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RESUMO

A contaminagao das matrizes ambientais por antimicrobianos veterinarios é
um problema ambiental emergente. Por essas moléculas possuirem uma baixa
metabolizagcdo no trato intestinal dos animais, as excretas se caracterizam como a
principal fonte de contaminagdo dos ecossistemas. Ao atingirem o solo, os
antimicrobianos podem interferir sobre organismos néo-alvo como plantas e bactérias
fixadoras de nitrogénio. Além disso, o escoamento superficial e a lixiviacao
transportam esses quimicos até os cursos d’agua, direcionados a irrigagao de culturas
agricolas. Nesse sentido, investigou-se o efeito da presenca de enrofloxacino na agua
de irrigacdo e no solo destinado ao cultivo de soja. Na concentragédo de 10 ug.L™,
enrofloxacino via agua de irrigagao levou a perda significativa do rendimento de graos.
Via solo, ndo foram identificados danos ao crescimento e desenvolvimento vegetal,
porém concentragdes a partir de 600 ug.kg™' afetaram o metabolismo de nitrogénio
das plantas, reduzindo a atividade da enzima nitrogenase, o teor de ureideos e a
translocacao de N para a parte aérea. O aumento nas concentragdes de prolina em
folhas de plantas expostas a 200 ug.kg™' pode corresponder a um mecanismo de
tolerancia em resposta a potencial indugao de estresse oxidativo pelo antimicrobiano.
Além dos prejuizos ambientais e econdmicos associados a uma menor produgéo de
graos, verifica-se um risco a saude publica com a detecgao desse antimicrobiano em
tecidos vegetais comestiveis como folhas (até 560,85 ng.g™') e graos (até 78,15 ng.g-
1), destinados a alimentagdo de animais e humanos, podendo desencadear, dentre
outros problemas, na resisténcia bacteriana. Esse estudo alerta sobre os efeitos do
enrofloxacino na microbiota do solo e nas plantas de interesse agricola, discutindo
sobre a bioacumulagao desse antimicrobiano na cadeia troéfica.

Palavras-chave: antimicrobianos; Glycine max, produtividade, contaminagéo,
ecotoxicologia



ABSTRACT

The contamination of environmental matrices by veterinary antimicrobials is an
emerging environmental problem. These molecules have low metabolization in the
animals gut, being the excreta the main source of contamination to ecosystems. Once
in the soil, antimicrobials can affect non-target organisms such as nitrogen-fixing
bacteria and plants. In addition, surface runoff and leaching can transport these
chemicals to water courses, used for irrigation of agricultural fields. Here, the effects
of enrofloxacin presence in the irrigation water and in the soil used in soybean
cultivation was investigated. Enrofloxacin via irrigation water (10 pg.L™") led to grain
yield reduction. Through the soil, no damages to plant growth and development were
identified, but at the 600 ug.kg™"' concentration, enrofloxacin affected plant nitrogen
metabolism by reducing nitrogenase activity, ureide content and nitrogen translocation.
Plants exposed to 200 ug.kg™' showed increased proline concentration in their leaves,
probably as a response to enrofloxacin-inducing oxidative stress. We conclude that the
presence of enrofloxacin in environmental matrices led to environmental and
economical concerns. There is also a risk to public health, since the antimicrobial was
detected in edible plant tissues such as leaves (up to 560,85 ng.g™") and grains (up to
78,15 ng.g™"). The presence of the antimicrobial in animal and human diets can result
in bacterial resistance. This study warns about the effects of the enrofloxacin on soil
microbiota and agricultural crops, discussing the bioaccumulation of this antimicrobial
in the food chain.

Keywords: antimicrobials; Glycine max; yield; contamination; ecotoxicology
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1 INTRODUGAO GERAL

Os antimicrobianos veterinarios sdo insumos extensivamente utilizados no
desenvolvimento da atividade pecuaria. Com agao profilatica, terapéutica e promotora
de crescimento, esses medicamentos maximizam o desempenho da produg¢éo animal
(KIRCHHELLE, 2018). Dentre as distintas classes de antimicrobianos, as
fluoroquinolonas sdo uma das mais utilizadas e tém como um de seus principais
representantes o enrofloxacino, empregado no tratamento de infec¢des respiratorias
e gastrointestinais em animais de producgao (LILLENBERG et al., 2010). Apesar de
seu amplo espectro de agao e alta eficiéncia no combate a doengas (TROUCHON et
al., 2017), esse farmaco apresenta uma baixa absor¢ao no trato intestinal, podendo
ter de 30 a 90% da dose administrada eliminada nas excretas, seja em sua
composicao integra ou parcialmente metabolizada (ZHANG et al., 2016). Dessa
forma, cama de aves e dejetos liquidos (bovinos ou suinos), comumente utilizados
como fertilizante em lavouras, sdo uma possivel fonte de contaminacdo ambiental
(XIE; SHEN; ZHAO, 2018). Além disso, processos de transferéncia, como o
escoamento superficial e a lixiviagao, podem direcionar essas moléculas a rios e
lagos, ameagando também o ecossistema aquatico (OBIMAKINDE et al., 2017).

Quando presentes na solugao solo, os antimicrobianos podem ser absorvidos
pelas plantas (BOXALL et al., 2006) e entdo desencadear efeitos deletérios sobre a
fotossintese, a respiracdo e o metabolismo de nitrogénio (ROCHA et al., 2021),
interferindo no processo de fixagdo bioldgica (REVELLIN et al., 2018) de modo a
proporcionar um menor aporte nutricional, especialmente para espécies leguminosas.
Os antimicrobianos também podem ser translocados e acumulados em diferentes
tecidos vegetais (CHUNG et al., 2017). No caso de cultivos agricolas, disturbios
fisiolégicos possivelmente resultardo em perdas de produgdo e também na insergao
desses quimicos na cadeia tréfica (GOMES et al., 2020a), o que pode levar a selegéo
de bactérias resistentes ou a indugao de resisténcia bacteriana — tema de relevancia
a saude publica mundial (CAMOTTI BASTOS et al., 2018).

Estudos acerca dos impactos dos antimicrobianos sobre plantas de interesse
agricola ainda sao escassos. Pensando nisso, este trabalho visou determinar os
efeitos ocasionados pela presenga de enrofloxacino na agua de irrigagdao e no solo
destinados ao cultivo de soja (Glycine max). Esse trabalho traz a tona ndo s6 a

questdo econdmica, resultado da interferéncia do antimicrobiano na producédo de
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graos, como também as questdes ambientais e sanitarias associadas a introdugao

dessa molécula na cadeia alimentar.

1.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetivou investigar os prejuizos produtivos e bioldgicos

decorrentes da contaminacdo de matrizes ambientais por enrofloxacino, a partir da

exposicao de plantas de soja a agua de irrigagao e a solo de cultivo contaminados

pelo antimicrobiano, determinando sua bioacumulagcdo nos tecidos vegetais, o

rendimento de graos das plantas e a eficiéncia da fixagao bioldgica de nitrogénio por

Bradyrhizobium japonicum.

1.1.1 Objetivos especificos

a)

b)

e)

Investigar a capacidade de absorgéo de enrofloxacino pelas plantas de
soja;

Avaliar a distribuicdo e o acumulo de enrofloxacino e ciprofloxacino pelas
plantas de soja;

Determinar a produgcdo de gréos nas plantas de soja expostas ao
antimicrobiano através da agua de irrigagao ou solo contaminado;

Avaliar os efeitos do enrofloxacino no crescimento, metabolismo primario
e metabolismo de nitrogénio em plantas de soja cultivadas em solo
contaminado pelo antimicrobiano;

Avaliar a nodulagdo das plantas inoculadas com Bradyrhizobium

Japonicum expostas ao solo contaminado com enrofloxacino.
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2 ANTIMICROBIANOS DE USO VETERINARIO: UMA QUESTAO AMBIENTAL
EMERGENTE

2.1 IMPORTANCIA DA PRODUGCAO ANIMAL NO BRASIL

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de alimentos de origem
animal. O pais € lider nas exporta¢des de carne bovina e de frango e o quarto maior
exportador de carne suina (FAO, 2020), enfatizando a relevancia da atividade
pecuaria brasileira para a economia, tanto a nivel internacional, quanto nacional.
Dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estimam que,
em 2021, os ganhos no valor bruto da producdo agropecuaria brasileira (VBP) girem
em torno de R$ 1,058 trilhdes, sendo R$ 330,12 bilhdes provenientes da pecuaria.
Neste contexto, a carne bovina é a que mais contribui com o VBP, seguida pela carne
de frango, leite, carne suina e ovos (BRASIL, 2021). As perspectivas para o setor de
produtos de origem animal sdo positivas, com incrementos na produgéo (+1,9% ao
ano), no consumo (+1,5% ao ano) e na exportagao (+3,0% ao ano) até 2028 (BRASIL,
2018).

2.2 USO DE MEDICAMENTOS NA PRODUGAO ANIMAL

O faturamento do mercado brasileiro de produtos para a saude animal segue
em ascensdo. Em 2019, o segmento embolsou R$ 6,5 milhées, um aumento de 9,4%
em relagdo ao ano anterior. Mais de 3/s das vendas se destinaram apenas a
ruminantes, aves e suinos, demonstrando a participacao efetiva destes insumos na
pecuaria. Quanto as classes terapéuticas, as mais visadas foram as dos
antiparasitarios, biolégicos e antimicrobianos, respectivamente (SINDAN, 2020).

Os antimicrobianos correspondem a substancias naturais ou sintéticas que
matam ou inibem o crescimento de microrganismos. A utilizacdo dessas moléculas
como farmacos veterinarios se iniciou na década de 1930 e, desde entdo, esses
medicamentos revolucionaram a produgcdo de alimentos, sendo importantes
ferramentas na prevencgao e tratamento de doencas, através da adog¢ao de técnicas
profilaticas, metafilaticas e terapéuticas. Além disso, quando administrados em doses
subterapéuticas, os antimicrobianos funcionam também como promotores de

crescimento, melhorando o desempenho e a conversao alimentar dos animais, o que
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popularizou ainda mais seu uso a partir dos anos 1950 (KIRCHHELLE, 2020). Num
contexto mais recente, porém, essa pratica vem sendo banida em diversos paises,
incluindo o Brasil, como um meio para conter a selegcdo de bactérias resistentes
(RABELLO et al., 2020; SNEERINGER; BOWMAN; CLANCY, 2019).

A introdugao de barreiras legais contra a utilizacdo de antimicrobianos como
melhoradores de desempenho, bem como o desenvolvimento de aditivos alimentares
alternativos de fungao similar, a exemplo dos probidticos (produto composto por
microrganismos benéficos vivos que equilibram a flora intestinal), traz a tona um
possivel cenario de redugcao desse mercado (GADDE et al., 2017). No entanto, Van
Boeckel et al. (2015) projetam que, até 2030, a utilizagdo desses farmacos aumentara
em 67% num parametro mundial e praticamente dobrara nos paises que compdéem o
BRICS (Brasil, Russia, india, China e Africa do Sul). Os autores ainda preveem que
China, Brasil e india, se destacarao respectivamente como primeiro, terceiro e quarto
maiores consumidores, impulsionados, sobretudo, pela alta demanda por proteinas
de origem animal e pela intensificacdo dos processos produtivos (VAN BOECKEL et
al., 2015).

Os principais grupos farmacolégicos de antimicrobianos utilizados na
producao animal sdo os aminoglicosideos, B-lactamicos, macrolideos, tetraciclinas,
sulfonamidas e fluoroquinolonas (REGITANO; LEAL, 2010). Estes grupos se diferem
principalmente por suas estruturas quimicas e mecanismos de agao, sendo mais ou
menos indicados para combater determinado patdégeno, de acordo com as
necessidades e particularidades de cada organismo (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2011).

As fluoroquinolonas sao a segunda geragao de quinolonas, desenvolvidas a
partir da descoberta do acido nalidixico (TABELA 1). Substituicbes em posicoes-
chaves de sua estrutura quimica principal viabilizaram a ampliacdo do espectro de
acao e da acgao biolégica da nova classe de moléculas. O nome fluoroquinolonas,
inclusive, veio a partir da insercdo de um atomo fluor na posicédo 6, modificagdo que
expandiu a eficacia do grupo contra algumas bactérias Gram-positivas, além das
Gram-negativas ja combatidas pela substancia original (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2011). Esses antimicrobianos agem formando complexos com o sitio de
acao das topoisomerases Il e IV, enzimas com papel fundamental sobre a

helicoidizagcado da fita de DNA e interligacdo dos cromossomos bacterianos. O mal
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funcionamento das topoisomerases impede a replicagao e transcricdo do DNA das
bactérias, levando-as rapidamente a morte (BLONDEAU, 2004).

TABELA 1 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS QUINOLONAS DE 12 E 22 GERAGAO

Estrutura log
Componente | quimica | MM | I PR e, | Ko 1 S BY
a d
O O
Acido (S o
nalidixico HaG™ NN 232,23 | 6,00 - 1,18 - 0,850 -
CHs
g
F. S -
Enrofloxacino N\@\)NKJ °| 359,40 | 570 | 7,97 | 470 | 186.340 | 0,634 | 2,0.10"3
HaCo_N__ A
Ci)O
Ciprofloxacino FMOH 331,34 | 6,08 | 841 | 1,03 | 61.000 | 0,138 | 2,85.10
(\N N
HN A

M.M = massa molar (g.mol");

pKa = constante de dissociagao acida;

log Kow = coeficiente de particdo octanol-agua em pH 7,0;

Koc = coeficiente de distribuigdo normalizado pelo carbono organico (L.kg);
S = solubilidade em etanol a 303,15 K (mg.ml");

P.V = pressao de vapor (mm Hg)

FONTE: @ National Center For Biotechnology Information (2004a, 2004b, 2004c), ° Zrnéic; Babic;
Pavlovic (2015), ¢ Lin et al. (2004), ¢ Lewis et al. (2016), ¢ Thiele-Bruhn (2003), f Jouyban (2007), 9 Liu
et al. (2014), hVaranda et al. (2006)

O enrofloxacino (TABELA 1) foi a primeira fluoroquinolona aprovada para o
uso veterinario (GIGUERE; DOWLING, 2013). Esse antibacteriano possui um amplo
espectro de acado e € indicado para diversas espécies animais, sendo um dos
principais aliados no combate a doencas respiratorias, além de atuar sobre infeccoes
digestivas, urinarias, mamarias e dermatolégicas (TROUCHON; LEFEBVRE, 2016).
Apds sua administragdo, grande parte do enrofloxacino é metabolizado a
ciprofloxacino (TABELA 1), molécula igualmente relevante, também com acao
antimicrobiana e de carater ainda mais potente, direcionada principalmente a medicina
humana (ROY et al., 2019).

