e inverno do sul do Brasil (Cfb) (Figura 2 e 3).
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FIGURA 2 — Condi¢cdes meteorologicas durante o periodo experimental, 19 de
marco a 18 de junho de 2012, PR, Brasil.
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FIGURA 3 - Condi¢cdes meteoroldgicas durante o periodo experimental, 19 de marcgo
a 18 de junho de 2012, PR, Brasil.

Treze carneiros das racas Suffolk e Dorper, com 76,4 + 34,2 kg distribuido
de acordo com o peso, e producao média diaria de fezes frescas de 2,69 + 0,94 kg
por animal, foram mantidos em aprisco suspenso ripado sem receber medicamentos
por mais de oito meses. A dieta era composta por 44,3 % de concentrado farelado
(14% de PB) e 55,7% de volumoso (feno de azevém), segundo o NRC (2007). A
dieta foi fornecida ad libitum, duas vezes ao dia, com sobra diaria de 10% para nao
limitar o consumo. Destes, oito carneiros receberam uma Unica aplicacéo
subcutédnea de MOX 1% (Cydectin®) na dose de 0,2 mg para cada kg de peso
corporal. A dose foi administrada com auxilio de seringa plastica graduada em
escala de 0,1 mL, na face interna da coxa direita para padronizacdo do local de
aplicacdo. Apos 36 horas de aplicacdo do farmaco (SANHUEZA, 2006), foram
colocadas bolsas coletoras nos animais dosificados e n&o-dosificados por um
periodo de 24 horas para a coleta de fezes, sendo coletadas a cada 12 horas e
armazenadas a 4°C. As coletas foram encerradas 60 horas apos a aplicacéo do anti-
helmintico. As fezes do tratamento controle, sem residuo de MOX, foram coletadas
no mesmo periodo. Apés o término das coletas as fezes foram homogeneizadas
manualmente por tratamento.

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x2, fezes com a
presenca do residuo de MOX ou nédo (controle), com ou sem cobertura contra a
chuva. O delineamento foi em blocos inteiramente casualizados, com cinco

repeticdes e oito replicatas que correspondiam aos periodos de coletas (0, 4, 8, 12,
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24, 36, 60 e 88 dias de exposicdo ao ambiente). Desta forma, foram pesados oito
bolos fecais com 200 g por repeticao/tratamento. Estes bolos fecais foram expostos
ao ambiente de pastagem, predominantemente de Tifton-85 (Cynodon spp.)
sobressemeado com Azevém (Lolium multiflorum Lam.), distanciados em 2 m entre
os tratamentos dentro dos blocos, 0,5 m entre os dias de exposicdao e 8 m entre
blocos. O local permaneceu sem a presenca de fezes de animais por mais de seis
meses.

Foi coletado um bolo fecal por repeticdo e por tratamento. Separaram-se as
fezes do mantilho e entdo pesadas, sendo as amostras armazenadas a -20 °C até
posterior determinacdo da concentracdo de MOX.

2.2.11 Andlise estatistica

O delineamento experimental para determinacdo da taxa de excrecdo via
fezes da moxidectina foi inteiramente casualizado, sendo os animais distribuidos
aleatoriamente.

Para o ensaio de persisténcia da moxidectina no ambiente, as variaveis foram
analisadas em blocos inteiramente casualizados e com medidas repetidas no tempo
pelo procedimento estatistico MIXED do SAS. O modelo utilizado foi: Y = p + Bj + T,
+ Py + T*Px + ejx, em que p = média, B; - efeito de bloco (1 a 5), T; = efeito de
tratamento (i = 1 a 2), Px = efeito de dias de avaliagdo (1 a 8), T *Px = efeito de
interagéo entre tratamentos e dias de avaliacdo e ej = erro experimental. Todas as
médias foram calculadas utilizando o comando LSMEANS e as comparacfes entre

as médias foram realizadas pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Preparo da amostra

No desenvolvimento do método analitico, levou-se em consideracdo a
rapidez no preparo da amostra. Assim, conforme apresentado na Figura 1, o
procedimento de extragcdo do analito compreendeu, unicamente, a extragdo com
ACN, a temperatura ambiente. A co-extracdo foi realizada visando a obtencédo de
melhores resultados de recuperacdo do analito. A ACN foi apropriada por ser um
solvente que possui propriedade seletiva para a MOX, tendo sido eficiente pelo fato

da matriz fezes apresentar baixos teores de gordura e alto contetdo de fibras.

2.3.2 Validacao do método analitico

O método analitico desenvolvido foi validado, conforme as recomendactes
do guia de validacdo do MAPA (2011) e da Comunidade Europeia (EC, 2002),
através dos seguintes parametros: seletividade, linearidade, efeito matriz, preciséao
intra e interdias, exatidao, limite de deteccéo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ).

A seletividade foi avaliada pela auséncia de picos interferentes nos tempo de
retencdo da MOX e EMA. Nenhum interferente foi detectado nos tempos de
retencdo correspondentes a esses analitos garantindo, assim, a seletividade do
meétodo. Na Figura 4 é apresentado o cromatograma da amostra branco de fezes
fortificada com MOX e EMA.
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FIGURA 4 - Cromatograma da matriz branco de fezes fortificada com moxidectina
(200 ng g*) e emamectina (40 ng g™%).

As curvas analiticas foram construidas em oito niveis de concentracéo (5,0;
10,0; 20,0; 50,0; 100,0; 200,0; 300,0 e 400,0 ng g™), para assegurar a maior faixa
possivel de quantificacdo da MOX nas fezes de cordeiro. Segundo as
recomendac¢des do guia de validacdo do MAPA (2011), as curvas analiticas devem
conter pelo menos cinco niveis de fortificagao.

As curvas analiticas matrizadas apresentaram-se lineares na faixa entre 5-
400 ng g™ para a matriz estudada, com coeficiente de correlagéo (r) maior que 0.99
(Figura 5), resultado que esta de acordo com o guia de validacdo da Comunidade
Europeia (EC, 2002) e do MAPA (2011). Vale ressaltar que, de acordo com as
diretrizes estabelecidas pelo INMETRO (2003), somente curvas analiticas que
apresentem correlacdo maior que 0,90 podem ser utilizadas para determinar

concentragdes em ensaios quimicos.
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FIGURA 5 - Curvas analiticas da moxidectina (MOX) no solvente (ACN) (A) e extrato
(B) e matriz (C) fortificadas.

A sensibilidade do método, obtida através do coeficiente angular da curva
analitica, apresentou valor de 0,0065 ua g/ng para MOX.

O efeito matriz foi avaliado através da comparacdo das areas dos niveis de
concentracdo da curva analitica no extrato fortificado com os do analito em solvente
(Figura 5). Os resultados indicam que a matriz interfere na ionizagdo dos analitos,
induzindo perda de sinal. O coeficiente angular da curva no extrato foi
significativamente (p<0,05) menor do que o da curva no solvente, haja vista a perda
do sinal cromatografico pela presenca da matriz. Assim, a avaliagdo dos demais
parametros de validacdo foi realizada utilizando-se curva analitica matrizada, com
adicdo de padrdo interno na matriz (EMA, 40 ng.g™), o que da suporte ao processo
de validacdo do método.

As precisbes intradia (repetibilidade) e interdias (reprodutibilidade) foram
expressas como coeficiente de variacdo (CV, %) dos resultados obtidos com
amostras fortificadas em triplicata. O FDA e a ANVISA recomendam que o0s
resultados ndo excedam 15% de CV (exceto para o limite de quantificacéo, o qual
nao deve exceder 20% do CV). Os valores de CV do método (Tabela 2) encontram-
se abaixo do recomendado, indicando que 0 mesmo é preciso.

A avaliacdo da exatiddo de um método analitico pode ser realizada através

da comparacao dos resultados obtidos com aqueles obtidos através de outro método
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validado ou através da analise de um material de referéncia certificado. Porém, a
indisponibilidade de outro método validado e de material certificado levou a
necessidade da aplicacao do teste de recuperacdo para determinacdo da exatidao.
A avaliacdo da exatiddo pelo teste de recuperacéo € internacionalmente aceita se
nenhum material de referéncia certificado estiver disponivel (EC, 2002; MAPA,
2011). Os resultados de exatiddo obtidos (85 a 111%) (Tabela 2) estdo de acordo
com os valores preconizados pelos Guias de Validacdo do MAPA (2011) e da
Comunidade Europeia (EC, 2002), que estabelecem a faixa de 70 a 110%.

O LOD e 0 LOQ do método foram de 3,0 ng g e 5,0 ng g*, respectivamente
(Tabela 2). Amostras branco (n =10) foram fortificadas com MOX no nivel do LOQ e
analisadas. Os valores de CV verificados foram de 26,0% (LOD) e 12,4% (LOQ).
Vale ressaltar que os valores de CV do LOQ ndo devem ser maiores do que 20%
para concentragdes do analito <10 pg.kgt. Estes dados corroboram a
adequabilidade da metodologia desenvolvida no presente trabalho.

Os parametros de validacdo do método desenvolvido, cujos conceitos foram

revisadas por Paschoal et al. (2008), sdo apresentados na Tabela 2.
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TABELA 2 - Pardmetros de validagdo do método analitico desenvolvido.

Parametros de Validacao

Equacédo da curva analitica y = 0,0065 x - 0,0217
Linearidade (r) 0,99
LOD (ng g}) 3,0
LOQ (ng g™) 5,0
Exatidao (%) Recuperacgao

5ng g™ (n=3) 85,4
100 ng g* (n=3) 94,4
200 ng g* (n=3) 111,8
400 ng g* (n=3) 108,6
Efeito Matriz (%)

5ng g’ (n=3) 89,1
100 ng g* (n=3) 83,2
200 ng g™ (n=3) 85,5
400 ng g* (n=3) 85,6
Precisdo (CV%) Intradia

5ng g’ (n=3) 9,0
100 ng g* (n=3) 9,4
200 ng g* (n=3) 9,1
400 ng g* (n=3) 6,6
Preciséo (CV%) Interdia

5ng g’ (n=3) 9,2
100 ng g* (n=3) 6,2
200 ng g™ (n=3) 6,7
400 ng g (n=3) 9,4

2.3.3 Cinética de excrecao de moxidectina via fezes

Utilizando o método desenvolvido e validado, foram analisadas as amostras

do ensaio experimental com cordeiros. A primeira amostra em que o farmaco foi
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detectado foi apds 12 h do inicio do tratamento, tendo a concentragdo da MOX nas
fezes aumentado progressivamente até alcancar a concentragdo maxima (Cmax) de
22,73 ng.g*, no tempo méximo (Tmax) de 39,92 horas (Figura 6). Com relacdo a
extensdo da excrecdo do farmaco, a area sob a curva de concentracao-tempo foi de
13292 ng.g*.hora. A concentragdo encontrada nas fezes indica que o farmaco é
eliminado principalmente por esta via, conforme ja foi descrito por PEREZ et al.
(2001).
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FIGURA 6 - Perfil da concentracdo de moxidectina nas fezes de cordeiros versus
tempo, ap6s a administracdo subcutanea de 0,2 mg.kg® de peso
corpéreo (n=7).

Os parametros que descrevem a cinética de eliminagdo da MOX séo

apresentados na Tabela 3.
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TABELA 3 - Parametros da cinética de eliminacdo da moxidextina (MOX) pelas fezes
de cordeiro, apés administracdo subcutanea de 0,2 mg kg’ de peso
corporeo (n=7).

PARAMETROS MOX (Média)
Cméx (ng g™) 22,73
Tmax (horas) 39,92

AUC (ng. horas.g™}) 13.292
Ke (horas) 0,1025

DP = Desvio Padrdo; Cmax = concentracdo maxima; Tmax= tempo para alcancar Cmax; Ke
= taxa de eliminacdo constante na fase terminal; t¥2 = tempo de eliminacdo de meia vida;
AUC = &rea sob a curva concentragdo-tempo.

A molécula de MOX apresenta uma massa molecular elevada e elevados
valores de coeficientes de particdo (Kow), O que a caracteriza como substancia
lipofilica, permitindo o seu depdsito no tecido adiposo, Desta forma, este tecido pode
atuar como um reservatorio do farmaco, o que contribui para a longa persisténcia
dessa molécula na corrente sanguinea e nos diferentes tecidos-alvos (CRAVEN et
al.; 2002; CLEALE et al., 2004). Consequentemente, apresenta prolongada excrecao
via fezes, visto que esta é sua principal via de eliminacdo. Assim, verificou-se a
presenca de MOX nas fezes de cordeiros até 42 dias apos o tratamento.