Em funcéo de suas propriedades farmacocinéticas’, esses antimicrobianos
podem persistir em tecidos e produtos destinados ao consumo. Com isso, é possivel

que, através dos alimentos, a populagao seja continuamente exposta a subdoses de

1 Caracteristicas que influenciam nos processos de absorcdo, distribuicdo, biotransformacido e
excrecao do medicamento.
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medicamentos, implicando em efeitos adversos a saude humana, como intoxicagoes
agudas ou cronicas, reacgdes alérgicas, disturbios gastrointestinais e resisténcia
bacteriana (POZNIAK et al., 2020). A fim de minimizar esses maleficios, entidades
reguladoras de todo o mundo vém limitando a presenga desses quimicos em carnes,
pescados, leite, ovos e mel (EUROPEAN MEDICINE AGENCY, 2009). No Brasil, essa
responsabilidade é da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
estabeleceu através da Instrucdo Normativa N° 51 de 2019, parametros de Limite
Maximo de Residuo (LMR), Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) e Dose de Referéncia
Aguda (DrfA) para insumos farmacéuticos ativos de medicamentos veterinarios em
alimentos de origem animal (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2019).

2.3 FARMACOS NO AMBIENTE

Parte dos farmacos fornecidos € eliminada nas excretas em sua forma integra
ou parcialmente metabolizada (SPIELMEYER, 2018; TASHO; CHO, 2016). Assim, a
presenca dessas moléculas no meio ambiente representa uma via de exposicéo
indireta aos antimicrobianos, que pode causar tantos prejuizos quanto a exposigao
direta mencionada anteriormente (CARVALHO; SANTOS, 2016; JECHALKE et al.,
2014; PEREIRA et al., 2012). As possiveis rotas de contaminac&o estdo ilustradas na
FIGURA 1. A eliminagéo de fezes e urina durante o pastejo, bem como a aplicagéo
dos dejetos nos campos agricolas na forma de adubo, s&o as principais portas de
entrada para os farmacos veterinarios no ambiente (THIELE-BRUHN, 2003). Uma vez
no solo, processos de escoamento superficial ou de lixiviagdo podem favorecer o
deslocamento desses medicamentos para o0s mananciais, comprometendo o
ecossistema aquético (JAFFREZIC et al., 2017).
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FIGURA 1 — ROTAS DA CONTAMINAGAO AMBIENTAL POR FARMACOS VETERINARIOS

<34

| ANIMAIS MEDICADOS |

EXCRECAO

| Apasto | | ApbuBO |

| AMBIENTE TERRESTRE |

ESCOAMENTO

SUPERFICIAL | LXIVIAGAO

| AMBIENTE AQUATICO |

FONTE: Adaptado de Tasho e Cho (2016)

Caracteristicas como o pH e a composicdo mineraldgica irdo interferir no
comportamento desses contaminantes no substrato (REGITANO; LEAL, 2010). Para
o enrofloxacino, pH entre 3,5 e 6,5 favoreceram sua sor¢do a esmectita, de acordo
com Yan, Hu e Jing (2012). De forma geral, minerais do tipo 2:1 tem maior potencial
de sorgdo de antimicrobianos do que aqueles 1:1 e 0:1? (THIELE-BRUHN, 2003).
Além disso, propriedades fisico-quimicas das moléculas também influenciardo
diretamente em aspectos como a mobilidade e a persisténcia (TEIXIDO et al., 2014),
por exemplo. Entre as fluoroquinolonas, tanto o coeficiente de distribuicdo (Kd),
quanto a persisténcia tendem a ser altos. Leal et al. (2012), estudando a sorgéo de
fluoroquinolonas a um latossolo, encontraram um Kd maior que 40.000 L.kg™,
enquanto Albero et al. (2018) relataram um periodo de persisténcia maior que 90 dias
para a referida classe farmacoldgica, atributos que propiciam o acumulo desses
medicamentos nas matrizes ambientais (LUKASZEVICZ et al., 2016). No entanto, isso

nao impede que as moléculas atinjam os cursos d’agua, visto que concentragdes de

2 Os argilominerais do solo sdo, em sua maioria, formados pela superposicdo de laminas de tetraedros
de silicio e octaedros de aluminio, sendo que proporgdes 2:1 (tetraedros de silicio:octaedros de
aluminio) oferecem uma maior capacidade de troca de cations (CTC).
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até 6,5 mg.L" foram detectadas em lagos na india, criando um meio potencialmente
toxico a algas, macrdfitas e peixes (KOVALAKOVA et al., 2020).

2.4 ANTIMICROBIANOS E OS ORGANISMOS NAO-ALVO

2.4.1 Microrganismos do solo

Fungos e bactérias do solo sdo organismos ndo-alvo que podem ser
prejudicados pelos farmacos veterinarios, uma vez que estes foram desenvolvidos
justamente para inibir a atividade e o crescimento microbiano (GIRARDI et al., 2011).
A contaminacgao do solo por medicamentos, mesmo em concentragdes subletais, pode
afetar o metabolismo e a atividade das enzimas microbianas, além de reduzir a
biomassa e a biodiversidade das comunidades, interferindo nas fungdes ecoldgicas
essenciais promovidas por esses seres (CYCON; MROZIK; PIOTROWSKA-SEGET,
2019), dentre elas a manutencgao da fertilidade, o sequestro de carbono e o andamento
dos ciclos biogeoquimicos, acometendo de forma direta ou indireta plantas e animais
(FIERER, 2017).

O nitrogénio (N), por exemplo, € um dos principais nutrientes requeridos pelos
seres vivos. Este elemento encontra-se amplamente distribuido na atmosfera na
forma de Nz, inacessivel a maioria dos organismos em fungédo da tripla ligagcéo
existente entre seus atomos. Para se tornar assimilavel, € necessario que o N seja
convertido a formas mais reativas, como a aménia (NH3) e o nitrato (NOs"). Essas
transformacdes sdo naturalmente mediadas por microrganismos, que participam das
etapas de assimilagao, amonificagéo, nitrificagao/desnitrificacéo, oxidagéo anaerdbica
do amoénio e fixagao biolégica (KUYPERS; MARCHANT; KARTAL, 2018).

A fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN) é uma das maiores fontes de N para
0 ecossistema terrestre, sendo que os sistemas agricolas contribuem, em termos
globais, com a introdugao de 50 a 70 Tg de N por ano (HERRIDGE; PEOPLES;
BODDEY, 2008). Através da simbiose com bactérias diazotrdéficas, plantas da familia
Fabaceae sé&o capazes de completar seu ciclo de vida sem a adigao de fertilizantes
nitrogenados de origem mineral. Isso ocorre porque ©0S mMmicrorganismos,
principalmente do género Rhizobium e Bradyrhizobium, contém a enzima nitrogenase,
que reduz o N atmosférico a NHs, sendo uma fonte natural e sustentavel de nitrogénio
durante todo o desenvolvimento das culturas (SANTACHIARA et al., 2017).
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A relagdo simbidtica mais bem sucedida dentro do meio agronémico € aquela
existente entre a soja e a Bradyrhizobium japonicum. Considerada como “a simbiose
perfeita”, devido a alta afinidade entre os dois envolvidos, o processo gera importantes
ganhos econdmicos e ambientais (HUNGRIA; MENDES, 2015). Estima-se que a
inoculagdo representa uma economia de aproximadamente US$ 15 bilhdes e que
essa pratica impede a descarga de cerca de 45 milhdes de toneladas de CO:2 -
equivalente na atmosfera, quando comparada a sintese, transporte e aplicacdo dos
adubos nitrogenados minerais (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013).

Fatores como pH, temperatura, nutricio mineral e a presenca de
contaminantes - como os antimicrobianos - podem reduzir a eficiéncia da FBN (PETER
H. GRAHAM, 1992; REVELLIN et al., 2018). Em condi¢cbes laboratoriais, ja se
identificaram alteracdes na atividade da nitrogenase, bem como efeitos na nodulagéo
e crescimento de nodulos na presenca de sulfonamidas e tetraciclinas (SARTORIUS
et al., 2009; SUN et al., 2016). No entanto, estudos envolvendo os impactos dos
antimicrobianos sobre a FBN ainda s&o escassos, com resultados muito variaveis a
depender da concentracdo do farmaco, sua forma de aplicacdo, duracdo do
experimento e metodologia utilizada para quantificagdo dos compostos (DEVRIES;
ZHANG, 2016). Além disso, ainda néo existem estudos nesse sentido para a classe

das fluoroquinolonas, sendo um importante nicho para a pesquisa.

2.4.2 Plantas

Solubilidade, tempo de meia vida e persisténcia ambiental elevados
favorecem a absorcdo dos antimicrobianos veterinarios pelas plantas (COLON;
TOOR, 2016), sendo que a fitotoxicidade varia conforme a molécula e a cultura
analisada (CHOWDHURY; LANGENKAMPER; GROTE, 2016). A concentragdo do
farmaco também é um fator importante, ja que as plantas podem apresentar um
comportamento bifasico em resposta ao xenobionte, caracterizando hormesis
(AGATHOKLEOUS; KITAO; CALABRESE, 2018). Por exemplo, 0,01 mg.L" de
tetraciclina estimulou o crescimento da parte aérea em Lactuca sativa, Daucus carota,
Cucumis sativus e Solanum lycopersicum, enquanto 1 mg.L™" inibiu o crescimento
dessas hortaligas (PAN; CHU, 2016).

Como efeitos deletérios, relatam-se redugdo na germinacado (ELUK et al.,
2016), no crescimento (JIN; CHEN; SUN, 2009), na produtividade dos vegetais
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(MARQUES et al, 2021) e danos ao metabolismo primario, especialmente a
fotossintese e a respiracédo (GOMES et al., 2017a). Além disso, os antimicrobianos
podem ser translocados através dos vasos condutores e acumulados nos tecidos
comestiveis como folhas e gréaos, sendo introduzidos na cadeia trofica (PAN; CHU,
2017). No entanto, ainda n&o sdo bem conhecidos os efeitos da exposigao continua a
subdoses de medicamentos via plantas, em longo prazo (REGITANO; LEAL, 2010).
Sabe-se, porém, que residuos de antimicrobianos em alimentos de origem animal
podem desencadear, dentre outros maleficios, aumento da resisténcia microbiana
(OLIVEIRA et al., 2020).

2.5 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia aos antimicrobianos (AMR — em inglés) é considerada como um
dos maiores problemas de saude publica da atualidade. Esse fenbmeno aumenta a
viruléncia das estirpes, impedindo o tratamento eficaz de doengas infectocontagiosas.
Apenas na Uniao Europeia, a AMR é responsavel por aproximadamente 25 mil mortes
anuais, com custos de 1,5 bilhdes de euros associados ao tratamento das patologias
e as perdas de produtividade (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

Definida como a capacidade dos microrganismos em serem insensiveis a
presenca de moléculas com atividade bactericida ou bacteriostatica, a AMR pode ser
intrinseca, quando ocorre naturalmente, ou adquirida, quando é originada por uma
mudanga no perfil genético do organismo, seja através de mutagbes no DNA
cromossémico ou aquisicdo de DNA exogeno (REGEA, 2018). A exposi¢ao continua
a antimicrobianos gera uma pressao seletiva que favorece os individuos resistentes
em detrimento dos suscetiveis (FLETCHER, 2015). Logo, a utilizacdo de
antimicrobianos veterinarios em doses subterapéuticas, assim como o excesso de uso
podem ser fatores de risco para o desenvolvimento de resisténcia nas floras intestinais
dos animais (THANNER; DRISSNER; WALSH, 2016). Portanto, a aplicacao dos
dejetos nos campos agricolas pode disseminar bactérias resistentes ou genes de
resisténcia no ambiente terrestre e aquatico (XIE; SHEN; ZHAO, 2018).

Ha uma preocupacdo especial com as moléculas compartilhadas entre a
medicina humana e medicina veterinaria, pois o risco da transferéncia de genes de
resisténcia entre espécies distantes é maior, seja por contato direto ou pelo consumo

de alimentos (JECHALKE et al., 2014). Pensando nisso, a Organizagao Mundial da
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Saude desenvolveu um ranking dos antimicrobianos criticos a saude humana, como
uma estratégia de reducdo dos eventos de resisténcia advindos do uso de
antimicrobianos em animais de produgdo. Nesse documento, sdo apresentadas as
moléculas com maior potencial para o desenvolvimento de resisténcia, bem como as
melhores técnicas de administracdo desses medicamentos a fim de minimizar riscos.
Dentre elas estao as quinolonas, como o ciprofloxacino, principalmente em funcao da
pequena disponibilidade de terapias para o tratamento de infecgdes graves por
Salmonella e Escherichia coli (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Outras medidas importantes para conter a AMR estdo principalmente
relacionadas ao controle do uso de antimicrobianos, manejo dos dejetos animais,
utilizagao de produtos alternativos aos antimicrobianos (quando houver), boas praticas
na produgdo animal e medidas regulatdérias para definicdo de limites de
antimicrobianos nos fertilizantes organicos (KUPPUSAMY et al., 2018). Além disso,
estudos na dinamica desses compostos no ambiente, sua interagdo com a rizosfera e
sua transferéncia para alimentos de origem vegetal também sdo necessarios
(REGITANO; LEAL, 2010).
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3 CAPITULO I: EFEITOS DA IRRIGAGAO COM AGUA CONTAMINADA POR
ENROFLOXACINO NA CULTURA DA SOJA

Texto retirado do artigo de Marques et al., (2021) entitulado “Crop irrigation
(soybean, bean, and corn) with enrofloxacin-contaminated water leads to yield
reductions and antibiotic accumulation” publicado na revista Ecotoxicology and
Environmental Safety, V. 216, p. 112193, mar. 2021. DOI:
10.1016/j.ecoenv.2021.112193
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3.1 RESUMO

O uso crescente de antimicrobianos na producdo animal € um problema
ambiental emergente. Grande parte das doses dos farmacos administrados €
eliminada nas excretas dos animais, que podem contaminar os cursos d’agua que
serdo direcionados a irrigacao de culturas agricolas e comprometer a produgéo e/ou
a segurancga de alimentos. Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da irrigagao da
cultura da soja com agua artificialmente contaminada por enrofloxacino (10 pg.L™"),
determinando-se a produgao de graos e o acumulo do antimicrobiano nos diferentes
orgaos da planta. A produgéao de graos foi definida com base na massa seca (MS) de
graos por planta, enquanto as concentragdes de enrofloxacino e ciprofloxacino (seu
metabdlito de degradagao) nos tecidos vegetais foram quantificadas por cromatografia
liquida apds a colheita. O tratamento com enrofloxacino (10 pg.L"') reduziu
significativamente a produgao de graos em plantas de soja. Tanto enrofloxacino [78,15
ng.g' MS — 26,17 ug.g”' MS] quanto ciprofloxacino [8,23 — 23,04 ng.g™' MS] foram
detectados em todos os tecidos vegetais avaliados (raizes, folhas e graos), sendo que
as maiores concentragbes de enrofloxacino e ciprofloxacino foram observadas nas
raizes, seguidas pelas folhas e graos. A presenca de enrofloxacino na agua utilizada
para irrigar a soja pode resultar em perdas de produg¢do, bem como implicar no
acumulo de antimicrobianos em folhas e graos comumente destinados as dietas de
humanos e animais, podendo assim interferir na seguranca de alimentos.

Palavras-chave: Agricultura. Irrigagdo. Seguranca de alimentos. Contaminac&o da
agua.

3.2 ABSTRACT

The increasing use of antibiotics in animal production has become an emergent
environmental problem. The large percentages of applied antibiotic doses eliminated
in animal excrement often end up contaminating water resources, which are then used
for irrigation — compromising agricultural production and/or food security. Here, we
evaluated the effects of crop irrigation with water artificially contaminated by
enrofloxacin (10 pg.L™") and its accumulation in soybean tissues. Grain production was
evaluated on the basis of grain dry weight plant- !, while enrofloxacin and ciprofloxacin
(its breakdown metabolite) concentrations in plant tissues were evaluated by HPLC
after harvesting. Diminished production was observed in soybean plants irrigated with
antibiotic-contaminated water. Enrofloxacin [78 ng.g DW-! to 26.17 ug.g DW-"] and
ciprofloxacin [8.23 ng.g DW -' to 23.04 ng.g DW-"] were found in all of the plant tissues
(roots, leaves and grains). The highest enrofloxacin and ciprofloxacin concentrations
were observed in roots, followed by the leaves and seeds. The presence of
enrofloxacin in the water used for irrigating soybeans can result in productivity losses
and, as that antibiotic was encountered in plant tissues (leaves and seeds) that are
consumed in the diets of both humans and animals, it can interfere with food security.

Keywords: Crop production. Irrigation. Food safety. Water contamination.
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3.3 INTRODUGAO

Para garantir a competitividade do setor agropecuario frente ao mercado, sao
realizados amplos investimentos em insumos, buscando maximizar o desempenho da
producao animal e vegetal. Contudo, algumas das técnicas utilizadas para viabilizar
esses ganhos de produg¢ao geram impactos negativos na conservacao e qualidade do
solo, da agua e, também, sobre a seguranca de alimentos. Em relagdo a produgao
animal, o uso de antimicrobianos é uma pratica habitual, que visa promover o
crescimento, bem como prevenir e tratar doengas (TASHO; CHO, 2016).

Entre as classes de antimicrobianos mais relevantes para pecuaria, encontra-
se as fluoroquinolonas. Esse grupo tem seu modo de agdo baseado na interagao
(através da formacdo de complexos) com a topoisomerase Il (DNA girase) e
topoisomerase IV, enzimas essenciais a multiplicacao bacteriana, com funcdes na
replicacdo do DNA e interligagdo cromossOmica, respectivamente (HOOPER;
JACOBY, 2016). Um importante representante dessa classe no ambito veterinario é o
enrofloxacino (Enro), molécula de amplo espectro de agao, indicada principalmente
para o tratamento de doencgas infecciosas causadas por bactérias Gram-negativas
(embora também atue sobre alguns microrganismos Gram-positivos) (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011). Porém, apds sua administragdo, o
antimicrobiano n&o é completamente assimilado pelo organismo animal, sendo ent&o
eliminado nas excretas em sua forma original ou parcialmente metabolizada. Assim,
os dejetos animais contendo ativos farmacéuticos sao, potencialmente, uma fonte de
contaminacao do solo, especialmente no meio rural, considerando a aplicabilidade do
esterco como fertilizante em campos agricolas (WEI et al., 2018).

No solo, os tempos de meia-vida das fluoroquinolonas podem ser muito
longos, com 70% dos residuos de Enro sendo detectados apds 90 dias (ALBERO et
al., 2018). Além disso, por meio de processos de biotransformacgao, o Enro pode ser
degradado a ciprofloxacino (Cipro), outro importante antimicrobiano, que possui uma
meia-vida no solo ainda maior, de até 3.466 dias, prolongando a persisténcia dessas
moléculas no substrato (WALTERS; MCCLELLAN; HALDEN, 2010). O escoamento
superficial e da lixiviagdo aumentam a possiblidade de que esses farmacos sejam
encontrados em outras matrizes ambientais, principalmente em aguas superficiais
e/ou subterraneas (CAMPAGNOLO et al., 2002; YANG; CARLSON, 2003). A

aplicagao direta de medicamentos na aquicultura e o descarte pontual de esgoto
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também podem contribuir a contaminacdo dos mananciais por antimicrobianos
(TROUCHON; LEFEBVRE, 2016), tendo em vista a ineficiéncia das estacbes de
tratamento para remocgéo de residuos desses quimicos (AL-GHEETHI et al., 2015).
As fluoroquinolonas sao persistentes em sistemas aquaticos, com meia-vida de Enro
e Cipro superior a 100 dias (KUMMERER, 2009). Dessa forma, através do solo ou da
agua de irrigacao, as plantas serao direta ou indiretamente expostas a esses insumos
farmacéuticos (PAN; CHU, 2016).

As plantas sao capazes de absorver antimicrobianos na solu¢cado do solo por
meio de suas raizes e aloca-los em partes comestiveis (JAYAMPATHI; ATUGODA;
JAYASINGHE, 2019), causando a inser¢cao desses quimicos na cadeia tréfica,
resultando, entre outros efeitos possiveis, na indugao de resisténcia bacteriana e/ou
selegdo de bactérias resistentes (SOUZA et al., 2010). Outro ponto € que, quando
presentes nos tecidos vegetais, esses antimicrobianos podem afetar o metabolismo
das plantas, alterando seu crescimento e desenvolvimento (BARTIKOVA; PODLIPNA;
SKALOVA, 2016; ROCHA et al., 2021). Pesquisas ja relataram os efeitos deletérios
dos antimicrobianos na fotossintese (GOMES et al., 2017a, 2020b; NUNES et al.,
2019; OPRIS et al., 2013; YAN et al., 2019), na respiracédo (GOMES et al., 2020b;
MOULLAN et al., 2015) e na assimilagao de nitrogénio (GOMES et al., 2017c), bem
como destacaram seu papel na indugao de estresse oxidativo (GOMES et al., 2019,
2020b). No entanto, as implicagbes dos farmacos na producdo de graos entre as
espécies de interesse agricola ainda ndo s&o totalmente compreendidas. Ademais, os
estudos de ecotoxicologia de antimicrobianos geralmente se concentram nas
moléculas originais e ndo levam em consideragdo as ameagas de seus metabdlitos
de degradacao - que muitas vezes podem ser ainda mais toxicos e mais estaveis no
meio ambiente (CARVALHO; SANTOS, 2016). Por exemplo, concentragcdes de Enro
até 100 pg.L' ndo demonstram toxicidade para algumas olericolas (Cucumis sativus,
Lactuca sativa, Raphanus sativus) (MIGLIORE; COZZOLINO; FIORI, 2003), enquanto
Cipro em concentragdes tao baixas quanto 1,4 ug.L™' impacta negativamente plantas
de milho (GOMES et al., 2020a). Como as plantas podem metabolizar Enro a Cipro
(GOMES et al., 2019), a presencga do antimicrobiano no meio ambiente, inclusive na
agua usada para irrigagao, apresenta um elevado risco econébmico e ambiental
(GOMES et al., 2020a).

Embora alguns autores tenham investigado os efeitos e acumulo do Enro por

plantas cultivadas (Cucumis sativus, Lactuca sativa, Phaseolus vulgaris, Raphanus
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sativus) (BOXALL, 2012; CHUNG et al., 2017; LILLENBERG et al., 2010; MIGLIORE;
COZZOLINO; FIORI, 2003), estudos acerca dos efeitos desse antibacteriano na soja
(Glycine max) tanto sobre a producéo de graos, quanto sobre o acumulo em tecidos
vegetais consumidos por humanos e animais, parecem ser inéditos. A cultura da soja
€ muito importante em todo o mundo como fonte significativa de nutrientes,
especialmente no que se refere a seu perfil proteico e lipidico (LANGNER et al., 2019;
SUDARIC, 2019). Além disso, essa leguminosa ¢ cultivada em mais de 60 paises,
tendo posicao de destaque na economia daqueles de base agricola, onde a produgéo
de graos, 6leo e farelo representa grande parte de suas receitas (SUDARIC, 2019).
Portanto, perdas de produgéo associadas aos disturbios fisioldgicos provocados pela
presencga do antimicrobiano, bem como a presenga de contaminantes nos graos sao
questdes importantes.

Nesse contexto, investigou-se a produgcdo de graos e o acumulo de
antimicrobianos (Enro e Cipro) em plantas de soja irrigadas com agua contaminada
com Enro. Além de averiguar possiveis perdas econdmicas devido a interferéncia
desse antimicrobiano na producgdo agricola, buscou-se conscientizar sobre a
introducédo de antimicrobianos na cadeia alimentar e suas consequéncias negativas

para o meio ambiente e a saude publica.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Condicbes experimentais

O experimento foi conduzido de outubro de 2018 a fevereiro de 2019 em casa
de vegetacdo no Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana,
Curitiba, Parand, Brasil (25°24’38” S; 49°14°57” O; 920 m de altitude). O regime de
temperatura durante o periodo do ensaio esteve entre 15 e 31°C e a luminosidade
média foi de 825 ymol fétons m2 s,

As sementes de soja (Glycine max cultivar KWS M6210) foram fornecidas pela
EMBRAPA Milho e Sorgo (Sete Lagoas, Minas Gerais). Para o experimento, estas
sementes foram desinfectadas numa solucdo de hipoclorito de sédio 2,5% por 5
minutos, enxaguadas com agua destilada e posteriormente semeadas em vasos de 5
litros contendo um substrato de areia e vermiculita na proporcéo 2:1. Este substrato

foi escolhido devido a sua baixa capacidade de retencao de contaminantes, permitindo
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a avaliagao de um cenario de total disponibilidade do antimicrobiano adicionado via
irrigagdo. Cada vaso recebeu 4 sementes.

Durante as duas primeiras semanas, as plantas foram irrigadas com 300 ml
de agua destilada. Quinze dias apds a emergéncia efetuou-se o raleio, mantendo-se
apenas a maior planta de cada vaso.

Uma solugdo estoque de Enro (100 pg.L™") foi preparada em agua ultrapura
utilizando enrofloxacino grau analitico (Ventranal, Sigma-Aldrich, Canada) e esta
serviu de base para a solugéo de concentragédo desejada no ensaio. As plantas foram
expostas a uma concentragdo de 0 (controle) e 10 ug Enro L', com base na ocorréncia
tipica desse farmaco em aguas superficiais (KUMMERER, 2009). A irrigagéo foi
realizada duas vezes por semana com 300 ml de agua destilada ou solugéo fresca de
10 ug Enro L', mantendo o substrato a 70% de sua capacidade de campo. Para
garantir que nao houvesse qualquer tipo de contaminacdo da parte aérea pelo
antimicrobiano, a irrigacao foi efetuada utilizando uma proveta direcionada ao nivel do
solo.

A nutricdo das plantas ficou a cargo da aplicagdo semanal de 300 ml de
solucado nutritiva de Hoagland e Arnon, de composi¢do descrita na TABELA 2
(HOAGLAND, D. R.; ARNON, 1950). A forca da solucao foi reduzida a 74 e a 2 na
primeira e segunda semana de implantagao, respectivamente, a fim de evitar estresse
salino nos estagios iniciais de desenvolvimento da cultura.

O tratamento e a nutricdo ocorreram de maneira alternada, uma vez a cada
trés dias, mantendo o substrato a 70% de sua capacidade de campo durante toda a

semana.

TABELA 2 — CONCENTRAGAO DOS MACRO E MICRONUTRIENTES PRESENTES NA SOLUCAO
DE HOAGLAND & ARNON (1950)

Macronutrientes (mmol.L™") Micronutrientes (umol.L™")
N-NOs N-NHs P K Ca Mg** SOs#| B Cu Fe Mn Mo Zn
14 1 1 598 4 198 2 46,3 0,31 1792 9,11 0,1 0,76

FONTE: Hoagland e Arnon (1950)

O experiemento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
2 tratamentos e 10 repeticdes, em um total de 20 vasos distribuidos num delineamento

inteiramente casualizado. Em paralelo, 5 vasos contendo apenas substrato, foram
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submetidos ao mesmo regime de irrigagdo, com a finalidade de determinar a

degradacgao do antimicrobiano via fotolise e hidrélise.

3.4.2 Producgao de graos

Com o enchimento completo das vagens (estadio R6 - maturidade fisioldgica),
todas as plantas de cada tratamento foram colhidas e fracionadas em raizes, folhas,
vagens e graos. Apos isso, o material vegetal foi repetidamente lavado em agua
destilada e os graos foram secos em estufa de circulacao forcada de ar a 45 °C. A
variavel producao de gréos correspondeu a massa seca de gréos por planta, sendo

expressa em g de massa seca (MS) planta.