A é&rea sob a curva de concentragcdo-tempo (AUC) é geralmente considerada
como a mais relevante para a avaliacao do grau de exposicao a droga. Verificou-se
valores maiores, no presente estudo quando comparados com o0s obtidos por
SANHUEZA (2006), 1694,9 e 1179,6 ng.g'dia, provavelmente a diferenca de
categoria animal avaliada entre os estudos pode ter colaborado com os resultados.
Sugere-se que o menor teor de gordura favoreca a maior eliminacdo do farmaco,
visto que é esse tecido pode atuar como reservatorio da MOX. Entretanto, a Tmax de
36 horas foi semelhante entre os estudos. LIFSCHITZ et al. (1999), obtiveram
concentracdo maxima de 149 ng.g™* em bovinos tratados com MOX (0,2 mg. kg™ por

via subcutanea). Outros valores de Cmax mais préximos aos encontrados neste
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estudo foram verificados por LIFSCHITZ et al. (2002) em bovinos tratados com

ivermectina e doramectina (115 e 258 ng.g™*, respectivamente).

2.3.4 Persisténcia da moxidectina presente nas fezes de cordeiros no ambiente.

Na Figura 7 sdo apresentadas as médias e os desvios padrdo (ng.g™ peso
seco) das concentracdes de MOX nos bolos fecais (200 g de peso umido) coletados
no tempo maximo de excrec¢ao do vermifugo, expostos ao ambiente por até 88 dias.
Os resultados confirmam as caracteristicas fisicas e quimicas, a MOX apresenta
limitada movimentacdo no ambiente, minima capacidade de lixiviacdo e alta
afinidade com a matéria organica, bem como alta sorcdo para as fezes e o solo
(CELESTINA et al., 2010). O momento da coleta coincidiu com o tempo méaximo de
excrecdo da MOX, visto que a concentracdo verificada de 35,94 + 2,96 e 38,50 +
4,71 ng.g*, para ambos os tratamentos com ou sem cobertura contra a chuva,
respectivamente, foi semelhante a concentragdo obtida no estudo da cinética de

excrecado do vermifugo (32,45 ng.g™).
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FIGURA 7 - As letras mailsculas se referem a comparagéo entre os tratamentos e
as letras minusculas se referem a comparacdo entre os dias de
exposicado ao ambiente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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O isolamento ou ndo do bolo fecal contra a chuva nao interferiu na
degradabilidade ou percolacdo da molécula (P>0,05), pois a porcentagem
degradada foi de 17,61% e 27,14%, respectivamente. SUAREZ et al. (2009)
obtiveram valores de excrecdo de MOX em bovinos de 645 ng.g™, 20 vezes maior
aos verificados neste estudo (160 ng.g*') apés 42 dias no campo. Os autores
verificaram taxa de degradacdo de 75% do residuo de MOX, aos 42 dias de
exposicao.

Desta forma, a moxidectina apresentou alta persisténcia no ambiente, o que
pode proporcionar maior tempo de acdo desta molécula a fauna coprofaga.
Entretanto, devido a maior sor¢ao nas fezes, estas podem ser incorporadas ao solo,
juntamente com a matéria organica. Ao avaliar a quantidade de moxidectina no bolo
fecal, observou-se que no inicio do experimento os bolos fecais possuiam em média
67,11 g de fezes secas e 2302,15 e 2443,57 ng de moxidectina, para os tratamentos
com ou sem cobertura contra a chuva, respectivamente. Com o passar do tempo
verificou-se que houve perda de matéria seca de fezes, consequentemente, reducéo
na quantidade de peso seco de fezes (25,33 e 18,119) e de moxidectina (729,16 e
506,34 ng) nas fezes, para ambos os tratamentos com ou sem cobertura contra
chuva, respectivamente. Contudo, a quantidade final de moxidectina nédo foi afetada
pela presenca da chuva, confirmando a menor solubilidade da molécula & agua.

Ao avaliar a degradacdo de abamectina e doramectina no solo e nas fezes
de ovinos em condicBes ambientais do dia seis ao dia 70 pds-tratamento, ERZEN et
al. (2005) verificaram quantidades elevadas de abamectina (800 + 46 ug.kg™ de MS)
nas fezes no sexto dia ap6s o tratamento. Os autores verificaram que as
concentracfes permaneceram elevadas até aos 70 dias apds o tratamento (213 + 10
ug.kg™ de MS de fezes). Entretanto, ao considerar apenas o solo, a concentrac&o foi
muito baixa, permanecendo préxima a zero, cuja média foi de 0,69 + 0,13 pg.kg™ de
MS de solo (ERZEN et al., 2005). Entretanto, ao serem utilizadas como adubo e
misturadas ao solo, as concentragbes nesse ambiente podem ser maiores, pois a
MOX, também, adere fortemente a matéria organica.

As fezes que nao foram cobertas contra a chuva apresentaram aumento nas
concentracbes de MOX de até 53% aos 12 dias de exposicdo, em relacdo a
concentracéo inicial. Foi observado aumento nas concentragdes nos dias 12, 24 e

36 dias, correspondendo os periodos posteriores as incidéncias maiores de chuva
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(21/04 a 30/04), Apos esse periodo a diminuicdo da concentracdo de MOX nas
amostras sem cobertura poderd ser devida a degradacdo da molécula como
consequéncia de fatores ambientais (ex. foto-oxidagéo), cuja radiacdo média para 0s
meses de abril a maio foi de 5,2 + 1,8 w/m2.

Esse aumento foi verificado por outros autores que avaliaram a
concentracédo de doramectina exposta ao ambiente (CELESTINA et al., 2010). Estes
autores relataram que a elevacdo na concentragdo aconteceu em amostras
coletadas logo apos a precipitacdo, semelhante aos verificados neste estudo. Um
similar aumento foi observado por KOLAR & KOZUH ERZEN (2007) quando
homogeneizaram amostras de fezes de animais tratadas com doramectina e
abamectina e expuseram em uma fina camada na pastagem. A elevacéo foi de 52 e
32% no final do periodo experimental para abamectina e doramectina,
respectivamente. SUAREZ et al. (2009), verificaram comportamento semelhante
para a MOX e a doramectina. A presenca de chuvas foi reportada pelos autores,
mas 0s mesmos nao discutiram a relagdo da chuva com o0 aumento na concentracao
dos antiparasitarios. Entretanto, cabe mencionar que esse aumento na concentracao
de MOX nas fezes dos cordeiros e das avermectinas (ivermectina, abamectina e
doramectina) nas fezes de bovinos, expostas em ambiente de pastagem, pode ser
devido a perda de componentes sollveis das fezes como consequéncia da chuva.

2.4 CONCLUSOES

O método analitico desenvolvido e validado, utilizando cromatografia liquida
de ultra-alta pressdo com deteccao por espectrometria de massas (UPLC-MS/MS
QQqQ), mostrou-se adequado para identificacdo e quantificacdo da MOX em fezes de
cordeiro.

A excregcdo de moxidectina apresentou comportamento prolongado, com a
verificacdo da presenca da molécula até aos 42 dias apos a aplicacdo. O pico de
excrecao foi verificado as 36 h, cujas concentracées mostraram-se inferiores as

verificadas na literatura para animais adultos.
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Ao ser exposta ao ambiente, a molécula de MOX apresentou elevada
persisténcia no ambiente até os 88 dias, com alta sorcdo nas fezes e baixa
degradabilidade ambiental. Desta forma, ao considerar o bolo fecal, os organismo
que utilizam estas fezes teriam maior exposicdo a molécula, por outro lado, a
percolagéo desta molécula sendo baixa diminuiu a possibilidade de contaminac¢éo do

lencol freatico.
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3. IMPACTO DA MOXIDECTINA ELIMINADA NAS FEZES DE OVINOS SOBRE A
FAUNA COPROFAGA E A DECOMPOSICAO DO BOLO FECAL EM
PASTAGENS TIPICAS DO SUL DO BRASIL

RESUMO

A fauna coprofaga é essencial para o enriquecimento do solo por realizar a
decomposicdo das fezes e a ciclagem de nutrientes. Além disso, mantém o balanco
entre 0s organismos no solo. Os anti-helminticos, excretados ao ambiente, possuem
persisténcia elevada nas fezes, a qual pode afetar a coprofauna, consequentemente,
a diversidade ambiental. O objetivo foi investigar a degradacao dos bolos fecais de
ovinos, em pastagens do Sul do Brasil; bem como a toxicidade do anti-helmintico
moxidectina sob a densidade populacional da fauna copréfaga (Diptera,
Hymenoptera and Coleoptera) até 88 dias de exposicdo ao ambiente. Este estudo foi
conduzido no Laboratério de Pesquisa em Ovinos e Caprinos da UFPR, Brasil.
Treze carneiros das racas Suffolk e Dorper com 76,43 + 34,24 kg de peso corporal
foram divididos em delineamento blocos casualizados, em dois grupos, controle e
tratados com moxidectina. Para este grupo foi administrada uma Unica dose
subcutanea de 0,2 mg/kg. peso corporal de moxidectina (Cydectin®). As fezes foram
coletadas no pico de excrecdo da moxidectina entre 36 e 60 horas apés a aplicacéo,
utilizando bolsas coletoras de fezes. Bolos fecais (200 g) do grupo controle ou do
contaminado foram distribuidos aleatoriamente no ambiente isolado por mais de seis
meses, em oito repeticdes. As fezes de ambos os tratamentos foram avaliadas com
ou sem cobertura contra a chuva até 88 dias de exposi¢cao ao ambiente. Os dipteros
foram coletados por meio do puca duas vezes ao dia até o 10° dia, dias alternados
até o 20° dia, a cada 4 dias até o 40° dia e a cada 8 dias até 88° dia experimental. A
metodologia de armadilha de queda (pitfall) foi utilizada para coleta nos 10 primeiros
dias, das familias Diptera, Hymenoptera e Coleoptera. A coleta direta da familia
Coleoptera foi realizada 4, 8, 12, 24, 24, 36, 60 e 88 dias de exposicao ao ambiente.
Adicionalmente, analisou-se o0 peso seco (g), % carbono e % nitrogénio. O residuo
de moxidectina presente nas fezes néo afetou o nimero de individuos. Entretanto, a
degradacéao das fezes expostas ao ambiente diferiu entre os tratamentos, sendo que
para o tratamento controle apresentaram maior peso seco em comparagao com o
tratamento moxidectina. Para ambos os tratamentos, a cobertura contra a chuva
reduziu a decomposicdo das fezes. As porcentagens de Nitrogénio e Carbono néo
diferiram entre os tratamentos com ou sem cobertura. Entretanto, nos bolos fecais
do tratamento moxidectina foi observada maior % de nitrogénio e menor % de
carbono que o tratamento controle. O anti-helmintico moxidectina, nas doses
avaliadas, nao proporcionou efeito toxico a fauna copréfaga, ao passo que,
aumentou a decomposicao do bolo fecal com a presenca do farmaco.

Palavra-chaves: Anti-helminticos, Coleoptera, Diptera, Hemynoptera, toxicidade.
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IMPACT OF THE ELIMINATED MOXIDECTIN IN THE SHEEP FEACES UPON
COPROFAUNE AND DECOMPOSITION DUNG IN PASTURE TYPICAL OF
SOUTH BRAZIL

ABSTRACT

Dung fauna is essential to enrich the soil through decomposition of feaces and
nutrients cycling. Further, they keep the balance among the populations in this
environment and soil. Anthelmintics have long persistence with a long half-life in
feaces. This may affect the coprofauna, e.g. the environmental system diversity. The
aim of our work was to investigate the degradation of moxidectin and dung pats on
sheep grazed pasture over 88 days, as well as to evaluate the toxicity of moxidectin
anthelmintic on the dung fauna (Diptera, Hymenoptera and Coleoptera) population.
This study was conducted at the Sheep and Goats Research Laboratory of the
Federal University of Parana, Brazil. Thirteen rams were separated in 2 groups,
untreated and moxidectin treated. The latter group was administrated one single
subcutaneous dose of moxidectin (Cydectin®) at a rate of 0.2 mg/kg body weight.
Faeces were collected on excretion peak of moxidectin at 36 h to 60 h after
application using collection bags. Two hundred grams of dosed or undosed sheep
with five replicates for each treatment were placed in a field not grazed for more than
6 months with or without coverage against rain. Dung Diptera were collected using
an insect net twice a day until day 10, every other day from day 11 to day 20, every 4
days from day 21 until day 40 and every 8 days thereafter. The pitfall methodology
was used to dung Diptera, Hymenoptera and Coleoptera collected with three pitfalls
in each replicated until 10 first days. Dung Coleoptera as collected and moxidectin
concentration was analysed in fecal paths after 0, 4, 8, 12, 24, 36, 60 and 88 days of
field exposure. In addition, dung was analyzed for dry matter (DM), carbon (C) and
nitrogen (N) percentage. Moxidectin treated feces did not reduce fauna dung
numbers of any species collected. However, feces from undosed animals degraded
slower than moxidectin treated feces. For both, the treatments the protected against
rain decreased dung decomposition. Rain protection did not affect N and C
percentages, independent of moxidectin treatments. However, moxidectin treated
dung pats had greater N and lower C percentages than untreated ones. Moxidectin
did not affect the environment in this specific study, whereas, it was observed
increased dung decomposition with presence of the drug.

Key-words: Anthelmintics, Coleoptera, Diptera, Hemynoptera, residue, environment
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3.1 INTRODUCAO

A moxidectina (MOX) é uma milbemicina obtida pela modificacdo quimica da
nemadectina, componente natural produzida pela actinobactéria Streptomyces
cianogriseus em condicbes controladas (TAKIGUSHI et al., 1980). Os anti-
helminticos milbemicina possuem amplo espectro contra ecto e endoparasitas em
animais (CAMPBELL, 1989; LIFSCHITZ et al., 2002; NJUE et al., 2004).

Milbemicinas sdo substancias altamente lipofilicas solUveis em solventes
organicos, sendo a solubilidade em agua de 4.3 mg.L™. A sua alta lipofilicidade
representa uma distribuicdo tecidual ampla e com longa permanéncia no plasma, e
permite que essas substancias ultrapassem as barreiras celulares (LANUSSE et al.,
1997). Apés a aplicacao, estes farmacos armazenados principalmente no figado e
no tecido adiposo (MOLENTO et al., 2004). Na maioria dos casos, eles sdo pouco
metabolizados no organismo, sendo excretados metabdlitos ativos (MCKELLAR &
BENCHAOQUI, 1996; LUMARET & ERROUISSI, 2002). A excrecéao fecal é a principal
via de eliminacdo, representando 50 a 90% da dose de administracdo, sendo a
excregdo via urina inferior a 1% da dose de administragdo (MULROY, 2001). A
formulacéo, a dose e a via de administracdo do farmaco podem determinar a sua
persisténcia, potencialidade e ecotoxicidade (HERD, 1995). Estas substancias ligam-
se fortemente as fezes e apresentam persisténcia prolongada com uma meia-vida
longa nas fezes, embora as taxas de degradacdo sejam fortemente dependentes
das condi¢bes ambientais (HERD, 1995). Consequentemente, podem afetar a fauna
coprofaga, e interferir na diversidade ambiental.

O conhecimento do perfil de eliminacdo a partir de animais tratados, a
velocidade de degradacdo e a distribuicdo de milbemicinas no ambiente,
especialmente em pastagens, é necessario, uma vez que este farmaco pode ter
efeitos toxicos para fauna coprofaga, afetando a decomposicdo das fezes e a
ciclagem de nutrientes.

A moxidectina tem sido reportada como inofensiva para 0s insetos,
principalmente aos besouros (FINCHER & WANG, 1992; STRONG & WALL, 1994,
WARDHAUGH et al, 1996; FLOATE et al., 2001, 2002). Entretanto, outros estudos
tém demonstrado que a MOX pode afetar a fauna coprofaga. DOHERTY et al.

(1994) verificaram a agao larvicida da moxidectina in-vitro contra Onthophagus
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gazella (Coleoptera) e Haematobia irritans exigua (diptera), utilizando concentracdes
crescentes desse residuo em fezes (4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 e 512 pg kg™ de
fezes).

A maioria das pesquisas sobre impacto de anti-helminticos no ambiente foi
realizada no hemisfério norte, sendo poucas no hemisfério sul. Na Argentina, alguns
poucos estudos que estimaram os efeitos da avermectina na colonizacdo e
dispersdo nos bolos fecais de bovinos (SUAREZ et al., 2002). Apds 21 dias de
exposicao no campo, as fezes coletadas de animais desverminados de 3 a 28 dias,
0 numero total de artropodos do grupo controle foi superior aos grupos que
continham ivermectina e doramectina. O decréscimo na quantidade de larvas de
coleopteros e dipteros foi verificada em bolos fecais com a presenca de ivermectina
e doramectina expostas ao ambiente até os 21 dias (SUAREZ et al., 2003). SUAREZ
et al. (2009) estudaram os efeitos da doramectina e moxidectina na fauna coproéfaga.
O total de artrépodos foi superior para o tratamento controle em compara¢do aos
outros grupos. Para as fezes com doramectina coletadas de animais apés 21 dias da
desverminacao, o numero de insetos coletados no bolo fecal foi menor que os dos
outros grupos (controle e moxidectina).

No Brasil, poucas foram as pesquisas realizadas sobre este assunto. As
populacdes de insetos e, particularmente, a sensibilidade aos endectocidas podem
diferir entre localizacdes geograficas. Isso demostra a necessidade de mais estudos
nessas regifes. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram investigar a toxicidade da
moxidectina presente no bolo fecal de carneiro sobre a fauna copréfaga até os 88
dias de exposicao ao ambiente, bem como a decomposicéo destes bolos fecais, em

pastagem tipica do sul do Brasil.

3.2 MATERIAL E METODOS

O estudo de campo foi conduzido no Laboratorio de Producdo e Pesquisa
em Ovinos e Caprinos da Universidade Federal do Parana, LAPOC-UFPR (Brasil),
entre margo e junho de 2012. (25°25'S; 49°8'W, 915 m altitude). O solo da area

experimental é classificado como Cambissolo, compreendendo solos minerais, nao-
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hidromorficos, pouco desenvolvidos e medianamente profundos. A textura € média
argilosa em relevo suave ondulado. As condicbes climéticas podem ser

caracterizadas tipicas para outono e inverno do sul do Brasil (Cfb) (Figura 8 e 9).
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FIGURA 8 — Condi¢cdes meteoroldogicas durante o periodo experimental, 19 de
marco a 18 de junho, PR, Brasil.
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FIGURA 9 - Condi¢cdes meteoroldgicas durante o periodo experimental, 19 de marcgo
a 18 de junho, PR, Brasil.

3.2.1 Delineamento experimental

Treze carneiros das racas Suffolk e Dorper, com 76,4 + 34,2 kg e producao

média diaria de fezes frescas de 2,69 + 0,94 kg por animal, foram mantidos em
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aprisco suspenso ripado sem receber medicamentos previamente por mais de oito
meses. A dieta era composta por 44,3 % de concentrado farelado (14% de PB) e
55,7% de volumoso (feno de azevém), segundo o NRC (2007). A dieta foi fornecida
ad libitum, duas vezes ao dia, com sobra diaria de 10% para néo limitar o consumo.
Destes, oito carneiros receberam uma Unica aplicacdo subcutdanea de MOX 1%
(Cydectin®) na dose de 0,2 mg para cada kg de peso corporal. A dose foi
administrada com auxilio de seringa plastica graduada em escala de 0,1 mL, na face
interna da coxa direita para padronizacéo do local de aplicacdo. Ao redor do tempo
de méxima eliminacdo do farmaco, 36 h apds aplicacdo do mesmo (SANHUEZA,
2006), foram colocadas bolsas coletoras nos animais dosificados e n&o-dosificados
por um periodo de 24 h para a coleta de fezes, sendo coletadas a cada 12 h e
armazenadas a 4°C. As coletas foram encerradas 60 h apds a aplicacdo do anti-
helmintico. As fezes do tratamento controle, sem residuo de moxidectina, foram
coletadas no mesmo periodo. Apds o término das coletas (19 de marco de 2012 —
dia 0), as fezes foram homogeneizadas por tratamento.

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x2, fezes com a
presenca do residuo de MOX ou ndo (controle), com ou sem cobertura contra a
chuva. O delineamento foi em blocos completos casualizados, com cinco repeticdes
e oito replicatas que correspondiam aos periodos de coletas (0, 4, 8, 12, 24, 36, 60 e
88 dias de exposicdo ao ambiente). Desta forma, foram pesados oito bolos fecais
matéria fresca com 200g por repeticdo/tratamento. Estes bolos fecais foram
depositados na superficie do solo em ambiente de pastagem, predominantemente
de Tifton-85 (Cynodon spp.) sobressemeado com Azevém (Lolium multifiorum Lam.),
distanciados em 2 m entre os tratamentos dentro dos blocos, 0,5 m entre os dias de
exposicao e 8 m entre blocos. O local permaneceu sem a presenca de fezes de
animais por mais de seis meses.

Os dipteros foram coletados por meio do puca duas vezes ao dia até o 10°
dia, dias alternados até o 20° dia, a cada 4 dias até o 40° dia e a cada 8 dias até 88°
dia experimental.

A metodologia de captura por armadilhas de queda (pitfall) foi utilizada para
coleta nos dez primeiros dias, das ordens Diptera, Hymenoptera e Coleoptera.
Foram confeccionadas trés armadilhas do tipo pitfall de frascos de polietilieno com

capacidade 500 mL. No dia 0, em cada armadilha, 15 g de fezes frescas do
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tratamento controle ou contaminado foram apoiados por um fio fino, em dois pontos
opostos e fixados no recipiente. A protecédo contra a chuva foi colocada acima da
armadilha, formada por uma placa de aluminio apoiada por hastes de madeira.

A coleta direta das ordens Coleoptera e Hymenoptera foi realizada 4, 8, 12,

24, 24, 36, 60 e 88 dias de exposi¢cdo ao ambiente.

3.2.2 Decomposicédo das fezes

Os bolos fecais foram coletados integralmente de forma manual, nos dias 0,
4, 8, 12, 24, 36, 60 e 88 de exposicdo ao ambiente. As fezes foram separadas do
mantilho e pesadas em balanca eletronica com precisado de 5 g e conservadas a -18
°C para posterior determinacao do peso seco e, das porcentagens de carbono (C) e
nitrogénio (N). Para tanto, as amostras foram secas em estufa de ventilacao forcada
a 55°C por 72 h.

As porcentagens de C e N foram obtidas pelo método de combustdo seca
(975 °C), utilizando o equipamento Vario EL Il analyzer (Elementar Analysensystem
e GmbH, Hanau, Germany), detectando o C na forma de CO,. A deteccéo limite de
C e N foi de 0,4 yg e 1 mg, respectivamente. As analises foram realizadas no

Laboratério de Biogeoquimica da Universidade Federal do Parana, Brasil.

3.2.3 Anélise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis pelo programa
estatistico R (versdo 2.12.1). O peso seco, porcentagens de C e N dos bolos fecais
foram analisados por medidas repetidas no tempo por meio do procedimento MIXED
do SAS (2002), conforme o modelo: Y = p + Bj + Tj + Dy + T; X Dy + ejk, onde p =
media geral, B; = efeito de bloco (i = 1 a 5), T; = efeito de tratamento (j = 1 a 4), Dx =
efeito dos dias de coleta (j=d 0,d 4,d 8,d 12, d 24, d 36, d 60 ou d 88), T; x Dy =

interacdo entre tratamento e dias de coletas, e ejx = erro experimental. A estrutura
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de covariancia com o melhor ajuste foi a Auto-regressive. O procedimento
LSMEANS foi utilizado para gerar as médias dos tratamentos e as diferencas foram
declaradas significativa a 5% de probabilidade. Contrastes ortogonais foram
realizados: controle com vs sem cobertura contra a chuva; moxidectina tratados com

VS sem cobertura contra a chuva, e controle vs moxidectina tratada.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Fauna Copréfaga

Foram coletados 4.245 Dipteras, sendo 1.696 nos bolos fecais do tratamento
controle e 2.739 nos contaminados — pelas metodologias do puca e do pitfall até 88
dias de exposicdo ao ambiente. A familia Sphaeroceridea foi a mais abundante
durante todo periodo experimental com 3.897 individuos coletados (1.482 no
controle e 2.415 no contaminado, sendo 1.007 e 1.932 nos primeiros dez dias).
Muscidae, Sarcophagidae, Sepsidae e Chrolopidae foram outras familias
identificadas com maior frequéncia (Tabela 4). Athomyzidae, Tachnidae,
Platystomatidae, Ephydridae, Lauxaniidae, Lepidoptera e Chironomidae foram
coletadas, com menor frequéncia pela metodologia do puca (Tabela 5) e, Sepsidae,
Chironomidae, Lauxaniidae, Shyrphidae, Phoridae, Tipulidae, Mycetophilidae e
Ephydridae pela metodologia da utilizagdo de armadilhas “pitfall”. A moxidectina ndo
reduziu o numero de individuos da ordem Diptera (P > 0,05), bem como n&o reduziu

o numero de indivinduos (P > 0,05) dentro de cada familia identificada.
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TABELA 4 — Efeitos da moxidectina sobre o numero de dipteros nas fezes de carneiros com ou sem cobertura contra a chuva,
utilizando a metodologia de coleta puca, 19 de marcgo e 18 de junho de 2012, PR, Curtitba, Brasil

Tratamento

Puca Sem cobertura contra chuva Com cobertura contra chuva
Controle Moxidectina Controle Moxidectina p-valor