3.4.3 Avaliagbes quimicas

As concentracdes de Enro e Cipro tanto no substrato, quanto nas plantas
foram determinadas por meio de cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Para o substrato, essa técnica permitiu mensurar a degradagao do Enro sob
as condi¢gdes ambientais da casa de vegetagao. Nos vasos sem plantas, as coletas
foram realizadas imediatamente apds a primeira aplicagéo do tratamento, ao longo de
84 horas apds a primeira aplicagdo do tratamento (tempo correspondente a nova
aplicacao de Enro) e no momento da colheita. Esta ultima ocorreu simultaneamente a
coleta nos vasos que continham plantas. Trés amostras simples de substrato foram
retiradas de cada vaso a profundidades correspondentes a rizosfera (> 5 cm).
Posteriormente, estas trés amostras foram misturadas e homogeneizadas, formando
uma unica amostra composta por vaso. Desta amostra composta, 6 g foram utilizados
para os procedimentos de extracdo, segundo metodologia de Janusch et al. (2014).
Inicialmente, as amostras foram secas em SpeedVac (RC1010, Thermo) e sonicadas
por 5 minutos. Depois, adicionou-se 3 ml de tampéao fosfato de sédio (pH 7.0), mais 6
ml de cloroférmio e agitou-se por 30 minutos. A fragdo com o cloroférmio foi entao
coletada e novamente seca em SpeedVac.

Para as plantas, a extragdo dos antimicrobianos ocorreu conforme Migliore,
Cozzolino e Fiori (2003), adicionando metanol/acido citrico (0.2 m, 50:50, pH 4.5) a
100 mg (massa seca) de material vegetal. Apds a extracdo, as amostras também

foram secas em SpeedVac.
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A fim de determinar as taxas de recuperagao, amostras de substrato e planta
que ndo receberam o antimicrobiano foram contaminadas com concentracoes
conhecidas de Enro e Cipro e submetidas as mesmas técnicas de extragdo e
quantificacao.

Os residuos das plantas e do substrato foram ressuspendidos em fase movel
(trietilamina 0,4% pH 3.0, acetonitrila e metanol — 75:10:10 v/v/v). Apds filtracao, 10
Ml foram injetados em HPLC (Waters 2695 HPLC) acoplado a um detector de
fluorescéncia (FD Waters multi fluorescence detector 2475). Uma coluna Supelco
Analytical C18 (250 mm x 4.6 mm x 5 ym) foi utilizada para separagao cromatografica.

As condigbes cromatograficas foram adaptadas de Garcia Ovando et al.
(2004). A temperatura da coluna foi definida em 35 °C + 1 °C. Os parametros de
comprimento de onda para o detector de fluorescéncia foram de 278 e 453 nm para
excitagdo e emissdo. Os solventes usados como fase mével a taxa de 1 ml.min-"
foram: trietilamina 0.4% (v/v), pH 3, como fase movel A; metanol como fase movel B;
e acetonitrila como fase mével C.

Solugbes padrdo de enrofloxacino e ciprofloxacino (United States
Pharmacopeia, Rockville, MD, USA) foram usadas para as curvas de calibragao, com
pureza e validade comprovadas. As curvas contendo seis pontos apresentaram boa
linearidade (r? = 0,99; P<0,0001) no intervalo esperado para as concentragdes das
amostras. Cada ciclo de amostras contou com trés brancos, trés padroes e trés
amostras fortificadas. Os limites de detecgéo (LOD) e limites de quantificagcao (LOQ)
foram respectivamente de 0,2 e 0,6 ng.L"' para Enro e 5 e 10 ng.L-' para Cipro
(GARCIA OVANDO et al., 2004). As taxas de recuperagéo foram maiores que 85%

para ambos antimicrobianos.

3.4.4 Analises estatisticas

As analises foram realizadas através do software JMP 13.0 (SAS Institute Inc.).
Os dados foram testados para normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade
(Bartlett) e entédo estatisticamente avaliados. Os dados de produgéo de gréos foram
avaliados utilizando o teste-t de Student. J4, os dados de concentracdo de
antimicrobianos em diferentes tecidos da planta foram submetidos a uma two-way
ANOVA, com interagbes entre tratamento (0 e 10 ug Enro L") e érgdo da planta

(raizes, folhas e graos) incluidos no modelo. Quando diferengas foram detectadas
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pela ANOVA, as médias foram comparadas através do teste de Tukey a 5% de

significancia.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Produgao de graos

A irrigagdo com &agua contaminada por enrofloxacino (10 pg.L-') afetou
significativamente a produgéo de graos (p < 0.05) (TABELA 3; FIGURA 2).

TABELA 3 — PRODUGCAO DE GRAOS EM PLANTAS DE SOJA SUBMETIDAS (10 pg.L™") OU NAO (0
ug.L") A IRRIGAGAO COM AGUA CONTAMINADA POR ENROFLOXACINO

Enrofloxacino Produgio de graos (g MS planta™)
0 4,48 +0,84 a

10 pg.L 213+0,66b
Teste F 25,00

Valores representam a média £ DP de dez repeti¢des.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna né&o diferem entre si pelo teste f de Student (p <0,05).
FONTE: Adaptado de Marques et al. (2021)

FIGURA 2 — GRAOS DE SOJA COLHIDOS NO TRATAMENTO 0 (A) e 10 pg.L* (B)
DE ENROFLOXACINO

FONTE: A autora (2019)
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A reducédo na producédo de graos pode estar associada aos efeitos deletérios
do antimicrobiano na fisiologia de plantas de soja. Embora n&o tenham sido
observados efeitos deletérios no metabolismo fotossintético de plantas de Lemna
minor expostas a Enro em concentragdes de 2,0 ug.L"' (GOMES et al., 2020b),
avaliacbes acerca dos efeitos de nove antimicrobianos (amoxicilina, ampicilina,
benzilpenicilina, ceftazidima, ceftriaxona, tetraciclina, doxiciclina, ciprofloxacino e
eritromicina; 0,5 e 1,5 mg.L"") em plantas de trigo evidenciaram redugdes na
fotossintese liquida (associada a uma menor condugdo estomatica) e nas
concentracbes de pigmentos fotossintetizantes (OPRIS et al., 2013). Da mesma
forma, Gomes et al. (2020a) relataram que plantas de milho submetidas a tratamentos
com Cipro (2,0 ug.L™") demonstraram menores taxas fotossintéticas totais, bem como
menor carboxilagdo da Rubisco e eficiéncia de uso de agua. O Cipro também induziu
estresse oxidativo e modificagbes morfolégicas nessas plantas, incluindo diminuigéo
na altura e no calibre dos feixes vasculares da folha, reduzindo o transporte de
fotoassimilados - com consequente reducdo da produgao de grédos (GOMES et al.,
2020a).

Os efeitos de Enro e Cipro no metabolismo primario de plantas foram
revisados por Rocha et al. (2021). A diminuicdo da fotossintese, respiragao e
assimilagao de nitrogénio, bem como aumento do estresse oxidativo, foram descritos
em plantas expostas a esses antimicrobianos (ROCHA et al.,, 2021). Os efeitos
negativos dos antimicrobianos no metabolismo energético (fotossintese e respiragéo)
€ na nutricdo mineral das plantas podem contribuir para a reducédo da producao de
graos. Taxas de fotossintese e respiragdo mais baixas, bem como a assimilagéo de
N, podem restringir a disponibilidade de esqueletos de carbono e aminoacidos
necessarios para a formacao e desenvolvimento de graos. Os resultados desse
estudo evidenciam a importancia de investigar as respostas fisioldgicas de diferentes
espécies de plantas de interesse agricola a irrigagdo com agua contaminada por

antimicrobianos.
3.5.2 Quantificacdo de quimicos
Os cromatogramas obtidos através da HPLC evidenciaram a presenca tanto

de Enro quanto de Cipro, seu principal metabdlito, nas amostras do substrato e dos

tecidos vegetais. Um exemplo pode ser visualizado na FIGURA 3.
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FIGURA 3 — EXEMPLO DE CROMATOGRAMA
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FONTE: A autora (2019)

A inexistente deteccdo de antimicrobianos nos substratos dos vasos ou nas
plantas que nao receberam o tratamento com Enro (dados n&do mostrados) confirma
que nao houve qualquer contaminagao externa.

Os resultados acerca do comportamento do Enro no substrato em condicdes

ambientais da casa de vegetacdo podem ser visualizados na FIGURA 4.

FIGURA 4 — VARIACAO TEMPORAL DAS CONCENTRAGOES DE ENRO E CIPRO NO
SUBSTRATO DE VASOS SEM PLANTAS (A) E AS CONCENTRACOES DE ANTIMICROBIANOS
NA COLHEITA NO SUBSTRATO DE VASOS SEM (- PLANTAS) E COM PLANTAS (+ PLANTAS) (B)
EXPOSTOS A IRRIGAGAO COM AGUA CONTAMINADA POR ENRO (10 pg.L")
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FONTE: Adaptado de Marques et al. (2021)

LEGENDA: Valores representam a média + DP de cinco repeticoes.

A luz é o principal fator abiético que leva a degradagéo do Enro no solo e na
agua (SCISCENKO et al., 2020; STURINI et al., 2010, 2012). A fotodegradagao causa
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a oxidagdo da cadeia lateral de piperazina da molécula de Enro apods
aproximadamente 50 horas de irradiacao, resultando na formacédo de um subproduto
(que nao Cipro), e degradacao de até 80% da concentracao inicial de Enro (STURINI
et al., 2012). No entanto, a fotdlise é limitada a camada superior da matriz sélida (7—-8
mm), pois a disponibilidade de luz diminui consideravelmente nas camadas mais
profundas. Consequentemente, a acado da fotélise sobre o Enro também é reduzida
(STURINI et al., 2012). Conforme mostrado na FIGURA 4A, apenas 33% do Enro foi
degradado no substrato de vasos sem plantas até 5 cm de profundidade apds 84 h de
irradiacao. Portanto, é possivel que a menor disponibilidade de luz na profundidade
de enraizamento limite a fotodegradagao de Enro.

No meio ambiente, o Enro também pode ser degradado por microrganismos,
a exemplo dos fungos - com destaque as espécies ligninoliticas - que sdo os principais
agentes bidticos que modificam e degradam fluoroquinolonas, devido a nao
especificidade de suas enzimas (RUSCH et al., 2019). De fato, a presencga de Cipro
no substrato de vasos sem plantas (FIGURA 4A) reforca essa afirmacao, pois a
degradacdo de Enro a Cipro é limitada a processos de biotransformagao
(TROUCHON; LEFEBVRE, 2016). Portanto, presume-se que, sem qualquer
esterilizagao do substrato, os fungos presentes degradarao Enro a Cipro. A auséncia
de Cipro em vasos sem plantas na colheita (FIGURA 4B), indica que, uma vez
formado, o metabdlito esta sujeito a degradagdo. No caso de vasos com plantas, a
auséncia do Cipro no substrato também pode estar relacionada a sua absorgao pelas
plantas. Paralelamente, a presenga de Cipro nos tecidos vegetais pode ser devida ao
préprio metabolismo vegetal. A degradacéao direta de Enro a Cipro por plantas de E.
canadenses foi relatada por (GOMES et al., 2019). Segundo esses autores, a
biotransformacgao desse antimicrobiano esta associada a atividade do citocromo P450,
uma vez que o Cipro nao foi observado em tecidos vegetais quando esse complexo
enzimatico foi inibido. Deste modo, tanto a degradagdo microbioldgica, quanto o a
metabolizacao de Enro nos tecidos vegetais podem explicar a ocorréncia do Cipro nas
plantas. Portanto, a capacidade de metabolizagdo do enrofloxacino em plantas de
interesse agricola deve ser melhor investigada.

A TABELA 4 traz os resultados do Teste F da ANOVA de multiplas vias para

a concentragao de Enro e Cipro na planta.
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TABELA 4 — TESTE F DA ANOVA DE MULTIPLAS VIAS PARA OS EFEITOS DE TRATAMENTO (0
E 10 pg.L ') E ORGAOS DA PLANTA DE SOJA (RAIZES, FOLHAS E GRAOS)

Fonte de variagado G.L Enrofloxacino Ciprofloxacino
Tratamento 1 468,75 *** 344,3878 ***
Orgao 2 0,25 1,6531
Tratamento*Orgao 2 65,5278 *** 43,4898 ***

FONTE: A autora (2021)
LEGENDA: G.L — graus de liberdade; *** - significante a 0,01%

A concentragao de enrofloxacino por 6rgao da planta pode ser visualizado na
FIGURA 5. O maior sitio de acumulo foi as raizes, seguido por folhas e, por ultimo, os

graos (p<0,001).

FIGURA 5 — CONCENTRAGAO DE ENROFLOXACINO POR ORGAO DA PLANTA DE SOJA
SUBMETIDA AO TRATAMENTO DE 10 pg.L-" DE ENROFLOXACINO
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FONTE: A autora (2021)
LEGENDA: Barras representam a média + o desvio padrédo de cinco repeti¢des.

Letras representam diferengas significativas entre a concentragao de farmacos nos diferentes 6rgéos
da planta pelo Teste de Tukey (P<0,001).

A absorcéo radicular é a principal via de entrada para os antimicrobianos nas
plantas e parece depender principalmente da solubilidade, polaridade e grau de
hidrofobicidade da molécula (CHEN et al., 2017). A raiz € o principal 6rgao a acumular
esses farmacos (ROCHA et al., 2021). Migliore et al. (2003), por exemplo, relataram
que as raizes foram os principais locais de acumulo de Enro em plantas de feijao e

que, ao longo do tempo, o acumulo desse medicamento resultou em efeitos téxicos
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nas folhas. Ao contrario do observado pelos autores, ndo foram detectados quaisquer
sintomas visuais de toxicidade na parte aérea da soja cultivada neste estudo (dados
nao mostrados). Tal fato pode ser devido as diferengcas de concentracoes testadas,
tendo Migliore et al. (2003) utilizado concentragdes de Enro acima de 100 ug.L™" - pelo
menos 10 vezes maiores do que as empregadas no presente estudo.

De acordo com Dodgen et al. (2015), apds ser absorvido pelas raizes, o
antimicrobiano se distribui pelos tecidos da planta, impulsionado, sobretudo, pelas
taxas de transpiragdo. Logo, condi¢des ambientais que afetam a transpiragéo
modulam o acumulo de antimicrobianos na parte aérea (DODGEN et al., 2015).
Caracteristicas morfofisiologicas das plantas, como a presenca e extensao de
barreiras apoplasticas, também podem desempenhar papéis na translocacido e
distribuicdo de antimicrobianos (ROCHA et al., 2021).