Insecta Diptera Me X Me X Me X Me X
Sphaeroceridae 153 145 278 228 79 74 151 137 0,134
Sarcophagidae 4 4 6 5 2 2 4 3 0,479
Muscidae 3 4 9 8 2 2 5 7 0,057
Chloropidae 1 2 1 2 1 1 2 2 0,627
Ulidiidae 1 1 2 2 0 1 1 1 0,573
Sepsidae Ob Ob 3a 4da lab 2ab 2ab 2ab 0,015*
Bibionidae 0 0 0 0 1 1 1 1 0,091
Dolichopodidae 2 2 1 2 1 1 0 0 0,137
Phoridae 0 0 0 0 1 1 0 0 0,190
Syrphidae 1 2 1 1 0 0 2 2 0,199

*p-valor significativo(P< 0,05) pelo teste de Kruskall-Walis
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Foram observadas 251 e 327 formigas coletadas nos bolos fecais até 88
dias de exposicdo ao ambiente para o tratamento controle e moxidectina,
respectivamente. Os géneros Pheidole, Dorymyrmex e Acromyrmex forams as mais
abundantes. Pheidole, principalmente, Dorymyrmex, Acromyrmex, Camponotus,
Linepithema, Pachycondyla e Brachymyrmex foram os géneros com o maior numero
de individuos coletados pela metodologia do pitfall (Tabela 6). Outros géneros como,
Dolichoderus, Azteca, Hipoponera, Pseudomyrmex, Solenopsis e Nylanderia foram
coletados, entretanto, em menor namero. Nas coletas de contagem direta foi
verificado o maior numero de individuos dos géneros Pheidole, Acromyrmex,
Solenopsis e Hipoponera. Para Pheidole e Solenopsis foram observadas a presence
de formigueiros nos bolos fecais (Tabela 6). Camponotus, Linepithema,
Brachymyrmex, Nylanderia, Azteca e Dorymyrmex foram encontrados em menor
qguantidade. N&o houve efeito significativo (P>0,05) da presenca da moxidectina nas
fezes de carneiros sobre a familia Formicidae.

Vinte e seis coledpteros, vinte do tratamento controle e seis da moxidectina,
observados, sendo Ataenius and Labarrus pseudolivus os mais abundantes. Os
géneros Onthophagus, Ontherus, Canthon, Dichotomius e larupea também foram
observados, porém em menor niamero. Para os colebpteros, ndo houve efeito da

presenca de moxidectina (P>0,05), nas fezes de carneiros (Tabela 7).
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TABELA 5 — Efeito da moxidectina nas fezes de carneiros sobre o numero de Diptera com ou sem cobertura contra da chuva,
utilizando a metodologia de coleta pitfall, 19 de marco e 18 de junho de 2012, PR, Curitiba, Brasil

Tratamentos

Pitfall Sem cobertura contra chuva Com cobertura contra chuva
Controle Moxidectina Controle Moxidectina p-valor

Insecta Diptera Me X Me X Me X Me X
Sphaeroceridae 3 3 7 6 5 5 5 5 0,6427
Muscidae 1 1 1 2 1 1 1 2 0,8576
Sarcophagidae 1 1 1 2 0 0 1 1 0,7603
Dolichopodidae 0 0 0 0 0 0 1 1 0,0719
Bibionidae 1 1 0 0 0 0 0 0 0,1436
Chloropidae 0 1 2 1 2 2 1 1 0,7862
Sciaridae 0 0 1 1 1 1 1 1 0,4290
Cecidomyiidae 0 0 0 0 0 1 1 1 0,7189
Ulidiidae 0 0 0 0 0 0 1 1 0,1129

p-valor pelo teste de Kruskall-Walis
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TABELA 6 — Efeito da moxidectina nas fezes de carneiros sobre o nimero de Hymenoptera com ou sem a presenca da chuva,
utilizando a metodologia de coleta pitfall ou contagem direta, 19 de marco e 18 de junho de 2012, PR, Curitiba, Brasil

Tratamentos
Pitfall Sem cobertura contra chuva Com cobertura contra a chuva

Controle Moxidectina Controle Moxidectina  P-valor

Hymenoptera Formicidae Me X Me X Me X Me X
Pheidole sp. 6 8 4 7 7 9 9 10 0,411
Dorymyrmex sp. 1 1 3 6 3 4 4 5 0,057
Camponotus sp. 0 0 0 1 0 1 1 1 0,725
Linepithema sp. 0 1 1 2 1 2 2 2 0,792
Acromyrmex sp. 0 1 2 3 2 2 2 2 0,273
Pachycondyla sp. 2 2 1 1 1 1 1 1 0,477
Brachymyrmex sp. 0 1 0 1 1 1 1 1 0,765
Outros 2 2 3 4 3 3 3 3 0,438

Contagem direta _ _ _ _
Hymenoptera Formicidae Me X Me X Me X Me X p-valor
Pheidole sp. 1 1 1 5 1 4 1 8 0,7864
Acromyrmex sp. 3 3 3 3 3 5 3 3 0,3412

Solenopsis

saevissl?ma 0 3 0 0 0 0 0 1 0,5138
Hipoponera sp. 0 0 1 1 1 2 1 1 0,1027
Isoptera Termitidae 0 0 0 0 0 0 0 2 0,5724

*p-valor significativo (P<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis
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TABELA 7 - Efeito da moxidectina nas fezes de carneiros sobre o niumero de Coleoptera, com ou sem cobertura contra a chuva,
utilizando a metodologia de coleta pitfall ou contagem direta, 19 de marco e 18 de junho de 2012, PR, Curitiba, Brasil

Tratamentos
pitfall e Contagem direta Sem cobertura contra  Com cobertura contra
a chuva a chuva p-valor
Controle Moxidectina Controle Moxidectina
Insecta Coleoptera Me X Me X Me X Me X
Scarabaeidae Ataenius sp. 3 2 0 0 1 1 0 0 0,1945
Aphodiidae Labarrus pseudolividus 1 1 0 0 0O O 0 0 0,0547

p-valor (P<0,05) pelo teste de Kruskall-Wallis
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3.3.2 Decomposicao das fezes

O peso seco (g), as porcentagens de N e C foram afetados pelos
tratamentos (P<0.05) e pelos periodos (P<0.01), entretanto ndo houve interacéo
entre tratamentos e periodos (P>0.05) (Tabela 8).

A cobertura contra a chuva diminuiu (P<0.05) a decomposicao dos bolos
fecais, visto que o0 peso seco dos bolos fecais foi superior para este tratamento em
comparacao ao sem cobertura. Entretanto, as porcentagens de C e N nao diferiram
para este fator. A moxidectina aumentou a decomposi¢éo dos bolos fecais e a %N,
ao passo que proporcionou efeito contrario a %C (Tabela 8).

Em relacdo ao efeito de periodo, a decomposicdo apresentou grande
variacdo ao longo do tempo. Nos primeiros dias, 0 peso seco das fezes apresentou
uma diminuicdo acentuada, média de 1,95 g de fezes secas por dia; de 31 de marco
a 18 de maio, a reducédo do peso seco das fezes foi de apenas 0,16 g de fezes
secas por dia. No ultimo més, a taxa de decomposi¢cdo aumentou cuja perda diaria
foi de 0,25 g de fezes secas por dia (Figura 10).

A porcentagem de N, também, apresentou grande variacdo, ao longo do
tempo (Figura 11). Nos primeiros dias de exposi¢cdo ao ambiente, entre 23 a 27 de
marco, houve queda na %N. Apds este periodo até 21 de abril, a concentracao
permaneceu constante (1,5%). Nos dois Ultimos meses de experimento, houve
aumento até 1,63% de N. A % de C nado apresentou efeito de regressao polinomial,
ao longo do tempo (Figura 12).
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TABELA 8 - Nitrogénio (%), carbono (%) e peso seco das fezes (g) de bolos fecais de carneiros que ndo foram desverminados,
Controle, e desverminados com Moxidectina (Cydectin®), com ou sem cobertura contra a chuva.

Tratamentos P-valor Contrastes, P*
Sem cobertura contra Com cobertura contra
Item chuva chuva T1 P2 T*P3 1 2 3

Controle Moxidectina Controle Moxidectina
Nitrogénio, % 1,46 1,71 1,49 1,69 <0,01 <0,01 0,052 0,367 0,824 <0,01
Carbono, % 37,64 36,86 37,75 37,28 <0,05 <0,01 0,920 0,608 0,075 <0,01
Relacdo C:N 25,78 21,55 25,34 22,06 <0,01 <0,01 0,128 0,408 0,965 <0,01
Peso seco das fezes, ¢ 48,24 34,45 52,46 38,73 <0,01 <0,01 0,144 <0,01 <0,01 <0,01

T: Efeito de tratamentos.

’p: Efeito de periodos.

*T*P: Efeitos de interacao entre tratamentos e periodos.

“Contraste: 1 — entre controle com ou sem cobertura contra a chuva, 2 — entre moxidectina com ou sem cobertura contra a chuva, 3 — entre controle e
moxidectina.
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80 . —*® - Controle com cobertura contra a chuva --4-- Controle sem cobertura contra a chuva
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FIGURA 10 — Decomposicao de bolos fecais de 200g de carneiros desverminados com moxidectina (Cydectin®) ou ndo, com ou
sem cobertura contra a chuva, de 19 de marco a 18 de junho de 2012, Curitiba, PR, Brasil.
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FIGURA 11 - Porcentagens de nitrogénio de bolos fecais de 200g de carneiros desverminados com moxidectina (Cydectin®) ou
nao, com ou sem cobertura contra a chuva, de 19 de marco a 18 de junho de 2012, Curitiba, PR, Brasil.
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FIGURA 12 - Porcentagens de carbono de bolos fecais de 200g de carneiros desverminados com moxidectina (Cydectin®) ou néao,
com ou sem cobertura contra a chuva, de 19 de marco a 18 de junho de 2012, Curitiba, PR, Brasil.
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3.4DISCUSSAO

3.4.1 Fauna coprofaga

O numero de individuos total e por familia coletados neste experimento foi
menor que o0 observado por outros autores como IWASA et al., (2008). Esses
autores observaram a presenca de 5100 moscas coletadas durante uma semana de
48 bolos fecais de bovinos com 700 g/ cada. Esta diferenca pode estar relacionada
com as caracteristicas entre as fezes de ovinos e caprinos. A umidade entre as
fezes destas espécies constitui um dos fatores a ser considerado, sendo de 16,45%
*+ 0,95% (SAUNDERS et al., 2006), para as fezes de bovinos e 33,53% + 1,77% para
a de ovinos. FICHER et al. (1970) demonstraram que entre os animais domésticos,
as fezes de ovinos possuem menos odor e SGo menos atrativas aos besouros. Além
disso, as fezes de bovinos possuem um volume maior e rapidamente forma-se uma
pelicula que evita mais dessecacdo. Isso prolonga a atividade dos invertebrados
coprofagos (BEYNON, 2012). Por outro lado, as fezes de ovinos sdo mais
susceptiveis a dessecacédo e podem ser atrativas num periodo menor de tempo que
as de bovinos (SOWIG & WASSMER, 1994).

Os insetos sao atraidos pelas fezes por fatores fisicos como odor, cor e
forma. MOHR (1943) encontrou 36 géneros de 17 familias de Diptera em fezes
frescas. As principais familias foram Sepsidae, Sphaeroceridae, Muscidae,
Sarcophagidae, Stratiomyidae and Anthomyidae. As fezes frescas séo colonizadas
guase imediatamente pelos dipteros adultos os quais se alimentam, se reproduzem
e ovopositam, produzindo nova geragdo a cada 2 a 3 semanas. O numero de
dipteros declina-se rapidamente apds poucas horas, devido a reducdo do odor
(FLOATE, 2006). Entretanto, nesta pesquisa, o numero de dipteros decresceu apos
o décimo dia. Verificou-se que nesse periodo, a chuva pode ter favorecido a
atratividade, visto que o numero de individuos aumentou logo apés este fendbmeno.
Em geral, a colonizagéo do bolo fecal é influenciada por uma sucesséo de eventos

relacionada com a temperatura e umidade, e o efeito de tais parametros na
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velocidade de dessecacdo (LAURENCE, 1954). A atividade dos insetos tende a ser
maior em ambientes quentes e/ou Umidos (FLOATE et al., 2005).

N&o foi verificada a presenca de larvas de dipteros, o que pode explicar o
namero reduzido de coleoOpteros coletados. Pesquisas descrevem que os dipteros
ovopositam, logo, nas primeiras semanas de exposi¢cdo das fezes ao ambiente. Os
coledpteros predadores sdo atraidos para se alimentarem de insetos imaturos em
desenvolvimento. Em contraste com as moscas, 0 tempo de desenvolvimento de
ovo-para-adulto, em coledpteros, leva muitas vezes semanas ou meses (FLOATE,
2006).

Noventa % da colonizacéo dos coledpteros aconteceu apoés trés semanas de
exposicao e 75% dos dipteros da familia Sphaeroceridea foi aos primeiros 10 dias.
FLOATE (2006) verificou menor colonizacdo de insetos apds duas a trés semanas
de exposicéo.

A moxidectina ndo apresentou efeito toxico aos insetos. Os efeitos da
ivermectina e da moxidectina aos insetos foram reportados por STRONG & WALL
(1994). Esses encontraram numero reduzido de coledpteros adultos, Aphodius e
Scarabaeidae, resultado semelhante aos verificados neste artigo.

A moxidectina apresenta poucas diferencas em sua estrutura quimica em
relagdo a ivermectina, sendo a primeira molécula mais instavel ambientalmente, e
pode aparecer alguns efeitos contra a fauna coprofaga (PEREZ et al., 2001),
considerada menos tbéxica para coledpteros corpréfagos em fezes de bovinos
(LUMARET et al., 2012; OMURA, 2002). Este estudo revelou mesma resposta para
as fezes de ovinos. Entretanto, no trabalho de FLOATE et al.(2002), reduc@es foram
observadas na populacdo de Coleoptera duas semanas apés a aplicacdo topica da
moxidectina. BLACK et al. (2007), também, concluiram que a moxidectina pode ser
toxica no primeiro dia de administragao.

O numero de dipteros recuperados (SUAREZ et al., 2009) nas fezes
expostas ao ambiente de animais que receberam moxidectina via pour-on ou por
aplicacéo subcutanea foi menor do que o controle, nos dias 3, 11 de pos-tratamento
e até 21 dias de exposicdo. Esses pesquisadores nao verificaram a diferenca no
namero de adultos coledpteros entre controles e bolos fecais tratados.

A via de administracdo influencia no efeito contra a fauna copréfaga. Para os

primeiros dias, a aplicacdo via pour-on mostrou-se proporcionar maior efeito
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negativo contra larvas de Coleoptera apos 3 dias de administracdo em comparacgao
a aplicacdo subcutanea. Entretanto, apds este periodo, o trantamento via pour-on
tornou-se menos prejudicial (SUAREZ et al., 2009). Esses resultados, demonstram o
efeito da lambedura no padréao de eliminacéo fecal de MXD descrito para os animais
tratados com formulagcfes via pour-on (LAFFONT et al , 2001; SALLOVITZ et al ,
2003).

Os farmacos podem afetar determinadas espécies, incluindo predadores e
parasitoides da fauna copréfaga, o que provavelmente favoreca a sua acao,
aumentando a degradacédo dos bolos fecais (FLOATE et al., 2005).

Outro fator, além da via de excrecéo e especificidade de acéo, que pode
influenciar no efeito dos farmacos sobre a fauna coprofaga, sdo as condicbes
climaticas e as estacdes do ano. Taxas de lotacdo baixas e periodos de frio extremo
ou de tempo quente e seco geralmente mantém infeccbes de endoparasitas em
bovinos em pastagens em niveis subclinicos. Nas diferentes épocas do ano, no
Canada, esses farmacos sdo aplicados na maioria das vezes, no outono, quando os
bovinos séo transferidos das pastagens para o confinamento. Aplicacdo neste
momento atinge ambos 0s parasitas externos e internos que acometem bovinos
confinados durante os meses de inverno. Aplicagcdo na primavera de endectocidas,
no Canada, em bovinos é menos comum (REW & VERCRUYSSE, 2002). Desta
forma, hd menor exposicdo do farmaco ao ambiente e consequentemente, a fauna
copréfaga. Uma pesquisa realizada na Inglaterra identificou-se que 80% dos
produtores de leite estavam usando anti-helminticos em animais jovens 2 a 4 vezes
por ano (STAFFORD & COLES, 1999); esquema semelhante, normalmente, ao
observado no Brasil (MOLENTO, 2005). Assim, ao conhecer o periodo de toxicidade
dos farmacos nas fezes expostas ao ambiente, podem-se estabelecer esquemas de
manejo que reduza o contato destas fezes a fauna copréfaga, nos periodos de
toxicidade.
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3.4.2 Decomposicéo dos bolos fecais

A degradacao dos bolos fecais foi mais acentuada para o tratamento com a
presenca do farmaco em comparagdo ao controle, evidenciando o pouco poder
repelente e téxico desta molécula. FLOATE (2006) descreve que os bolos fecais de
animais tratados podem degradar de forma semelhante, degradam-se mais
lentamente, ou degradam-se mais rapidamente do que os bolos fecais de animais
ndo tratados. H& muitos fatores que contribuem com este processo. Estes incluem
fatores ambientais (por exemplo, chuva, luz solar, temperatura), propriedades fisicas
das fezes (muitas vezes devido a dieta dos animais), a atividade dos artropodes nas
fezes e no solo e, a carga parasitaria dos animais (KOLAR & ERZEN, 2007; PEREZ
et al ., 2010).

Sugere-se que os bolos fecais com moxidectina, provavelmente, atrairam a
fauna copréfaga. Apesar do numero total de individuos coletados néo tenha diferido
entre as fezes de animais tratados e néo tratados com moxidectina, houve 36% mais
individuos nos tratamentos com a presenca do farmaco, o que pode ter aumentado a
degradacdo do bolo fecal. Colebpteros foram mais atraidos pelas fezes que
continham residuos de ivermectina (~ 61%) em relacdo ao controle (~ 39%), e
também foram mais atraidos pelas fezes de ovinos que continham esse mesmo
farmaco (~ 54%) em relacdo ao controle (~ 46%) (WARDHAUGH & MAHON, 1991).

A degradacao biolégica contribui com o processo de decomposicdo das
fezes, sendo realizada pela biota tais como fungos, bactérias, artrépodes e
minhocas. Assim, as fezes € um substrato adequado para promover a colonizacéo e
mineralizacdo subsequente e atividade microbiana, nesse sentido, salienta a
importancia, especialmente a relagdo C: N (HAYNES & WILLIANS, 1993).

A porcentagem de N dos bolos fecais de animais desverminados foi maior
em comparagao ao controle, pode ser um dos motivos que justifiguem a maior
atratividade da fauna pelos bolos fecais de animais desverminados com
moxidectina. Desta forma, sugere-se que a composi¢cao das fezes apos a aplicacao
de moxidectina pode ser modificada. Considerando-se que o peso de 1000 parasitas
€ cerca de 92 g (ALLONBY & URQUHART, 1975), ao desverminar 0s animais, a

maior parte da carga parasitaria pode ser eliminada nas fezes. Além disso, a logo
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apos a aplicacdo do farmaco, com a liberacdo dos helmintos hemat6fagos,
proporcionando hemorragias na regido da mucosa, onde 0s parasitas estavam
aderidos, aumentando o teor de N nas fezes.

A principal espécie de endoparasitas de ovinos no Brasil € o Haemonchus
contortus, possuindo alta prevaléncia, associada a grande patogenicidade. Este
parasita se alimenta de sangue do abomaso durante toda a sua vida parasitaria
(AMARANTE & SALES, 2007). Assim, o animal hospedeiro, sem controle parasitario,
pode apresentar perda de peso e anemia, 0 que pode refletir num quadro de
hipoproteinemia e hipoalbunemia (MELO, 2005), consequentemente, havera uma
menor percentagem de nitrogénio sendo eliminado nas fezes, o que pode ter
ocorrido com os animais do tratamento controle.

A chuva, também, contribuiu com a degradacéo e a liberacdo de nutrientes
das placas de fezes pela quebra fisica causada principalmente pelo impacto das
gotas.

3.5CONCLUSAO

A moxidectina presente nas fezes ndo proporcionou efeito toxico sobre as
ordens Diptera, Hymenoptera e Coleoptera copréfaga, até 88 dias, em condicéo
subtropical. Adicionalmente, a moxidectina presente no bolo fecal aumentou a
decomposicdo dos bolos fecais; assim, as fezes com moxidectina promoveu a
atratividade da fauna, por apresentar em sua constituicio quimica maior

porcentagem de nitrogénio.
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4. IMPACTO DO RESIDUO DE MOXIDECTINA PRESENTE NAS FEZES DE
OVINOS UTILIZADAS COMO ADUBO ORGANICO SOBRE A MICROBIOLOGIA
DO SOLO E O CRESCIMENTO DO SORGO (Sorghum vulgare Pers.)

RESUMO

O material organico proveniente de dejetos de animais podem conter residuos de
substancias quimicas que podem ocasionar alteracdes qualitativas na populacao
microbiana do solo e na sua atividade, interferindo no crescimento das plantas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto na microbiologia do solo do residuo de
moxidectina presente nas fezes de ovinos. Foram utilizados 36 vasos de polietileno
com 22,5 cm de diametro e altura, em casa de vegetacdo, contendo em média
3176,84 + 97,72 g de solo seco e 80 g de fezes secas, em delineamento
inteiramente casualizado, contaminadas em laboratorio com niveis crescentes (0O,
75, 300, 600, 1500 e 3000 ng.g™ de fezes secas) de moxidectina. Foram realizadas
amostragens semanais de solo + fezes (0, 7, 14, 21 e 28 dias) para a contagem de
bactérias, fungos e actinobactérias por meio de diluicdes sucessivas em placas de
Petri. Adicionalmente, aos 56 dias foi realizada mais uma amostragem para a
determinacdo da biomassa microbiana (BMS) pela respiragdo induzida pelo
substrato e respiracdo microbianas em sistema estatico. Aos 56 dias determinaram-
se o0s teores de amonio e nitrato no solo e, 0o peso dos vasos foi uniformizado em
2,00 kg e semeado o sorgo granifero (Sorghum vulgare Pers.). Foram semeadas 5
sementes para avaliacdo da emergéncia e trés plantas foram selecionadas para
avaliacdes semanais do crescimento, por meio da altura, até os 28 dias. Ao atingir
em média 30 cm, separou-se a parte aérea da raiz para mensuracdo do peso seco
(g) e da area (cm?). A densidade populacional de micro-organismos do solo néo foi
afetada pelos niveis crescentes de moxidectina. Entretanto, o residuo proporcionou
reducao linear na respiracdo microbiana e na biomassa microbiana. O processo de
amonificacdo nao foi afetado pela presenca de moxidectina, contudo a producao de
nitrato foi reduzida a 50%, independente do nivel utilizado. O residuo de moxidectina
presente nas fezes de ovinos proporcionou impacto negativo a atividade microbiana
do solo e na biomassa microbiana, entretanto, este efeito ndo repercutiu no
crescimento da planta, visto que a redugcao no peso da raiz foi verificada, apenas,
em concentracdes elevadas (3000 ng.g™).

Palavras chave: actinobactérias, anti-helmintico, bactérias, fungos, toxicidade, altura.
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IMPACT ON SOIL MICROBIOLOGY AND SORGHUM GROWTH OF SOIL
FERTILIZED WITH SHEEP FECES CONTAINING MOXIDECTIN RESIDUE

ABSTRACT

The organic material from animal waste often contains residues of chemicals that can
cause quantitative and qualitative changes in soil microbial population and its activity.
This study aimed to assess the impact on soil microbiology of moxidectin residues
present in the faeces of sheep. The study included 36 polyethylene pots in a
greenhouse, containing on average 3176.84 + 97.72 g of dry soil, with 80 g of dry
faeces, contaminated in the laboratory with increasing levels (0, 75, 300, 600, 1500
and 3000 ng / g dry faeces) of moxidectin. The pot soil moisture + faeces was
adjusted to field capacity of 40%, and the pots were weighed daily and added to
water to maintain the initial moisture. The soil was collected weekly (0, 7, 14, 21, 28
and 63 days) for counting bacteria, fungi and actinomycetes in successive dilutions in
Petri dishes, biomass and microbial respiration. In the 56" day the concentrations of
ammonium and nitrate in the soil has been determined. On the same date, pots
weight was uniformized in 2kg, and sown five seeds of sorghum (Sorghum vulgare
Pers.). The number of emerged plants was quantified and three plants were selected
for growth assessments weekly through height for 28 days. In the last experimental
day, separated the shoot from the root to measure the dry weight (g) and area (cm?)
of each one.The population density of micro-organisms in the soil was not affected by
increasing levels of moxidectin. However, the residue provided linear reduction in
microbial activity (respiration and biomass). The ammonification process were not
affected by the presence of moxidectin, however, nitrate production was reduced by
half, regardless of the level used. Moxidectin residue in sheep feces yielded negative
impact on soil microbial activity, which can interfere with nutrient cycling and other
interactions between soil, plant and animal. The root weight of treated pot with
moxidectin was lower than the control.