O acumulo de Enro foi observado por Chowdhury, Langenkamper e Grote
(2016) em plantas de repolho fertilizadas com esterco, com concentragdes de até 16,9
ug.kg’' nas partes comestiveis. Os efeitos sobre a produgdo, porém, ndo foram
fornecidos pelos autores. Por outro lado, Jin, Chen e Sun (2009), relataram rela¢des
lineares entre a diminuicdo do crescimento da raiz e da parte aérea e maiores
concentragdes aplicadas de Enro e mais dois antimicrobianos em plantas de trigo
(Triticum aestivum L.).

As concentragdes de Cipro foram maiores nas raizes do que nas folhas ou
graos (FIGURA 6).

FIGURA 6 — CONCENTRAGCAO DE CIPROFLOXACINO POR ORGAO DA PLANTA DE SOJA
SUBMETIDA AO TRATAMENTO DE 10 ug.L-" DE ENROFLOXACINO
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FONTE: A autora (2021)
LEGENDA: Barras representam a média = o desvio padrao de cinco repetigdes.

Letras maiusculas representam diferengas significativas entre a concentragdo de farmacos nos
diferentes 6rgaos da planta pelo Teste de Tukey (P<0,001).

A absorgao do Cipro pelas plantas foi bem documentada (EGGEN et al., 2011;
GOMES et al., 2020a; KIPPER et al., 2010) e sua distribuicdo entre os diferentes
orgaos das plantas variou entre as espécies estudadas, possivelmente devido as
diferencas nas taxas de transpiracdo e nas caracteristicas morfoanatdémicas, bem
como em suas capacidades individuais de absorver e metabolizar antimicrobianos. O
Cipro foi relatado em maiores concentragdes nas raizes do milho (GOMES et al.,
2020a) e da cevada (EGGEN et al., 2011), da mesma maneira que foi com a soja
nesse estudo.

Os resultados desse trabalho demonstram a presenca de Enro e Cipro nos
graos (78,15 ng Enro g™' MS; 8,23 ng Cipro g*' MS) e nas folhas (116,73 ng Enro g
MS; 8,80 ng Cipro g' MS) de soja, que sdo comumente destinadas as dietas de
animais e/ou humanos. Uma vez que os antimicrobianos podem ser acumulados
através dos niveis troficos (EXECUTIVE AGENCY FOR HEALTH AND CONSUMERS,
2013), a presenca de concentracdes de tragos de substancias quimicas nos 6rgaos
comestiveis das plantas resultara em seu acumulo na cadeia alimentar.

O Limite Maximo de Residuo (LMR) estabelecido para Enro (considerando a
soma de Enro e Cipro como marcador residual) pela ANVISA (2018) nos tecidos
musculares de bovinos, suinos, aves e peixes é de 100 pg.kg™'. Nao ha limites de LMR
estabelecidos, entretanto, para esses contaminantes em alimentos de origem vegetal.
O valor para a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de Enro é de 0,6 ug.kg™, o que significa
que a ingestao de, no maximo, 36 ug de Enro por dia por uma pessoa de 60 kg seria
aceitavel. Nesse contexto, os dados desse estudo sugerem que seria necessario a
ingestao de mais de 460 g de graos de soja por dia para superar o IDA recomendado.
No entanto, é importante ressaltar que os antimicrobianos podem estar presentes na
dieta através de diversos outros alimentos - e até mesmo de agua — aumentando a
somatoria diaria de consumo. Além disso, a soja (incluindo gréaos e folhas) € utilizada
na alimentagdo animal, favorecendo bioamplificagcdo, levando em conta que o
conteudo de antimicrobianos nas folhas é especialmente alto. Segundo a American

Society For Microbiology (2019), a presenga de antimicrobianos em alimentos
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derivados de plantas pode favorecer o desenvolvimento de bactérias resistentes e a
transmissao de seus genes.

E importante destacar que as plantas deste estudo foram regadas com agua
destilada contaminada artificialmente com Enro e um substrato artificial foi utilizado
para o crescimento da cultura. Essas condi¢des representaram o pior cenario, em que
ha disponibilidade total de Enro, uma biodisponibilidade maior do que normalmente
ocorre em campos plantados, onde os antimicrobianos iréo interagir com a matriz do
solo. Varios fatores, como a composicao quimica do solo, pH e irradiancia, afetarao a
disponibilidade de fluoroquinolonas em matrizes sélidas e aquosas (STURINI et al.,
2012). Como o Enro foi detectado em solos e em esterco em concentragbes de até
mg.kg™' (STURINI et al., 2012), é possivel que as plantas sejam expostas, por pelo
menos alguns periodos de tempo, a concentragdes biodisponiveis de Enro
semelhantes aos usados no presente estudo. Portanto, é cada vez mais necessario
considerar a qualidade da agua utilizada na irrigagao das culturas alimentares, pois o
acumulo de produtos farmacéuticos, sua inser¢ao nos niveis tréficos, combinada com
a transmissao vertical de resisténcia aos antimicrobianos, muito provavelmente terao

efeitos deletérios na saude humana e animal.
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3.6 CONCLUSOES

A producéao de graos de soja foi drasticamente reduzida quando submetida a
irrigagdo com agua contaminada por enrofloxacino (10 ug.L"). Considerando que a
economia brasileira € altamente dependente da produgéo agricola e que tem na soja
a lider do mercado de gréaos, 6leos e farelos, a presenca deste antimicrobiano na agua
utilizada para irrigagdo da leguminosa pode implicar, além de perdas em
produtividade, consideraveis impactos socioecondmicos. Além disso, o0 acumulo de
antimicrobianos (Enro e seu metabdlito Cipro) em folhas e graos dessa planta que é
consumida tanto por humanos, quanto por animais, pode contribuir com o
desenvolvimento e disseminagdo de organismos resistentes a antimicrobianos. A
resisténcia a antimicrobianos € um problema mundial de saude publica e regides
demonstrando elevadas taxas de resisténcia como a América Latina e sul da Asia tem
perspectivas de aumentos significativos no consumo de antimicrobianos veterinarios
(VAN BOECKEL et al., 2015). Porém, pouca atengcdo € dada ao fato de que os
residuos de antimicrobianos nos cultivos agricolas podem transmitir patégenos
resistentes a antimicrobianos aos seres humanos, visto que concentragdes subletais
de antimicrobianos podem induzir a resisténcia microbiana (AMERICAN SOCIETY
FOR MICROBIOLOGY, 2019). Reduzir o uso preventivo de antimicrobianos na
alimentagao animal e monitorar a qualidade da agua usada para irrigagcéo de culturas
sao estratégias recomendadas para evitar perdas econémicas, bem como a insergcao
de residuos farmacéuticos nas dietas de animais e humanos. No mais, € importante
informar e educar consumidores, médicos veterinarios e os produtores rurais sobre os
riscos associados a resisténcia a antimicrobianos, que pode resultar em problemas de
saude mundialmente. Finalmente, estudos a campo envolvendo o destino dos
antimicrobianos em diferentes matrizes ambientais, assim como seu potencial-efeito

a organismos nao-alvo sao necessarios.
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4 CAPITULO Il: ENROFLOXACINO NO CRESCIMENTO DE PLANTAS E
FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM SOJA INOCULADA COM
BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM

4.1 RESUMO

A presenga de antimicrobianos no solo pode afetar a eficiéncia da fixagao
bioldgica de nitrogénio, processo realizado por bactérias diazotroficas que, através da
simbiose, disponibilizam amdnio para plantas leguminosas. No meio agricola, a
Bradyrhizobium japonicum e a soja (Glycine max) estabelecem uma relagao de grande
sucesso, que dispensa o uso de adubos nitrogenados. A interferéncia sobre essa
interagcdo pode implicar em graves prejuizos econdmicos e ambientais. Nesse
sentido, o presente estudo objetivou investigar se o cultivo de soja em vasos contendo
solo contaminado com 0, 200, 600 e 1000 ug.kg"' de enrofloxacino pode ser
prejudicial ao crescimento, a nodulagao e ao metabolismo de nitrogénio das plantas.
Reducéo no numero de nodulos e na atividade da enzima nitrogenase foi visualizada
a partir de 200 pg.kg'. A quantidade de ureideos totais teve um decréscimo a partir
de 600 pg.kg™', enquanto a translocagao do nitrogénio das raizes para a parte aérea
foi fortemente inibida no tratamento de 1000 pg.kg"'. As enzimas GS, GOGAT e
NADH-GDH aumentaram sua atividade a partir de 200 ug.kg™', provavelmente para
suprir as necessidades de glutamato para a sintese de prolina, aminoacido
relacionado ao estresse oxidativo, que também aumentou neste tratamento. No
entanto, nao foram observados efeitos sobre altura, massa seca e produgao de graos.
Apesar de nao haverem perdas de rendimento, detectou-se a presenca do
enrofloxacino em tecidos vegetais destinados ao consumo humano e animal (folhas:
560,85 ng.g"' ; graos: 55,35 ng.g'). No solo, o farmaco foi detectado em
concentragdes de 17 a 34% menores do que as iniciais, mesmo apos 60 dias. Os
riscos ao ambiente e a saude humana associados a exposi¢ao a antimicrobianos em
concentracdes subterapéuticas sido discutidos.

Palavras-chave: Glycine max, simbiose, antimicrobianos, produtividade,
seguranca de alimentos

4.2 ABSTRACT

Soil contamination by antimicrobials can affect the efficiency of the biological
nitrogen fixation, a natural process mediated by diazotrophic bacteria that reduces
nitrogen derived from atmosphere into ammonium, making it available to leguminous
plants. In agriculture, Bradyrhizobium japonicum and soybean (Glycine max) establish
a highly successful relationship, which does not require the use of nitrogen fertilizers
throughout the whole plant cycle. Deleterious effects in this interaction can result in
serious economic and environmental risks. The present study investigated if
enrofloxin-contaminated soil (0, 200, 600 and 1000 ug.kg) affects soybean’s growth,
nodulation and nitrogen metabolism. The number of nodules and nitrogenase enzyme
activity were affected at 200 ug.kg™'. The total ureides content decreased at 600 ug.kg
', while the translocation of nitrogen from roots to shoots was strongly inhibited in the
1000 pg.kg™ treatment. The enzymes GS, GOGAT and NADH-GDH increased at 200
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ug.kg™, probably to supply glutamate for the proline synthesis, amino acid related to
oxidative stress, which also increased in this treatment. However, no effects on plants
height, dry weight and grain yield were observed. Although there were no yield losses,
enrofloxacin was detected in edible plant tissues (leaves: 560.85 ng.g™'; grains: 55.35
ng.g™"). In soil, enrofloxacin was detected in concentrations 17 to 34% lower than the
initial ones, even after 60 days. The risks to the environment and human health
associated with the presence of antimicrobials in subtherapeutic concentrations are
discussed.

Keywords: Glycine max, symbiosis, antimicrobials, grain yield, food safety
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4.3 INTRODUCAO

A fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN) é um processo natural realizado por
bactérias diazotroficas na rizosfera das plantas, que supre as necessidades de N tanto
para espécies vegetais nativas, quanto para cultivos agricolas (MARSCHNER, 2012).
Essas bactérias reduzem o nitrogénio de sua forma elementar (N2) a aménia (NH3)
através da agao da enzima nitrogenase (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015). A
simbiose € o principal meio de fornecimento do N2 fixado e ocorre principalmente
através da associacdo entre plantas da familia Fabaceae e rizobios (LINDSTROM;
MOUSAVI, 2020). Esta interagao resulta na formagao de estruturas especializadas
nas raizes das plantas, denominadas nodulos, onde ha formacao de aménio (NH4"),
que se redistribuira para os tecidos da planta, podendo ser assimilado na forma de
ureideos, aminoacidos e amidas (OHYAMA et al., 2017).

A relacao simbidtica existente entre a Bradyrhizobium japonicum e a soja
(Glycine max) € um caso de sucesso dentro do meio agronémico (HUNGRIA;
MENDES, 2015). Morfologicamente, a B. japonicum se caracteriza como uma espécie
aerobica, nado formadora de esporos, moével e Gram negativa (GACHANDE;
KHANSOLE, 2011). Essa bactéria ndo é nativa dos solos brasileiros, porém é
abundante nos campos de cultivo devido a utilizagdo dos inoculantes comerciais
desde a década de 1960 (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). A alta especificidade,
aliada a sua excepcional performance (DOBEREINER; FRANCO; GUZMAN, 1970)
transformou o processo produtivo da soja que, desde entdo, dispensa o uso de adubos
minerais nitrogenados (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001).

Diferentemente do processo industrial Haber-Bosch, que sintetiza NHz a partir
do N2 em condigbes de elevadas temperatura e pressao, a FBN ocorre a temperatura
ambiente e em pressao atmosférica (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015), sendo
assim uma alternativa economicamente viavel e ambientalmente segura. Num cenario
onde a inoculacao da soja fosse completamente substituida pelo uso de fertilizantes
inorganicos nitrogenados, se triplicaria o custo de insumo por hectare e a emissao de
gases de efeito estufa (referentes ao processo de sintese e ao uso dos adubos)
aumentaria em 52 vezes (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013). Apesar de sua
indubitavel vantagem tecnoldgica, a simbiose esta sujeita, no entanto, a diversos
fatores ambientais que podem prejudicar sua eficiéncia (HUNGRIA; VARGAS, 2000).

Dentre eles, a presenga de contaminantes como elementos trago, pesticidas e
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antimicrobianos se mostra desfavoravel a nodulagdo (SARTORIUS et al., 2009;
TALANO et al., 2013; TORTOSA et al., 2021).

Antimicrobianos sao substancias de origem natural ou sintética que
apresentam efeito bacteriostatico e/ou bactericida sobre microrganismos.
Descobertas nos anos 1930, essas moléculas revolucionaram ndo sé a medicina
humana, como também a producgéo de alimentos, ao serem introduzidas na atividade
pecuaria com a finalidade de prevenir e tratar doengas, além de agirem como
promotoras de crescimento (KIRCHHELLE, 2018). Dentre os grupos farmacolégicos
mais utilizados na produgao animal estao as fluoroquinolonas. Essas moléculas atuam
sobre as enzimas topoisomerase |l e IV, afetando os processos de replicagéo e
transcricdo do DNA das bactérias, tornando-as incapazes de sobreviver (GIGUERE;
DOWLING, 2013). O maior representante da classe no ambito veterinario é o
enrofloxacino, antibacteriano de amplo espectro de acéao, voltado para o tratamento
de infecgbes ocasionadas principalmente por bactérias Gram-negativas, podendo agir
também sobre algumas estirpes Gram-positivas e micoplasmas (TROUCHON;
LEFEBVRE, 2016). O enrofloxacino tem como principal metabdlito o ciprofloxacino,
antimicrobiano comum a medicina humana, de carater ainda mais potente (ROY et al.,
2019).