Key words: anthelmintic, actinomycetes, bacteria, fungus, height, toxicity.
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4.1 INTRODUCAO

A ovinocultura de corte no pais vem demostrando ser atividade com
oportunidades reais para 0s produtores brasileiros, principalmente em pastagens,
visto que a demanda do produto € ainda superior a oferta. Este fato € confirmado
pelo aumento das importacdes de carne, em 2012, atingindo 6,52 mil toneladas com
um valor de US$ 36,1 milhdes de dolares (MDIC, 2013).

A producdo de ovinos em pastagens tropicais pode ser uma alternativa
rentavel, entretanto o manejo inadequado, por meio do intervalo de pastejo reduzido
e da alta taxa de lotagcdo tem contribuido para o incremento das infeccdes de
nematodeos nas pastagens (NOGUEIRA et al., 2011).

A falta de conhecimento mais profundo sobre métodos mais eficientes de
controle de parasitas faz com que sejam realizados esquemas de desverminacdes
excessivas ou inadequadas cujos intervalos variam de 15 a 30 dias, e muitas vezes
com alternancias de principios ativos (FERNANDES et al., 2010), excedendo o uso
de anti-helminticos.

Os anti-helminticos sdo manipulados para serem persistentes, podendo
proporcionar uma excrecao prolongada nas fezes, visto que esta é a principal via de
eliminacdo (50 a 90%) (MULROY, 2001) e, portanto, podem ser considerados
eventuais contaminantes do solo.

A matéria organica proveniente dos dejetos dos animais afeta diretamente
as caracteristicas bioldgicas do solo, teor de carbono, energia e nutrientes para os
organismos quimioheterotroficos. Estes realizam a mineralizagdo, transformam
compostos organicos em componentes inorganicos (Hz NH4, H,S, CO,) os quais sao
oxidados (H2O, NOgz, SO4) pelos micro-organismos quimioautotréfos (ABELLO,
2012).

A contribuigcdo dos animais por um periodo maior de tempo, principalmente
herbivoros que usufruem do ambiente de pastagem, na adicdo de matéria organica
pelos bolos fecais ou pela utilizacdo do esterco como adubacdo orgéanica é
consideravel. Cerca de 70 a 95% dos nutrientes ingeridos podem retornar a
pastagem pelas excre¢cbes (RUSSELLE, 2007). Um bovino adulto defeca 11 a 16
vezes por dia. Em cada evento produz 1,5 a 2,7 kg de fezes frescas (MATHEWS &
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SOLLENBERGER, 1996), enquanto que para um ovino adulto a excrecéo de fezes
diaria é de 350 g em peso seco (WHITEHEAD, 1970). Entre os macronutrientes, o
fésforo, o calcio e o magnésio sédo excretados principalmente nas fezes; o nitrogénio
e 0 enxofre podem ser excretados em significantes proporc¢des tanto nas fezes como
na urina; e o potassio é excretado em maior quantidade na urina (HAYNES &
WILLIANS, 1993). O retorno diario de nutrientes pelas fezes, por animal, foi
estimado em 22,10 g de nitrogénio, 10,06 g de fosforo, 6,12 g de potassio, 21,70 g
de calcio e 9,47 g de magnésio para novilhas com peso médio inicial de 300 kg em
pastagem de Brachiaria decumbens na Zona da Mata de Minas Gerais (BRAZ et al.,
2002).

Altas concentracdes de residuos de farmacos veterinarios nos dejetos de
animais podem causar mudancas quantitativas e qualitativas na populacéo
microbiana do solo, bem como em sua atividade. Os atributos microbioldgicos
biomassa microbiana e respiragdo basal podem servir como indicadores do impacto
ambiental destas substancias.

A biomassa microbiana é definida como a parte viva da matéria organica do
solo incluindo bactérias, fungos, actinobactérias, algas e microfauna, excluindo-se as
raizes e os animais maiores que 5 x 10 pm® sendo considerada o compartimento
central do ciclo do C (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Esse reservatério contém em
média 2 a 5 % do C organico do solo (JENKINSON & LADD, 1981) e 1 a 5% do N
total do solo (SMITH & PAUL, 1990).

A biomassa microbiana e sua atividade tém sido apontadas como sensiveis
as alteracdes na qualidade do solo, causadas por mudancas de uso e praticas de
manejo, assim como, sao influenciados pelas suas propriedades fisico-quimicas
(KUJUR & PATEL, 2012).

A importancia do estudo do BMS tem crescido nos udltimos anos, pois
conforme SIQUEIRA e FRANCO (1988) esta relacionado a inimeros processos:
decomposicdo de residuos organicos, ciclagem de nutrientes, solubilizacdo de
nutrientes, degradagcdo de compostos xenobibticos e de poluentes, estruturagdo do
solo, controle biol6gico de patdgenos, sendo reconhecida, portanto, como um
componente importante para a qualidade e produtividade do solo, e responde mais
rapidamente a mudancas ambientais que qualquer outro parametro agrondémico,
correspondendo ao C organico (KASCHUK et al., 2009).
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A respiracdo microbiana corresponde a oxidagdo da matéria organica por
organismos do solo, que, portanto utilizam o O, como aceptor final de elétrons, até
CO, (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), sendo resultante da atividade exclusiva das
bactérias, fungos, algas, e protozoarios no solo e, incluem as trocas gasosas
provenientes dos metabolismos aerdbio e anaerébio (ANDERSON, 1982).

Sendo assim, essa microbiota € a principal responsavel pela decomposicao
dos residuos organicos, pela ciclagem de nutrientes e pelo fluxo de energia dentro
do solo, exercendo influéncia tanto na transformacdo da matéria organica, quanto na
estocagem do carbono e nutrientes minerais, com consequente liberagdo de CO,
para a atmosfera (JENKINSON & LADD, 1981).

A respiracdo microbiana € o parametro mais antigo utilizado na quantificacao
da atividade metabdlica nos solos, sendo realizada em laboratério em condicfes de
temperatura e umidade controladas. Assim como outras atividades metabdlicas, a
respiracao é dependente do estado fisiolégico da célula e é influenciada por diversos
fatores no solo, tais como umidade, temperatura, estrutura e disponibilidade de
nutrientes (GONCALVES et al., 2002; ALLEN & SCHLESINGER, 2004).

O qCO:; indica a eficiéencia da biomassa microbiana em utilizar o carbono
disponivel para biossintese (SAVIOZZI et al., 2002). Dessa forma, um baixo qCO,
indica economia na utilizacdo de energia e, supostamente reflete um ambiente mais
estdvel ou mais proximo do seu estado de equilibrio. Valores elevados séo
indicativos de ecossistemas submetidos a alguma condicdo de estresse ou de
distarbio (TOTOLA & CHAER, 2002).

Alguns resultados recentes verificaram que a selamectina, anti-helmintico
veterinario da familia das avermectinas, frequentemente utilizado, inibiu o
crescimento de micobactérias em agar e culturas liquidas (LIM et al., 2013). Este é
um resultado surpreendente, pois se pensava que as avermectinas fossem efetivas
contra helmintos, insetos e aracnideos, sendo inativos contra anelideos,
protozoarios, bactérias e fungos (OMURA & CRUMP, 2004; NAGAI et al., 2004).

O impacto dos farmacos aos micro-organismos pode afetar o
desenvolvimento das plantas cultivadas no solo contaminado, pois 0S micro-
organismos desempenham papel importante na decomposicdo de residuos
organicos e na formacdo de humus. Os produtos do metabolismo microbiano que

sao liberados na rizosfera estimulam o crescimento das plantas, ocorrendo assim
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uma troca de elementos entre o sistema radicular das plantas e os micro-
organismos. O numero de micro-organismos na rizosfera € muito maior do que no
solo livre (CARDOSO & FREITAS, 1992). Desta forma, o residuo de anti-helminticos
pode trazer efeitos negativos nos micro-organismos do solo e no crescimento de
plantas. O objetivo deste trabalho é avaliar o impacto do residuo de moxidectina,
presente nas fezes de ovinos utilizadas como adubo organico, sobre a microbiologia
do solo, bem como determinar os efeitos no crescimento do sorgo (Sorghum vulgare

Pers.).

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade Federal do Paran,
Departamento de Solos e Engenharia Agricola, em casa de vegetacdo, Curitiba-PR,
obedecendo ao delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (6 x 5),
sendo seis doses de moxidectina (0, 75, 300, 600, 1500 e 3000 ng.g™ de fezes
secas) e cinco épocas de avaliacéo (0, 7, 14, 21 e 28 dias), com seis repeticdes.

As unidades experimentais foram representadas por vasos de polietileno
com capacidade de 5 L, contendo em média 3.176,84 + 97,72 g de solo Latossolo
Vermelho Amarelo, coletado de area de pastagem pertencente ao Laboratério de
Producdo e Pesquisa de Ovinos e Caprinos da UFPR — LAPOC/UFPR que havia
permanecido sem a presenca de animais por um periodo superior a seis meses,
evitando a contaminacdo por medicamentos que pudessem interferir nos resultados.

As andlises fisico-quimicas do solo revelaram os seguintes atributos: areia =
454 g kg'; silte = 46 g kg™; argila = 500,00 g kg*; pH (CaCl,) = 5,0; pH (SMP) =
5,90; H™+AI"® = 5,40 cmol. dm™; Ca = 4,60 cmol, dm™; Mg = 2,50 cmol, dm™; SB =
7,22 cmol, dm™; K = 0,12 cmol. dm™; CTC pH 7,0 = 12,62 cmol. dm™; P = 4,80 mg
dm; C = 21,20 g dm™; V = 57,00%; Ca/Mg = 1,80.
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4.2.1 Contaminacgéao das fezes

Cinco carneiros de aproximadamente 30 meses das racas Suffolk, White
Dorper e Dorper, com 115,95 + 14,82 kg e producéo diaria de fezes de 3,63 + 0,80
kg foram mantidos em aprisco suspenso ripado sem receber medicamentos por mais
de 10 meses. A dieta foi composta por 44,3% de concentrado e 55,7% de volumoso
(feno de azevém), segundo o NRC (2007), fornecida ad libitum, duas vezes ao dia,
com sobra diaria de 10% para ndo limitar o consumo. Foram colocadas bolsas
coletoras nesses animais para a coleta de fezes, por um periodo de 24 horas.

O montante de fezes foi seco em estufa a 65° C por 72 h, moido e tamizado
em peneira de 2 mm e armazenado em sacos plastico de polietileno. Estas
continham 1,7% de N, 37,9% de C e 33,0% de MS, cuja andlise de C e N foi obtida
pela técnica do Vario EL Il analyzer (Elementar Analysensystem e GmbH, Hanau,
Germany).

A umidade do solo foi elevada a 40% da capacidade de retencdo de agua
(CRA), conforme MONTEIRO & FRIGUETTO (2000), para assegurar a maxima
atividade microbiana no solo. Concomitantemente, foi determinada a CRA das fezes
(118 mL.100 g™). Adicionou-se em 80 g de fezes secas a solucdo de moxidectina
especifica para cada tratamento, juntamente com a agua deionizada utilizada para
elevar a CRA, sendo posteriormente misturada ao solo, considerando-se que 1 mL
do vermifugo Cydectin© contem 10.000 pg de Moxidectina. Ap6s a
homogeneizacgéo, a unidade experimental (solo + fezes com ou sem moxidectina) foi
colocada dentro dos vasos e levada a casa de vegetacao.

Durante o periodo de conduc¢édo da pesquisa, foi monitorada a temperatura
minima e maxima da casa de vegetacao, que oscilou entre 11,5+ 3,8°C e 31,5+ 6,6
°C, respectivamente (Figura 13). A perda de umidade dos vasos, em consequéncia

da evaporacao, foi controlada por pesagem dos vasos, com reposi¢des diarias.
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FIGURA 13 - Temperaturas maxima e minima (°C) didrias na casa de vegetacao
durante o periodo experimental, de 14 de julho a 12 de setembro de
2012, PR, Brasil.

4.2.2 AvaliacBes microbiologicas

Foram coletadas amostras de solo de aproximadamente 300 g.vaso™ por
tratamento, nas datas previamente determinadas para avaliagdo, sendo que para as
avaliacbes de biomassa microbiana e respiracdo microbiana realizou-se uma

avaliacdo por tratamento aos 56 dias apdés inicio do experimento.

4.2.3 Densidade populacional de micro-organismos

As avaliagcdes das populagdes microbianas do solo, representadas pelos
grupos bactérias, actinobactérias e fungos foram realizadas pela técnica da diluicdo
decimal em série e contagem em placa de Petri. Foram realizadas diluigcbes a partir
de 10 g de solo. A amostra foi transferida para um frasco contendo 90 mL de
solugdo salina (HUNGRIA & ARAUJO, 1994), previamente esterilizadas. A
suspensao formada (solo + solugéo) foi agitada a 250 rpm durante 15 minutos em
agitador mecéanico de movimentacgéo circular. Dessa suspensao foram realizadas as
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diluicbes decimais seriais. Para as densidades populacionais de bactérias e
actinobactérias foram utilizadas as diluicdes 10*, 10° e 10°, inoculando-se 0,1 mL da
suspensao por diluicdo, espalhadas com a alca de Drigalsky, na superficie de trés
placas de Petri, contendo o meio de cultura de Thorton (PARKINSON et al., 1971) e
Caseinato-Dextrose-Agar (CLARK et al., 1965), respectivamente. Ja para a
avaliacido da densidade de fungos foram utilizadas as diluices 10% 10° e 10% e o
meio de cultura de Martin (MENZIES, 1965). Apds um periodo de incubacao de sete
dias a 25°C, foram realizadas as contagens do numero de unidades formadoras de

colénias (UFC.g™).

4.2.4 Respiracdo microbiana do solo ou respiracdo basal (RB)

Para determinacédo da respiracdo microbiana do solo, ou respiracdo basal
(RB), utilizou-se o sistema estatico, sem aeracédo, conforme ALEF (1995), no qual as
amostras de solo (30 g solo seco) foram incubadas em frascos de polietileno, com
capacidade para 1 L, hermeticamente fechados, na presenca de NaOH 0,5 N
padronizado e mantidos em estufa a 25° C. Apds o periodo de sete dias, 0 excesso
da base foi titulado com HCI 0,5 N e estimada a RB de acordo com MOREIRA &
SIQUEIRA (2006).

4.2.5 Carbono da biomassa microbiana

Anteriormente a determinacdo da biomassa microbiana do solo (BMS),
realizou-se o teste de calibracdo da respiracdo induzida pelo substrato (CRIS),
conforme LIN & BROOKES (1999), para se determinar a dose de carbono
prontamente disponivel que mantém a respiracdo microbiana do solo estabilizada
em funcdo do tempo. Foram testadas doses crescentes de glicose (30, 60, 120, 180
e 300 mg), adicionadas ao solo (30 g solo seco) com tempos de incubacao de 1, 2,

3, 4 e 5 h, a temperatura de 22°C. A estabilizacéo da liberacdo de CO,, ou seja, a
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CRIS das amostras de solo foi obtida com a dosagem maxima de glicose (300 mg) e
incubacdo por 4 h. Dessa forma, ap0s a calibracdo, determinou-se a respiracao
induzida pelo substrato (RIS) de forma similar a RB.

A BMS foi estimada pela equacédo (B = 40,04 X + 0,37), onde B = biomassa
microbiana (ug C g?) e X = taxa de respiracdo (ug C h* g %), conforme LIN &
BROKES (1999).

4.2.6 Quociente metabdlico

O quociente metabélico qCO; = respiragdo microbiana (ug C-CO; h™* g
/biomassa microbiana (ug C g™*) foram estimados a partir dos dados da RB, BMS
conforme (SAMPAIO et al., 2008).

4.2.7 Nitrato e Amonio do solo

Apds 56 dias de instalacdo do experimento foi realizada uma amostra
composta, coletando-se 50 g de solo.vaso™.tratamento™, para determinacdo dos
teores de amoénio e nitrato. Utilizou-se 150 mL de KCI 1N para a extragao do nitrato
e do amonio, para posterior destilacdo com arraste de vapor (semi-microkjeldahl),
segundo TEDESCO (1995).

4.2.8 Crescimento do sorgo

Aos 63 dias, o peso dos vasos foi uniformizado em 2 kg e, semeadas cinco
sementes de sorgo granifero (Sorghum vulgare Pers.). Avaliou-se a quantidade de

plantas que emergiram e trés plantas foram selecionadas para avaliacdes semanais
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do crescimento, com a mensuracao da altura semanal até os 28 dias, por meio de
uma régua graduada em centimetros.

Durante o periodo de conducéo da pesquisa, foi monitorada a temperatura
maxima e minima da casa de vegetacao, que oscilou entre 38,3 +5,7°Ce 125+ 7,9
°C, respectivamente (Figura 14). A perda de umidade dos vasos, em consequéncia

da evaporacao, foi controlada com reposi¢des diarias.
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FIGURA 14 - Temperaturas maxima e minima (°C) diarias na casa de vegetacao
durante o periodo de crescimento do sorgo, 25 de set a 16 de out de
2012, Curitiba, PR, Brasil

No momento da coleta, as plantas foram divididas em raizes e parte aérea.
Para determinacdo da massa de raizes, o sistema radicular foi lavado com agua
destilada, seco com papel absorvente.

A determinacdo da area (cm?) foliar e do colmo foi realizada no Laboratério
de Fitotecnia da UFPR, utilizando um scanner optico acoplado ao programa Win
Rhizo_ pr6 v. 2002¢c (REGENT INSTRUMENTS INC., 2004).

Logo apos, foi determinada a massa seca da parte aérea e da raiz que foram
obtidas ap6s secagem em estufa a 65 °C por 72 h e pesagem em balanca analitica

com precisao de centésimo de grama.
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Apés secagem, as amostras foram moidas e tamizadas em peneiras de
malha 2 mm, para determinacdo de nitrogénio (N-total) e carbono (C-total) por
digestdo via seca, pela técnica do Vario EL Il analyzer® (Elementar Analysensystem

e GmbH, Hanau, Germany),

4.2.9 Andalise estatistica

As variaveis foram analisadas em delineamento inteiramente casualizados e
com medidas repetidas no tempo, pelo procedimento estatistico MIXED do SAS,
com excecdo das variaveis referentes aos constituintes morfolégicos do sorgo (peso
seco de raiz (kg), peso seco da parte &erea (kg) e area (cm?) de folhas, colmo e
parte aérea) que foram analisadas pelo procedimento estatistico GLM do SAS.
Adicionalmente, foi realizada a andlise de regressédo polinomial determinada pelos
contrastes linear, quadratico e cubico. Por ndo apresentarem distribuicdo normal
pelo teste de Shapiro-Wilks, as variaveis respiracao, biomassa microbiana e qCO
foram transformadas em Logl10, x> e v, respectivamente. Entretanto, as médias

aritméticas foram reportadas com os dados nao transformados.

4.3 RESULTADOS

A densidade populacional de micro-organismos (bactérias, actinobactérias e
fungos) ndo foi afetada pelos niveis crescentes de moxidectina até 3000 ng.g™* de
MS de fezes misturadas ao solo (Tabela 10). Para esta variavel, houve variacao
entre os periodos (P<0,01) (Tabela 9), entretanto, ndo houve efeito de interacao
entre tratamento e periodo (P>0,05) (Tabela 10). As densidades populacionais dos
micro-organismos bactéria, fungos e actinobactérias foram superiores no momento
da incubacéo, ocorrendo reducdo com ao longo do tempo (Tabela 9). Entretanto,

aos 28 dias houve acréscimo significativo na densidade populacional de fungos em
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relacdes aos periodos anteriores, provavelmente, em consequéncia do aumento da

temperatura, neste periodo (Tabela 9).

TABELA 9 - Densidade populacional (UFC.g™) de bactérias, actinobactérias e fungos
em solo adubado com fezes de ovinos contendo moxidectina, até aos
28 dias apo6s contaminacéo (dados nao transformados)

Periodos (dias)

Variaveis

0 7 14 21 28

Bactérias (x10°) 6,2la  2,38b 2,44b 1,38c 1,43c
Actinobactérias (x10%)  6,52a 2,10b 2,25b 1,66bc 1,40c
Fungos (x10% 1,80b  1,50bc 1,25¢ 1,78b 9,61a

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem (P<0,05)
pelo teste de Tukey.
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TABELA 10 — Densidade populacional (UFC.g™?) de bactérias, actinobactérias e fungos em solo adubado com fezes de ovinos
contendo niveis crescentes de residuo de moxidectina (dados nao transformados)

T

Variaveis 0 75 300 PoSES (e?c?dg : 1500 3000 T Pt TP
Bactérias (x10°) 290 270 2,68 2,85 2,42 3,14 0,161 <0,01 0,992
Actinobactérias (x10°) 2,26 2,92 3,33 2,68 2,22 3,19 0,101 <0,01 0,963
Fungos (x10% 326 3,25 4,22 2,13 2,06 2,80 0,744 <0,01 0,997

T: Valor de P para o teste de polindmio ortogonal
’p: Efeito de periodos.
3T*P: Efeito de interac&o entre tratamentos e periodos.
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A atividade dos micro-organismos foi prejudicada pela presenca do residuo
de moxidectina, visto que a respiracdo microbiana em pgC-CO,.g*.h* (35,6; 31,7;
30,0; 29,3; 26,7; 26,5) decresceu linearmente (P<0,01), estabilizando a partir da
concentracdo de 1500 ng.g* de fezes (Tabela 11). Os resultados de biomassa
microbiana em ugC.g'1 (268,2; 248,2; 227,0; 221,5; 219,9; 209,7) reafirmam este
efeito, ao apresentar reducdo linear (P<0,10) com o aumento dos niveis de
moxidectina nas fezes misturadas ao solo (Tabela 11). Observou-se tendéncia
crescente da respiracdo em funcdo da biomassa microbiana (Figura 15). Este
comportamento da corrobora com o resultado de qCO,, que nao foi afetado
significativamente (P>0,05) pelas doses do vermifugo moxidectina. Para estas
variaveis, ndo houve efeito de interacdo entre tratamento e periodo (P>0,05),
entretanto, foram afetadas pelo periodo de avaliagdo (P<0,01). A quantidade de C-
CO, liberada foi superior no periodo de incubacdo (40,01 pg C-CO,.g*.h™),
mantendo-se até 21 dias (36,13 pg C-CO,.g-.h™'). Ap6s este periodo houve
decréscimo linear até ao final do periodo experimental (56 dias apés a incubacao).

Efeitos inibitérios ndo foram observados na amonificacdo, visto que a
concentracdo de amodnio (mg.kg?) ndo diferiu (P>0.05) entre os tratamentos,
conforme Figura 5. Entretanto, observou-se que a nitrificacdo foi comprometida,
devido & reducdo significativa na concentragéo de nitrato em mg.kg™® (P<0.05) nas
amostras que continham o residuo de moxidectina, independente da concentracéo
aplicada (Figura 16).

Apesar dos efeitos inibitérios na atividade microbiana do solo, o crescimento
do sorgo foi pouco afetado pela inclusdo do farmaco no solo, visto que a maioria das
variaveis utilizadas para avaliar o crescimento do sorgo néo foi afetada (P>0,05) pela
inclusédo de niveis crescentes do vermifugo MOX nas fezes de ovinos utilizadas para
adubar o solo. Apenas, o0 peso de raiz apresentou comportamento cubico, com a

incluséo do farmaco (Tabela 12).
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TABELA 11 - Respiracdo microbiana (pgC-CO,.g*.h™), biomassa (ugC.g™*) microbiana e qCO, em solo adubado com fezes de

ovinos contendo niveis crescentes de residuo de moxidectina

- Doses (ng.g™7) T , \
Variaveis 0 75 300 600 1500 3000 L 0 c PeT*P
Respiracao 3556 31,74 30,01 29,34 26,71 26,53 <0,01 0,688 0,889 <0,01 0,563
Biomassa 268,22 24825 227,03 22153 219,88 209,69 <0,01 0,840 0,628 <0,01 0,502
qCO; 50,40 47,71 4592 42,27 42,99 4419 0,172 0,679 0,962 <001 0,611

IT: Valor de P para o teste de polinémio ortogonal
’p: Efeito de periodos.
3T*P: Efeito de interacdo entre tratamentos e periodos.
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FIGURA 15 - Andlise de regressao entre a respiracdo e a biomassa microbiana em
solo adubado com fezes de ovinos contendo niveis crescentes de
residuo de moxidectina
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FIGURA 16 - Concentracdo de Aménio e Nitrato (mg.kg™?) em solo adubado com
fezes de ovinos contendo niveis crescentes de residuo de
moxidectina
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TABELA 12 - Parametros do crescimento do sorgo cultivado em solo adubado com esterco de ovino contaminado com niveis
crescentes de moxidectina (0, 75, 300, 600, 1500 e 3000 ng.g™)

Variaveis Doses (ng. ) EPM? il
0 75 300 600 1500 3000 L Q C

Carbono, % 39,12 39,74 39,50 39,37 39,48 38,63 0,152 0,705 0,218 0,474
Nitrogénio, % 3,56 3,32 3,38 3,50 3,45 3,35 0,056 0,814 0,173 0,657
Massa seca

Parte aérea, g 0,692 0,705 0,688 0,727 0,743 0,693 0,018 0,629 0,759 0,641

Folha, g 0,497 0,492 0,482 0,493 0,528 0,492 0,011 0,965 0,674 0,783

Colmo, g 0,197 0,212 0,205 0,230 0,215 0,203 0,008 0,204 0,757 0,463

Raiz, g 0,534 0,535 0,630 0,547 0,530 0,498 0,012 0,343 0,137 <0,05
Area foliar, cm? 187,55 198,01 189,22 191,07 203,76 18550 4,435 0,969 0,672 0,512
Area do colmo, cm? 8,73 7,98 7,73 8,50 8,85 785 0,240 0,719 0,207 0,843

'EPM: erro padrdo da média
’p; polindmios ortogonais

TABELA 13 — Altura final do sorgo cultivado em solo adubado com esterco de ovino contaminado com niveis crescentes (0, 75,
300, 600, 1500 e 3000 ng.g™* de moxidectina)

Doses (ng. gt
Variaveis (ng-9°) EPm? T2
0 75 300 600 1500 3000

Altura final, cm 33,27 32,83 32,70 34,60 33,40 33,50 0,746 0,684

"EPM: erro padrdo da média
°T: efeito de tratamento
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4.4 DISCUSSAO

Em geral, a densidade dos micro-organismos foi superior no momento da
incubacéo, ocorrendo a reducédo com o passar das avaliacfes. Este comportamento
pode ser atribuido & disponibilidade de nutrientes com a inclusdo de esterco e
gradual esgotamento, visto que a adubacdo foi realizada, apenas, no inicio do
experimento.