Apesar de seus beneficios, os antimicrobianos veterinarios sdo contaminantes
emergentes frequentemente detectados nos ecossistemas terrestres e aquaticos
(KUMMERER, 2011), sobretudo em fungdo de sua eliminagédo nas excretas dos
animais de produgao em proporgdes de 5 a 90% (SPIELMEYER, 2018). Sendo assim,
0 uso de dejetos animais para a fertilizagdo dos campos agricolas pode ser uma das
mais importantes vias de contaminagao das matrizes ambientais (ZHAO et al., 2020).

No solo, esses farmacos podem ser toxicos a microrganismos nao-alvo que
habitam naturalmente neste sistema, tendo como possiveis impactos: alteracées na
abundancia e atividade microbiana, com efeitos sobre a respiracdo do solo e sobre a
atividade de enzimas como as desidrogenases, fosfatases e ureases; perturbacdes
na estrutura das comunidades microbianas, gerando desequilibrio entre as
populagdes; e mudangas na diversidade genética das comunidades, aumentando,
especialmente, o potencial de transferéncia de genes de resisténcia (CYCON;
MROZIK; PIOTROWSKA-SEGET, 2019). Entretanto, estudos acerca dos impactos
dos antimicrobianos sobre os ciclos biogeoquimicos ainda sao escassos (ROOSE-
AMSALEG; LAVERMAN, 2015).
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No ciclo do nitrogénio, sdo relatados com maior frequéncia os efeitos dos
antimicrobianos sobre as etapas de nitrificacao/desnitrificacdo e também sobre a
oxidagdo anaerobica da aménia (anammox) (DEVRIES; ZHANG, 2016). Porém,
pouco se fala sobre os impactos no processo de fixagado bioldgica, essencial para a
manutengao dos altos niveis produtivos da soja, uma das culturas leguminosas mais
importantes a nivel mundial (CHANG; HAE-IN; HUNGRIA, 2015).

Nesse sentido, esse trabalho buscou investigar se a eficiéncia da simbiose
entre Bradyrhizobium japonicum e a soja (Glycine max) € prejudicada quando as
sementes inoculadas sao cultivadas em um solo contaminado por enrofloxacino.
Sabendo que a B. japonicum € uma bactéria Gram-negativa, a presenga de um
antimicrobiano voltado ao combate dessa classe de microrganismos pode apresentar
efeito bacteriostatico e/ou bactericida sobre a diazotrofica, afetando tanto aspectos de
nodulagdo, quanto de crescimento e desenvolvimento da soja, relacionado a uma

possivel redugéo no aporte de nitrogénio para a planta.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Condigdes experimentais

O ensaio foi conduzido em casa de vegetagdo da Universidade Federal do
Parana (UFPR), Setor de Ciéncias Agrarias, Curitiba, Parana, Brasil (25°24’38” S;
49°14’57” O; 920 m de altitude) entre fevereiro e abril de 2021. A temperatura no
interior da casa de vegetagao durante o periodo do experimento esteve entre 15 e 41
°C, com umidade relativa do ar média de 56%.

O substrato utilizado para o cultivo foi um solo livre de contaminagédo por
antimicrobianos, coletado da Fazenda Experimental Canguiri (UFPR). O solo da area
€ classificado como um Cambissolo Haplico Tb distréfico (SUGAMOSTO, 2002) e sua

analise quimica esta descrita na TABELA 5.

TABELA 5 — ANALISE QUIMICA DO SOLO

oH A3+ H*+Al3* Caz* Mg?* K* P C
caciz PHSMP
cmolc.dm-3 mg.dm-3 g.dm3
4,76 6,44 0,1 3,7 6,1 1,7 0,1 4,84 31,06

Fonte: A autora (2021)
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Apdss secagem ao ar, o solo foi destorroado e peneirado em uma malha de 2
mm para sua homogeneizagao, sendo posteriormente adicionado a vasos de 16 cm
de altura, com capacidade para 0,8 L, vedados ao fundo para evitar escoamento dos
tratamentos. Cada vaso recebeu 800 g de solo.

A partir de uma solugdo mae de 50 mg.ml-' de enrofloxacino (Sigma Aldrich,
Brasil), preparou-se as diluigdes de 160, 480 e 800 pg.L", dedicadas a contaminagéo
do solo. Foram aplicados 250 ml de solugdo por vaso, correspondendo entdo as
concentragdes de 200, 600 e 1000 ug.kg™', respectivamente, conforme a ocorréncia
desse farmaco em solo adubado com cama de aves (PARENTE et al., 2019). Foram
utilizados 10 vasos por tratamento (0, 200, 600 e 1000 pg.kg™") e estes foram dispostos
de maneira aleatdria numa bancada metalica. A semeadura foi realizada apos 24
horas do procedimento de contaminac&o, para que o antimicrobiano pudesse se

distribuir uniformemente por todo o volume do substrato.

4.4.2 Cultivo das plantas

Sementes de soja (Glycine max cultivar 95Y52) obtidas da empresa Pioneer
foram superficialmente desinfestadas numa solugao de hipoclorito de sodio 1,25% por
5 minutos. Em seguida, foram enxaguadas repetidamente em agua destilada e, entao,
inoculadas. O inoculante liquido utilizado foi o Total Nitro Metabolic HC (nome
comercial) fornecido pela empresa Biotrop, composto por 7 x 10° UFC.mL" de
Bradyrhizobium japonicum, estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080. A aplicagéo da
suspensao ocorreu conforme a indicagdo da bula fornecida pelo fabricante.
Posteriormente, foram semeadas 4 sementes por vaso a 5 cm de profundidade.

Apos vinte dias, efetuou-se o raleio, mantendo apenas duas plantas por vaso
até o final do experimento. Os vasos foram irrigados com 150 ml de agua deionizada
duas vezes por semana, a fim de manter o solo a 70% de sua capacidade de campo

durante todo o ensaio.

4.4.3 Analises fisioldgicas

As analises fisioldgicas foram realizadas no inicio do desenvolvimento das

vagens (estadio R3), momento em que ocorrem as maiores taxas de fixacdo de N2
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(ARACHCHIGE et al., 2020). Dez plantas de cada tratamento foram coletadas, e
avaliadas quanto a altura, didmetro do caule e massa fresca da parte aérea e das
raizes. O primeiro trifélio completamente expandido foi coletado e imediatamente
congelado em nitrogénio liquido, sendo mantido a -20 °C até as avaliagdes do estado
de ativacdo da Rubisco (SALES et al., 2018), atividades das enzimas glutamina
sintetase (GS) (OAKS et al., 1980), glutamato sintase (GOGAT) (RACHIM;
NICHOLAS, 1985) e glutamato desidrogenase dependente de NADH (NADH-GDH)
(GROAT; VANCE, 1981), concentracao de ureideos totais (LESCANO, 2020) e prolina
(BIJAY; DALE, 1998). As plantas foram avaliadas quanto ao numero, didmetro, massa
seca e viabilidade dos nédulos. Para a atividade da enzima nitrogenase, 10 mg (massa
fresca) de nédulos maiores que 2 mm destacados das raizes de 10 plantas foram
colocados em tubos de coleta de sangue (Vacutainer ®), sendo a atividade da enzima
baseada na técnica de reducdo do acetileno (MAGUE; BURRIS, 1972). Apds
determinacao da massa seca das raizes e parte aérea, a concentragao de nitrogénio
total foi avaliada seguindo o método colorimétrico proposto por Oliveira (1981).

Ao final do ciclo da cultura (estadio R8), foram colhidas as 10 plantas restantes
de cada tratamento, verificando a massa seca na parte aérea e nas raizes, bem como

a producao de graos, expressa em g MS por planta.

4.4.4 Quantificacdo de enrofloxacino

Foram avaliadas as concentragdes de enrofloxacino no solo rizosférico e nas
plantas (parte aérea, raizes e graos) utilizando cromatografia liquida de alta
performance (HPLC).

O solo rizosférico foi coletado em tubos Falcon no momento da semeadura, na
primeira coleta e ao final do experimento. A extragdo prosseguiu com a adigéo de 1
ml de tampao fosfato (pH 3,0 a 4,0) e 1 ml de cloroférmio a 1 g de solo seco. Apos
agitacao em vortex e circulagao por 10 minutos, o homogenato foi filtrado em seringas
de 10 ml com algodao. Entdo, 500 pl da fase inferior dessa solugao foram recolhidos
em tubos de ensaio e evaporados em capela. Aos pellets secos adicionou-se 1 ml de
agua acidificada (agua contendo 1% de acido acético), e o soluto foi sonicado por 2
minutos, seguido por centrifugacdo a 3000 x g por 5 minutos. A extracdo em fase
solida (SPE) ocorreu em cartuchos C18 de 6 ml (Spe-ed™) acoplados em Manifold a

vacuo (Supelco e Visiprep™), previamente acondicionados com 10 ml de solugéo de
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acido acético 1% em agua. A amostra foi entdo percolada, seguida por 10 ml da
mesma solucdo de acido acético 1% em agua. A partir dai, os tubos coletores foram
trocados por tubos com tampa, afim de recolher os analitos posteriormente eluidos
com 5 ml da seguinte fase: 60% de acido acético 1% em agua e 40% de acetonitrila
1% acido acético, sendo entdo levados para secagem em placa aquecedora.

Para as plantas, homogeneizou-se 0,1 g de material vegetal seco e triturado
em 1,5 ml de acetonitrila contendo 1% acido acético. O homogenato foi sonicado por
5 minutos, seguidos por agitagdo em vortex por 1 minuto. Apos isso, as amostras
foram centrifugadas a 3000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo coletado em
tubos Falcon de 15 ml, onde completou-se o volume com agua acidificada. A SPE foi
feita em cartuchos C18, acondicionados com 15 ml de solu¢ao de acido acético 1% e
acetonitrila 10% em agua, seguidos pela percolagao de 15 ml de amostra e 15 ml da
mesma solugao de acido acético 1% e acetonitrila (9:10 v/v) para limpeza. Para
eluicdo, utilizou-se 4 ml de acetonitrila P.A. e os analitos foram levados para secagem
em Modular Concentrator SpeedVac Thermo Scientific SPD121P.

A ressuspensao dos analitos (tanto do solo, quanto das plantas) foi realizada
em 1 ml de fase movel (trietilamina 0,4% pH 3.0, acetonitrila e metanol — 75:10:10
v/viv). As amostras foram entdo agitadas em vortex por 2 minutos e filtradas em filtro
de nylon 0,45 ym, sendo coletadas em vials de 2 ml.

Apos filtragéo, 10 ul foram injetados em HPLC (Waters 2695 HPLC) acoplado
a um detector de fluorescéncia (FD Waters multi fluorescence detector 2475). A
separagao cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Supelco Analytical C18
(250 mm x 4.6 mm x 5 ym).

As condicbes para realizacdo da cromatografia foram seguidas conforme
Garcia Ovando et al. (2004), com modificagdes. A temperatura da coluna foi mantida
a 35 °C £ 1 °C. Os comprimentos de onda utilizados no detector de fluorescéncia
foram de 278 nm para excitacdo e 453 nm para emissdo. Foram usados como
solventes na fase moével a taxa de 1 ml.min': trietilamina 0.4% (v/v), pH 3, como fase
movel A; metanol como fase movel B; e acetonitrila como fase movel C.

Para as curvas de calibracdo foi utilizada solugao padrao de enrofloxacino
(United States Pharmacopeia, Rockville, MD, USA) de pureza e validade
comprovadas. Curvas contendo seis pontos apresentaram boa linearidade (R? = 0,99;
P<0,0001) no intervalo esperado para as concentragdes das amostras. Cada ciclo de

amostras foi acompanhado de trés brancos, trés padroes e trés amostras fortificadas.
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O limite de detecgdo (LOD) foi de 0,2 ng.L-! enquanto o limite de quantificagédo (LOQ)
foi de 0,6 ng.L-" (GARCIA OVANDO et al., 2004).

As taxas de recuperacado foram determinadas por curvas de matrizagdo a
partir de amostras de solo e planta do tratamento controle (sem contaminagao). A
estas foram adicionadas concentragdes conhecidas de enrofloxacino e se efetuaram
0os mesmos procedimentos de extracdo e quantificagdo. Os valores de taxa de

recuperacao obtidos estiveram acima de 85% para o antimicrobiano testado.

4 4.5 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através do software JMP 13.0 (SAS
Institute Inc.). Os dados foram testados quanto a normalidade de Shapiro-Wilk e
homoscedasticidade de Bartlett e, entdo, submetidos a analise de variancia (ANOVA).
Quando diferengas significativas foram detectadas pela ANOVA, as médias foram

comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Crescimento das plantas

Dentre as variaveis de crescimento avaliadas (altura, didametro do caule,
massa fresca e massa seca), a contaminagao do solo com enrofloxacino somente
afetou a producido de massa fresca da parte aérea, que foi menor no tratamento de
600 ug.kg™"' em relagdo ao controle (F= 6,9416; p<0,001) (FIGURA 7). Ao contrario,
em Triticum aestivum, Cyphomandra betacea e Brassica campestres, 0 comprimento
da parte aérea e das raizes foi diminuido pela presenca de enrofloxacino no solo
quando em concentragdo de 5 mg.kg-! (JIN; CHEN; SUN, 2009). Essa inibigdo deve
ser decorrente do efeito das maiores concentragbes investigadas por Jin e
colaboradores. E importante ressaltar, entretanto, que concentracdes acima de 1 mg
enrofloxacino kg' ndo sdo comumente detectadas em solos (KOVALAKOVA et al.,
2020; KUPPUSAMY et al., 2018; LUKASZEVICZ et al., 2016).