A densidade populacional de fungos teve aumento significativo aos 28 dias
apos a inclusédo de fezes, independente da presenca ou ndo de residuo, ao mesmo
tempo em que houve elevagdo da temperatura. Desta forma, a densidade
populacional dos micro-organismos foi afetada pelas condicdes ambientais,
principalmente com elevacdo da temperatura e, pela disponibilidade de substrato.
Resultados semelhantes, também, foram observados em regibes de cerrado
brasileiro (PINTO et al., 2009).

Os resultados desta pesquisa demonstram que ndo houve efeito da
aplicacdo do farmaco moxidectina nas doses testadas em relacdo a densidade
populacional de micro-organismos. Varios estudos demonstraram que os métodos
classicos, como aqueles que envolvem o isolamento e subsequentemente cultivo de
micro-organismos, S&0 Menos precisos, pois subestima a comunidade microbiana
(OLSEN & BAKKEN, 1987; FAEGRI et al., 1977). Somente pequena parte dos
micro-organismos replica nos meios de cultura, devido a sua grande diversidade
metabolica (FRIQUETTO & SCHNEIDER, 2000).

Em recentes pesquisas, LIM et al. (2013) examinaram o efeito antibacteriano
de quatro avermectinas (doramectina, ivermectina, moxidectina e selamectina) e ndo
observaram efeito inibitério para as bactérias, Escherichia coli, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, S. lividans, Kocuria rhizophila, e
Staphylococcus aureus. Entretanto, todas as quatro avermectinas inibiram o
crescimento de Mycobacterium bovis BCG e M. tuberculosis de estirpes laboratoriais
em concentracdes variando de 1 a 8 pug.mL™. Esta atividade antimicrobiana foi
considerada inesperada visto que as avermectinas sdo consideradas efetivas contra
helmintos, insetos e aracnideos, e inativos contra anelideos, protozoarios, bactérias
e fungos (NAGAI et al., 2004; OMURA & CRUMP, 2004).
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Sao poucos os trabalhos que avaliaram a toxicidade de anti-helminticos
contra micro-organismos. HALLEY et al. (1988) ao introduzir fezes com a presenca
de ivermectina obtiveram que a concentracéo no solo deste residuo era de 0,2 ng.g™
contendo 0,09 ng.g* de ivermectina ndo modificada; desta forma, concluiram que
estas concentragées nao seriam capazes de proporcionar efeitos nos processos de
micro-organismos no solo, sendo que os efeitos na nitrificacdo e respiracdo seriam
verificados em concentragdes superiores a 30 ng.g>. As baixas concentracdes
observadas no solo podem estar relacionadas com a baixa solubilidade a agua com
coeficiente de particdo (6,0 Log Kow) elevados, caracterizando-se como substancia
lipofilica, permanecendo no bolo fecal até sua degradacdo total. Entretanto, ao
adicionar as fezes com a presenca de residuo de moxidectina como adubo orgéanico,
provavelmente, a concentragcdo em contato com 0s micro-organismos seja maior.

No presente estudo, as determina¢des da biomassa microbiana e respiragao
microbiana sao consideradas mais representativas das alteracdes ocorridas no solo.
Desta forma, apesar da densidade populacional de micro-organismos (bactérias,
actinobactérias e fungos) ndo ter sido afetada, a molécula de moxidectina
proporcionou efeito prejudicial aos micro-organismos, visto que a respiracdo e a
biomassa decresceram linearmente, bem como a nitrificagdo reduziu 50% com
inclusdo de moxidectina independente da dose utilizada.

O nitrogénio é um dos mais importantes nutrientes para manutencdo da
produtividade das gramineas forrageiras, de acordo com CORSI (1984), este
elemento promove alteracdes fisioldgicas nestas plantas, como no tamanho e na
massa seca da planta, taxa de aparecimento de perfilhos e folhas e alongamento de
como, que sao fatores intrinsecos na producdo de massa seca e valor nutritivo da
planta forrageira.

A amonificagdo e nitrificagéo no solo sdo essencialmente microbioldgica. As
duas fases sdo importantes, pois as plantas sdo capazes de absorver o nitrogénio
tanto na forma amoniacal quanto na forma nitrica (ANDRADE et al., 1994). Ao
analisar os dados obtidos, pode-se constatar que houve redugdo no processo de
nitrificacdo para os tratamentos com a presenca da moxidectina nas fezes, sugere-
se que este farmaco afeta negativamente as bactérias gram negativas da familia
Nitrobacteriaceae, que sSao responsaveis por este processo que realizam a

oxididacdo de amdnio em nitrato, via nitrito (ANDRADE et al., 1994).
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Os resultados descritos evidenciam que os efeitos na atividade microbiana e
na biomassa microbiana proporcionada pela moxidectina aos micro-organismos
ocorrem em condi¢cdes usualmente visualizadas a campo, visto que a concentracao
maxima nas fezes pode alcancar 350 ng.g™* de fezes de ovinos (SANHUEZA, 2006)
e, os danos foram evidenciados, logo, em concentracdes inferiores (75 ng.g™ de
fezes).

A estimativa da biomassa microbiana e da respiracdo forneceu dados uteis
sobre a modificacdo das propriedades biolégicas, decorrente da inclusdo do residuo
de moxidectina, sendo que com o aumento na dose deste farmaco, houve reducéo
no carbono da biomassa microbiana, refletindo consequentemente na atividade
microbiana.

Apesar do efeito na atividade microbiana do solo, o desenvolvimento do
sorgo néo foi afetado pela inclusdo farmaco na mistura fezes + solo. Este fato pode
estar relacionado com a caracteristica da molécula e o tempo reduzido de avaliagéo,
visto que houve efeito prejudicial no desenvolvimento da raiz (g) cujo peso seco foi
menor em solos com a presenca da molécula. A moxidectina pertencendo ao grupo
das lactonas macrociclicas possui massa molecular (639,4 g.mol™) e valor de
coeficiente de particdo (6,0 Log Kow) elevados, caracterizando-se como substancia
hidrofébica, de baixa volatilidade e solubilidade em solventes polares, com forte
afinidade por lipideos, solo e matéria organica. Quando as fezes contendo
moxidectina sdo misturadas ao solo adjacente a essa placa, tende a ser fortemente
ligada a matéria organica das fezes e pode persistir no solo e no meio organico por
varios meses, ou possivelmente por anos, particularmente em condi¢cdes
anaerobicas (FLOATE et al., 2005).

Os produtos veterinarios podem ser absorvidos pelas plantas, o que
eventualmente pode interferir em seu crescimento e desenvolvimento, bem como os
organismos que delas se alimentam podem absorvé-los (REGITANO & LEAL, 2010).
Entretanto, o efeito desses componentes para as plantas depende de varios fatores
como: natureza do composto, concentragdes envolvidas, cinética de sor¢do e
mobilidade do produto (JJEMBA, 2002). Desta forma, foram observadas
concentracbes dos compostos florfenicol, levamisole e trimetoprina em folhas de
alface, BOXALL et al. (2006), enquanto os compostos diazinon, enrofloxacina,

trimetoprina e florfenicol foram detectados nas raizes de cenoura.
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4.6 CONCLUSOES

O anti-helmintico moxidectina presente nas fezes de ovinos utilizadas como
adubo orgéanico proporcionou impacto negativo aos micro-organismos do solo,
decrescendo linearmente a atividade microbiana (respiracdo e nitrificacdo) e a
biomassa microbiana com o aumento da dose utilizada (0 a 3000 ng.g™ de fezes
seca), sendo estas usualmente excretadas pelos animais desverminados.
Entretanto, este efeito ndo mostrou-se prejudicial ao crescimento do sorgo, visto que
a reducgdo no peso da raiz foi verificada, apenas, na concentragdo mais elevada
(3000 ng.g™).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados referentes a este estudo mostraram a importancia da
pesquisa na area de impacto ambiental dos farmacos veterinarios. Rotineiramente
estes farmacos sdo administrados aos animais, sem considerar sua capacidade de
poluicdo ao ambiente. Este descaso pode ser atribuido, muitas vezes, a falta de
informacé&o sobre o real acimulo, dano e dindmica destas substancias no solo, agua
e plantas, podendo acarretar em prejuizos a médio e longo prazo. A partir disso,
para que os sistemas de producdo animal sejam sustentaveis, todos os elos da
cadeia produtiva devem se atentar aos prejuizos dos farmacos veterinarios ao
ambiente e buscar alternativas que minimizem este impacto.

Particularmente para a MOX, o tempo maximo de eliminacdo do farmaco foi
as 70,79 horas ap6s a aplicagdo cuja concentracdo foi de 21,52 ng.g™, com este
conhecimento os profissionais podem propor manejo aos animais que permita
diminuir a contaminacdo ambiental, como por exemplo, manter 0os animais que
receberam o anti-helmintico, confinados durante o pico de excrec¢do, coletando as
fezes para compostagem.

Os resultados referentes a persisténcia da MOX confirma a grande sorcao
da molécula nas fezes, verificou-se degradabilidade de apenas 37% até 88 dias,
sendo que a chuva ndo aumentou este processo. No tratamento que ndo havia
cobertura contra chuva houve aumento na concentragdo de MOX em relacdo a
inicial, para todos os dias de coleta, com excessao do ultimo dia, o que pode ser
devido a perda de componentes soluveis das fezes como consequéncia da chuva.
No presente estudo, isso pode ter ocorrido no periodo entre 12 e 36h. Apds esse
periodo a diminuicdo da concentracdo de MOX nas amostras sem cobertura podera
ser devida a degradacédo da molécula como consequéncia de fatores ambientais (ex.
foto-oxidagao). Desta forma, sugerem-se estudos que tenham como objetivo explicar
a relacdo entre o aumento na concentracdo da molécula de moxidectina e a
presenca da chuva.

No ambiente, a MOX ndo apresentou efeitos negativos contra fauna
coprofaga, o que revela que este farmaco é menos prejudicial ao ambiente. No
Brasil, pesquisas de impacto ambiental para farmacos de uso em ovinos ndo sao

exigidos pelas agéncias reguladoras, o que deveria ser considerado quando Ss&o
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introduzidos novos produtos. Adicionalmente, alternativas de controle da verminose,
devem ser sempre desenvolvidas, com intuito de reduzir o controle quimico, visto
gue o conhecimento dos efeitos da MOX no ambiente ainda é limitado.

A moxidectina favoreceu o processo de decomposicao das fezes, sugere-se
que este farmaco tenha atraido a fauna corprofaga. O entendimento desta dinamica
é limitado, sugere-se que esta substancia por si s0, possa atrai-los, ou proporcionar
mudanc¢as nos micro-organismos ruminais, consequentemente no metabolismo de
nutrientes nos orgaos envolvidos na digestdo e absorcdo de nutrientes. O maior
namero de individuos em contato com a molécula pode, também, aumentar seu
poder contaminante.

Finalmente, poucas pesquisas tém sido realizadas com intuito de avaliar o
efeito dos anti-helminticos sobre a microbiologia do solo. Neste trabalho, os
resultados demonstraram que a MOX reduziu a atividade microbiana do solo, desta
forma, essa toxicidade deve ser considerada. Sugere-se que novas pesquisas que
identifiquem os géneros de fungos, bactérias e actinobactérias, que sao
potencialmente inibidos pela acdo de anti-helminticos, amplamente utilizados na
produgdo animal, sejam realizadas visando o controle do impacto ambiental destes
farmacos, questdo importante para o desenvolvimento sustentavel da producédo

animal.
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