Riaz et al. (2017), avaliando o efeito do enrofloxacino sobre trigo (7. aestivum),
verificou uma redugdo na massa fresca das raizes e da parte aérea das plantas

submetidas a 5 e 100 mg.L"' do antimicrobiano, respectivamente. A diminuigdo do
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crescimento esteve associada a uma elevagdo nos biomarcadores de estresse
oxidativo, como o malondialdeido (MDA), sinalizando danos estruturais as membranas
(RIAZ et al., 2017). Similarmente, Timmerer et al. (2020) observaram que a biomassa
vegetal (fresca e seca) de mostarda branca (Sinapis alba) foi significativamente
afetada pelo tratamento de 7 mg.kg™' de enrofloxacino. No presente estudo,
entretanto, ndo se observou o efeito do antimicrobiano na producdo de massa seca
da soja (p>0,05; FIGURA 7E). A diminuicao de massa fresca observada no tratamento
de 600 pg enrofloxacino kg-! esta relacionada, entdo, somente ao teor de agua da
planta, que pode ser alterado pelo efeito do enrofloxacino sobre o processo
transpiratorio. Efeitos negativos de fluoroquinolonas como o ciprofloxacino na
eficiéncia do uso da agua foi observado em plantas de milho (GOMES et al., 2020a).
Além disso, o antimicrobiano também causou inibigdo da sintese de carotenoides em
0,5 mg.L' (OPRIS et al., 2013). Tais pigmentos sdo precursores da sintese de acido
abscisico, horménio envolvido no fechamento dos estématos (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2015).
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FIGURA 7 — CRESCIMENTO DAS PLANTAS DE SOJA CULTIVADAS EM SOLO
CONTAMINADO COM ENROFLOXACINO (0, 200, 600 e 1000 ug.kg™')
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Fonte: A autora (2021)

LEGENDA: Barras representam a média + o desvio padrdo de 10 repeticdes. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.
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Antimicrobianos sao conhecidos por afetar a fotossintese devido ao seu efeito
deletério na sintese de pigmentos fotossintetizantes (NUNES et al., 2019; OPRIS et
al., 2013) e na atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase oxigenase (Rubisco),
enzima-chave na fase bioquimica da fotossintese (GOMES et al., 2020a). Segundo
Gomes et al. (2020), em plantas de milho (Zea mays), o ciprofloxacino (0,8 ug.L™")
diminui a eficiéncia carboxilativa da Rubisco, podendo também reduzir o conteudo e
a atividade dessa enzima, em funcdo do efeito supressor do pelo acumulo de
carboidratos nas folhas induzido pelo antimicrobiano. Nesse estudo, entretanto, o
enrofloxacino nao afetou o estado de ativacao da Rubisco em plantas de soja (p>0,05;
FIGURA 8).

FIGURA 8 — ESTADO DE ATIVACAO DA RUBISCO EM PLANTAS DE SOJA CULTIVADAS EM
SOLO CONTAMINADO COM ENROFLOXACINO (0, 200, 600 e 1000 pg.kg-')
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Fonte: A autora (2021)

LEGENDA: Barras representam a média + o desvio padrao de 10 repeti¢des.

A ativacao da Rubisco € uma etapa primordial a disponibilizacdo da enzima
para o ciclo catalitico. Logo, assumindo atividade carboxilase, redugdes nesse
processo implicariam num menor aporte de esqueletos de carbono para a planta,
refletindo negativamente no crescimento e desenvolvimento vegetal (BUCHANAN,
2017). No caso de grandes culturas, deve-se considerar ainda o reflexo sobre a
producao de graos (GOMES et al.,, 2020a). Entretanto, como visto, 0 processo

fotossintético nao foi afetado em plantas de soja, justificando a auséncia de efeito na
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producdo de massa seca de plantas cultivadas em solo contaminado por

enrofloxacino.

4.5.2 Nodulagao e metabolismo de nitrogénio

Os noédulos sao a resposta morfolégica da planta a infeccao das raizes pelos
rizobios, constituindo o ambiente ideal para a fixagao bioldgica, uma vez que garantem
as condi¢gbes microaerdbias exigidas para o pleno funcionamento da nitrogenase e
para a sintese de ATP por parte das bactérias (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2015).

A campo, é comum que se avalie o éxito da inoculagao através de variaveis
como o numero, tamanho e viabilidade dos nédulos (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2001), sendo que esta ultima esta associada a atividade da leg-hemoglobina, proteina
que permite o suprimento de oxigénio (O2) para os bacteroides, de forma a n&o inativar
a nitrogenase (MARSCHNER, 2012).

A FIGURA 9 mostra que que houve uma diferenga significativa tanto no
nuamero (F=9,6740; p<0,001), quanto na massa seca dos nodulos (F=7,0826;
p<0,001), quando as plantas foram expostas ao enrofloxacino. A viabilidade dos
nddulos (avaliada pela coloragao résea indicativa da atividade da leg-hemoglobina),
em contrapartida, ndo foi significativamente afetada (p>0,05; dados ndo mostrados).
Em média, 96% dos ndédulos estavam ativos. A coloragao rosea do interior dos ndédulos

pode ser visualizada na FIGURA 10.

FIGURA 9 — NUMERO E MASSA SECA DOS NODULOS DESTACADOS DAS PLANTAS DE SOJA
CULTIVADAS EM SOLO CONTAMINADO COM ENROFLOXACINO (0, 200, 600 e 1000 pg.kg™")
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Fonte: A autora (2021)

LEGENDA: Barras representam a média + o desvio padrdo de 10 repeticdes. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.



69

FIGURA 10 — DIFERENCA DE COLORACAO ENTRE UM NODULO ATIVO (A) E
UM INATIVO (B)

.\

Fonte: A autora (2021)

A presenca de enrofloxacino em concentragdes acima de 200 pg.kg™' reduziu
a quantidade de nddulos nas raizes das plantas de soja. O mesmo foi visto para
Rhizobium etli e feijao (Phaseolus vulgaris) cultivados em solo contendo 300 mg.kg™’
de sulfadimetoxina, provavelmente relacionados a inibicdo do processo de invasao
dos tecidos pela bactéria (SARTORIUS et al., 2009). De acordo com Revellin et al.
(2018), a aplicacao a longo prazo de antimicrobianos como tilosina, clorotetraciclina e
sulfametazina no solo é capaz de modificar as populagbes de Bradyrhizobium que
ocupam os ndédulos de soja, possivelmente ao interferir nas interagdes da planta com
a bactéria, impedindo o estabelecimento da relagdo microssimbidtica.

Doébereiner, Franco e Guzman (1970) correlacionaram positivamente a
eficiéncia da fixacado (quantidade de N fixado por unidade de tecido nodular) com a
massa dos nodulos, especialmente para estirpes de B. japonicum que, neste trabalho,
foram beneficiadas pela presenca de enrofloxacino a 200 e 600 ug.kg™'. Sartorius et
al. (2009) nao verificaram efeitos da sulfadimetoxina até 300 mg.L"' sobre o
crescimento dos nédulos de Rhizobium etli cultivado em meio de cultura completo, ao
passo que Ostermann et al. (2019), verificaram um aumento na massa fresca de
nodulos de Sinorhizobium melioti em plantas de Medicago sativa submetidas a uma
mistura de sulfametazina e oxitetraciclina (200 mg.kg-'). Os autores sugerem que o
efeito positivo esteja ligado a sinalizagdo quimica provocada pelas subdoses de
antimicrobianos, implicando em um aumento na fixacdo bioldgica de nitrogénio
(OSTERMANN et al., 2019). A presenca de antimicrobianos em concentragdes abaixo

da concentragdo inibitoria minima (CIM) pode privilegiar as interagbes nas
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comunidades bacterianas, podendo modular inclusive a comunicacdo dos
microrganismos com as plantas (ARSENEAULT; FILION, 2017).

No interior dos nddulos esta localizada a unidade central de fixagcao de
nitrogénio: o complexo enzimatico nitrogenase (LINDSTROM; MOUSAVI, 2020). Essa
metaloenzima, que contém ferro e molibdénio, disponibiliza nitrogénio para a planta a
partir da reducdo do N2 a NHs. A presencga de enrofloxacino a partir de 200 pg.kg™
afetou negativamente a atividade da nitrogenase (F=22,3982; p<0,001) (FIGURA 11).

FIGURA 11 - ATIVIDADE DA ENZIMA NITROGENASE DOS NODULOS DESTACADOS DE
PLANTAS DE SOJA CULTIVADAS EM SOLO CONTAMINADO COM ENROFLOXACINO (0, 200,
600 e 1000 pg.kg™")
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Fonte: A autora (2021)

LEGENDA: Barras representam a média + o desvio padrao de 10 repeticdes. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

Sun et al. (2016) verificaram redugédo na atividade da nitrogenase de uma
comunidade bacteriana fixadora de nitrogénio submetida a oxitetraciclina (10 mg.kg"
). Os autores atribuiram essa reducdo ao fato da nitrogenase ser uma enzima
intracelular e que este compartimento pode ser faciimente acessado pelo
antimicrobiano. Uma inibicdo desse complexo enzimatico também foi detectada em
Azolla-Anabaena submetida a ciprofloxacino (0,75 mg.L') (GOMES et al., 2017c).
Gomes e colaboradores (2017b) dissertam que as redugdes na atividade da
nitrogenase podem ser funcdo de perturbacbes do antimicrobiano sobre o
metabolismo energético das plantas, ja que o processo de fixagdo € exigente em
NADPH e NADH.
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Uma menor atividade da nitrogenase pode reduzir a disponibilidade de NH4
para a sintese de glutamina e glutamato, mediada pelas enzimas glutamina sintetase
(GS) e glutamato sintase (GOGAT). Consequentemente, produtos da assimilagao
desses aminoacidos, que seriam transportados pelo xilema até a parte aérea da
planta, também deixam de ser produzidos. Na FIGURA 12 é possivel observar que a
concentracgdo de ureideos totais foi afetada pelo enrofloxacino a partir de 600 ug.kg™’
(F= 21,2136; p<0,001).

FIGURA 12 — CONCENTRACAO DE UREIDEOS TOTAIS EM FOLHAS DE SOJA CULTIVADA EM
SOLO CONTAMINADO POR ENROFLOXACINO (0, 200, 600 e 1000 pg.kg-')
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Fonte: A autora (2021)

LEGENDA: Barras representam a média + o desvio padrdo de 10 repeticdes. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

Os ureideos totais (alantoina e alantoato) séo as principais formas organicas
de N transportado em algumas leguminosas tropicais - como a soja (LESCANO,
2020), sendo que cada molécula contém 4 atomos de N (OHYAMA et al., 2017).
Portanto, alteragdes nas concentragdes de ureideos podem significar um baixo
suprimento de N para a parte aérea da soja. Entretanto, o resultado da analise das
concentracdes de nitrogénio, mostrados na FIGURA 13, ndo confirmam essa
hipétese. Apesar de apresentarem menor atividade da nitrogenase e menor
concentracdo de ureideos nas folhas, a concentragdao de N na parte aérea nao
diferenciou entre as plantas tratadas com concentracées de enrofloxacino = 600
mg.kg™! e controle, sendo inclusive maior nas plantas do tratamento com 200 mg.kg™'.

Isso indica que a nutricao nitrogenada das plantas n&o esta restrita a associagao
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simbidtica e que as raizes continuam a obter nitrogénio do solo. De fato, mesmo
quando noduladas, as raizes das plantas continuam a importar nitrato, aménio e
outros compostos nitrogenados do solo (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015). A
auséncia de efeitos do antimicrobiano no crescimento radicular (uma vez que a massa
seca das raizes nao foi afetada), indica que as plantas continuaram a explorar e obter

nitrogénio do solo, garantindo seu suprimento para a parte aérea.

FIGURA 13 — CONCENTRACAO DE NITROGENIO TOTAL EM RAIZES (A) E PARTE AEREA (B) DE
PLANTAS DE SOJA CULTIVADAS EM SOLO CONTAMINADO POR ENROFLOXACINO (0, 200, 600
e 1000 ug.kg™)
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Fonte: A autora (2021)

LEGENDA Barras representam a média * o desvio padrao de 5 repeticoes. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

Os teores de N da parte aérea do tratamento de 200 ug.kg™' foram mais altos
quando comparados com o tratamento de 1000 ug.kg-!, enquanto os teores de N
radicular exibiram um comportamento inverso: mais altos na concentracdo de 1000
ug.kg’' quando comparados com a de 200 ug.kg™'. Isso pode indicar que ha uma
menor translocagéo de N das raizes para a parte aérea em 1000 ug.kg™'. O indice de
translocacao (razao entre o N da parte aérea e o N radicular) foi de 0,62 para 1000
ug.kg' e de 1,82 para 200 pg.kg™!, um nimero quase trés vezes mais alto. Um menor
transporte de nitrogénio via xilema pode ser uma estratégia da planta para evitar

danos causados pelo antimicrobiano as raizes. Antimicrobianos da classe das
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fluoroquinolonas podem induzir o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
nos compartimentos celulares, levando a planta ao estresse oxidativo (GOMES et al.,
2017a; NUNES et al., 2019; RIAZ et al., 2017). No entanto, os vegetais possuem um
mecanismo de defesa, denominado sistema antioxidante, que desempenha um papel
fundamental na limpeza das EROs. Os principais integrantes do sistema antioxidante
sdo enzimas e aminoacidos, que irdo agir de forma a inibir ou minimizar os possiveis
danos causados pelas EROs (NETWORKS; AHMAD, 2014). Portanto, a quantidade
mais elevada de enrofloxacino disponibilizada as raizes de plantas cultivadas em solo
contaminado com 1000 ug enrofloxacino kg' pode demandar uma maior sintese
desses compostos nitrogenados no sistema radicular. Ressalta-se também que todas
as enzimas do metabolismo de N analisadas neste estudo exibiram maior atividade
nas folhas de plantas submetidas a enrofloxacino, sendo que a GS foi maior em 1000
ug.kg?' (F= 46,2171; p<0,001), enquanto GOGAT (F=17,1709; p<0,001) e GDH
(F=22,9947; p<0,001) foram maiores em 600 e 1000 ug.kg™'. A prolina, aminoacido
relacionado ao estresse, também demonstrou um aumento relevante nas folhas a
partir de 200 pg.kg™' (F= 21,8650; p<0,001) (FIGURA 14).



FIGURA 14 — ATIVIDADE DAS ENZIMAS GS (A), GOGAT(B), NADH-GDH (C) E TEOR DE
PROLINA (D) EM FOLHAS DAS PLANTAS DE SOJA CULTIVADAS EM SOLO CONTAMINADO
POR ENROFLOXACINO (0, 200, 600 e 1000 ug.kg")
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LEGENDA: Barras representam a média + o desvio padrao de 10 repeticdes. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

Aumento nos niveis de prolina esta relacionado a prote¢éo oxidativa (GOMES

et al., 2017b). A sintese deste composto é estimulada por condigbes que induzem
aumento da concentracao intracelular de EROS (SOSHINKOVA et al., 2012). Embora

possa ser sintetizada da ornitina, em condi¢des de estresse, a prolina € principalmente

produzida via glutamato (HARE; CRESS, 1997). Considerando que uma maior sintese

de prolina implica em uma maior necessidade por glutamato (seu precursor), justifica-

se 0 aumento nos niveis de glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT),

que agem em conjunto incorporando o NH4 a glutamina, que depois € convertida a
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glutamato. Além disso, embora a glutamato desidrogenase (GDH) desempenhe um
papel catabdlico para desaminagao de glutamato, em condigdes de elevada demanda
de prolina, a atividade da GDH ¢ induzida, funcionando no anabolismo de glutamato
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015), similarmente ao observado nas plantas
tratadas com enrofloxacino.

Neste trabalho, o estresse provocado pelas concentragdes de enrofloxacino
entre 200 ug.kg' e 1000 ug.kg™" parece ter sido contido pelo sistema antioxidante ao
ponto de nao causar danos estruturais as plantas, de acordo com os dados de
crescimento da FIGURA 7. No entanto, é importante considerar que esse estudo
considera a presenga de uma unica molécula no ambiente, 0 que n&o ocorre em
condigdes reais. Sabe-se que o ecossistema rural recebe uma alta carga de
contaminantes, seja na forma de elementos traco, pesticidas ou medicamentos, que
juntos podem apresentar um comportamento sinérgico, desfavorecendo a produgao
vegetal (GOMES et al., 2019).

4.5.3 Producao de graos e massa seca ao final do ciclo
A producgao de graos (FIGURA 15) e a massa seca da soja ao final do ciclo

de cultivo (FIGURA 16) nado foram significativamente afetadas pela presencga do

antimicrobiano (p>0,05).

FIGURA 15 - PRODUCAO DE GRAOS DAS PLANTAS DE SOJA CULTIVADAS EM SOLO
CONTAMINADO POR ENROFLOXACINO (0, 200, 600 e 1000 ug.kg-")
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Fonte: A autora (2021)
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LEGENDA: Barras representam a média * o desvio padrao de 5 repeticdes.

Marques et al. (2021) relataram uma queda de 47% na producdo de soja
submetida a irrigagdo com agua contaminada por enrofloxacino (10 pg.L™"). No
entanto, seu experimento se deu em substrato de areia e vermiculita, o qual
proporciona total disponibilidade do antimicrobiano (MARQUES et al., 2021). Em
contrapartida, no presente estudo, a soja foi cultivada em um solo rico em matéria
orgéanica (5,35%)% e com uma CTC efetiva* de 8 cmolc.dm= (TABELA 5). Logo, é
possivel que mecanismos de complexagdo ou adsorgdo tenham retido parte do
xenobionte na fase sodlida, evitando que a planta fosse exposta a niveis de
antimicrobianos criticos ao seu desenvolvimento. Essa hipotese é validada pelos
dados de Leal et al. (2013), que encontraram coeficientes de sorgao (Kd) maiores que
4947.,4 L.kg™" para enrofloxacino em 13 solos brasileiros, e de Teixido et al. (2014),
que comprovaram a duplicacdo da sor¢ao dessa molécula em solos que receberam

5% de acidos humicos.

FIGURA 16 - MASSA SECA DA PARTE AEREA (A) E RAIZ (B) AO FINAL DO CICLO DAS PLANTAS
DE SOJA CULTIVADAS EM SOLO CONTAMINADO POR ENROFLOXACINO (0, 200, 600 E 1000

ug.kg’)
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Fonte: A autora (2021)

LEGENDA: Barras representam a média * o desvio padrao de 10 repeticoes.

Esse também pode ser o motivo para nao terem sido detectadas diferengas

na massa seca das plantas ao final do ciclo. Mukhtar et al. (2020), demonstrou que a

3 Estimativa baseada nos teores médios de carbono da matéria organica do solo
4 Soma dos cations que podem ser trocados nos complexos de carga do solo (Ca?*, Mg?*, K* e Al%*)
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adicao de diferentes fontes de matéria organica (casca de arroz, esterco e cama de
aves) reduzem os efeitos fitotoxicos de fluoroquinolonas como o ciprofloxacino,
levofloxacino e orfloxacino (10 mg.kg™') sobre a massa seca tanto de raizes, quanto
da parte aérea em plantas de arroz (Oryza sativa) (MUKHTAR et al., 2020).

Ressalta-se também a importancia do efeito mitigatério conferido pela relagéo
microssimbidtica visualizada em plantas expostas a outros xenobiontes, como
pesticidas e metais (NEMAT et al., 2020; SHAHID; KHAN, 2019). Nemat et al. (2020)
dissertam que a inoculagdo com B. japonicum aumentou a atividade de enzimas
antioxidantes, fendlicos e flavonoides que aliviaram o estresse por cromo hexavalente
em Capsicum anuum. De acordo com Shahid e Khan (2019), estirpes de B. japonicum
com capacidade para degradar fungicidas podem ser utilizadas inclusive na
remediagdo de solos contaminados por essa classe de agrotoxicos. Neste estudo, a
presenca do simbionte pode ter protegido as plantas de soja dos danos a produgao, o
que nao ocorreu no estudo de Marques et al. (2021), onde as plantas nao foram
inoculadas.

Apesar dos caracteres produtivos ndo terem sido alterados, a composi¢ao
nutricional dos graos pode ter sido afetada. Mukhtar et al. (2020) observou um
decréscimo significativo no teor de proteina de grédos de arroz submetidos a
ciprofloxacino (10 mg.kg™). A soja, principal fonte de proteina vegetal na alimentagéo
humana e animal, deve apresentar padrédes minimos de proteina bruta. O ndo
atendimento desses requisitos pode impedir a comercializagdo, além de representar
perdas em qualidade e em valor nutritivo (HIRAKURI et al., 2018). No entanto esses

atributos nao foram avaliados neste trabalho.

4.5.4 Quantificagao de quimicos

4541 Solo

As concentragdes de enrofloxacino no solo variaram conforme o tempo, sendo
que no periodo inicial (logo apods a aplicagao) detectou-se a maior concentragao e no
periodo final (60 dias depois) a menor, para todos os tratamentos (F=60,2571;
p<0,001) (TABELA 6; FIGURA 17).
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TABELA 6 - TESTE F DA ANOVA DE DUAS VIAS PARA TRATAMENTOS (200, 600 E 1000 pg.kg)
E TEMPO DE APLICAGAO (0, 45 E 60 DIAS)

Fonte de variacao G.L. Teste F
Tratamento 2 562,3714***
Tempo 1 60,2571***
Tratamento x Tempo 2 0,0857

G.L. — graus de liberdade; *** significativo a 0,01%
Fonte: A autora (2021)

A molécula de enrofloxacino foi persistente no solo analisado, sendo que a
concentracdo detectada ao final de 60 dias foi equivalente a, no minimo, 2/3 da

concentracao aplicada inicialmente (FIGURA 17).

FIGURA 17 - VARIACAO TEMPORAL DAS CONCENTRAGOES DE ENROFLOXACINO NA
RIZOSFERA DE PLANTAS DE SOJA
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Fonte: A autora

LEGENDA: Os pontos correspondem a média * o desvio padrao de 5 repeticdes.

Jechalke et al. (2014) mostraram que a persisténcia de fluoroquinolonas no
solo pode variar de meses a anos, e que o tempo favorece seu acumulo nesse
ambiente. De fato, Parente et al. (2019) verificaram uma elevagédo na concentragao

de enrofloxacino e ciprofloxacino em solos fertilizados com cama de aves apés um
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intervalo de oito meses. Albero et al. (2018), avaliando a persisténcia de
antimicrobianos a um solo com e sem adubagdo organica, verificaram que
aproximadamente 70% dos residuos de fluoroquinolonas permaneciam na matriz
sélida mesmo apdés 90 dias de incubagao. O comportamento das fluoroquinolonas no
ambiente esta mais associado a sorgédo do que a degradacéo bidtica ou abiotica (RIAZ
et al., 2018).

A fotodegradacdo € o principal mecanismo abidtico de degradacédo de
fluoroquinolonas (LIN et al., 2010). Segundo Sturini et al. (2012), a exposi¢ao a luz
solar pode promover a degradacgao de até 80% do enrofloxacino em amostras de solo.
Entretanto, a fotdlise se restringira as camadas mais superficiais do solo, visto que a
presenca de luz é limitada em profundidades maiores que 5 mm (OZAKI et al., 2021).
Além disso, a fotodegradacdo elimina apenas as cadeias laterais e ndo o anel
fluoroquinolona do enrofloxacino, ao qual se associam os efeitos biolégicos da
molécula (STURINI et al., 2012). Logo, o0s riscos aos organismos nao-alvo
permanecem. No que diz respeito a biodegradagéo, essa ocorre fundamentalmente
por fungos lignoliticos presentes no solo, que possuem um grande arsenal enzimatico
capaz de biotransformar poluentes por oxidagcao/redugado e conjugagao (RUSCH et
al., 2019). A propria planta também é capaz de degradar antimicrobianos, através da
atividade do citocromo P450 (GOMES et al., 2019).

Parte do enrofloxacino aplicado também foi perdido do solo através da
absorcao radicular, visto que o antimicrobiano foi detectado em todos os 6rgaos da
planta (FIGURA 18 e 19).

4542 Plantas

Ainda que o experimento demonstre o potencial de sor¢ao do enrofloxacino a
matriz sélida, a presenga de concentragées de até 560,85 ng.g-! nas folhas, 358 ng.g-
' nas raizes e 55,35 ng.g' nos graos indicam que o farmaco esteve disponivel na
solucdo do solo, sendo passivel de absorgao, translocacdo e acumulo nos tecidos
vegetais (FIGURA 17 e 18).

A presenca de concentragdes de fluorquinolonas em raizes, folhas e graos de
diferentes espécies agricolas ja foi descrita por diversos autores (CHUNG et al., 2017;
EGGEN et al., 2011; KIPPER et al., 2010; LILLENBERG et al., 2010; MIGLIORE;
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COZZOLINO; FIORI, 2003). Porém, os estudos envolvendo grandes culturas como a
soja ainda s&o escassos.

No estadio R3, as raizes acumularam mais enrofloxacino do que as folhas
em todos os tratamentos (F=112,50; p<0,001), sendo que o tratamento de 1000 pg.kg"
" acumulou mais que o de 200 e que o de 600 ug.kg™" (F=175,50; p<0,001) (FIGURA
18).

FIGURA 18 — CONCENTRAGAO DE ENROFLOXACINO NAS RAIZES E FOLHAS DE SOJA
CULTIVADA EM SOLO CONTAMINADO POR ENROFLOXACINO (200, 600 e 1000 pg.kg')
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Fonte: A autora (2021)

LEGENDA: Barras representam a média + o desvio padrao de 10 repeti¢cdes. Letras minusculas
representam diferencas significativas entre os tratamentos (200, 600 e 1000 ug.kg' enrofloxacino) no
mesmo 6rgao, enquanto letras maiusculas representam diferencas significativas entre diferentes
orgaos (raizes e folhas) dentro do mesmo tratamento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

A revisao realizada por Rocha et al. (2021) revelou que as raizes sao o
principal sitio de acumulo de antimicrobianos, assim como os resultados encontrados
para enrofloxacino por Migliore, Cozzolino e Fiori (2003) em feijao, Gomes et al. (2020)
em milho e Marques et al. (2021) em soja. A absorgdo de antimicrobianos é
influenciada pela transpiracdo, sendo que o aumento das taxas transpiratorias
proporcionam um maior acumulo de xenobiontes na parte aérea dos vegetais
(DODGEN et al., 2015). Sabendo que a transpiragao das plantas corresponde a perda

de agua na forma de vapor (TAIZ et al., 2017), é possivel que a menor massa fresca
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e a maior concentragdo de enrofloxacino encontradas no tratamento de 600 ug.kg™’
estejam positivamente correlacionadas.

Ao final do ciclo da cultura (estadio R8), comparou-se o acumulo em folhas e
graos. Visualizou-se um maior acumulo nas folhas do que os graos para os trés
tratamentos (F=106,58; p<0,001), e as concentragdes nas folhas e nos graos foram
maiores em 1000 pg.kg™' do que em 200 pg.kg™, que nao diferiram de 600 ug.kg™’
(F=27,78; p<0,001) (FIGURA 20).

FIGURA 19 — CONCENTRACAO DE ENROFLOXACINO NAS FOLHAS E GRAOS DE SOJA
CULTIVADA EM SOLO CONTAMINADO POR ENROFLOXACINO (200, 600 e 1000 pg.kg™)
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LEGENDA: Barras representam a média * o desvio padrao de 10 repetigbes. . Letras minusculas
representam diferencgas significativas entre os tratamentos (200, 600 e 1000 pg.kg' enrofloxacino) no
mesmo 6érgao, enquanto letras maiusculas representam diferencas significativas entre diferentes
6rgaos (raizes e folhas) dentro do mesmo tratamento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

A deteccido de concentragbes de enrofloxacino acima de 27,57 ng.g”' em
tecidos vegetais comestiveis serve de alerta para a inser¢do dessa molécula na
cadeia alimentar. Entidades de saude de todo o mundo ja reconhecem os riscos
associados a presenca de residuos de antimicrobianos em produtos de origem animal,
que podem desencadear desde alergias, a infecgdes gastrointestinais e intoxicagdes
agudas ou cronicas (POZNIAK et al., 2020). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu em legislagdo um Limite Maximo de
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Residuo (LMR) e Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de enrofloxacino em tecidos
musculares de diferentes espécies®, sendo que o LMR foi definido em 100 ug.kg' e o
IDA em 0,6 pg.kg™' (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019). Isso
significa que uma pessoa de 60 kg poderia ingerir até 36 ug de enrofloxacino por dia,
sem efeitos adversos a saude. Considerando o pior cenario desse estudo, seria
necessario que este individuo hipotético se alimentasse de 650,4 g de graos de soja
por dia para atingir o IDA. No entanto, € importante considerar que o antimicrobiano
pode ser oriundo de outras fontes alimenticias como carnes, leite, ovos, olericolas,
graos e até mesmo da agua potavel (CHANDER et al., 2016; LILLENBERG et al.,
2010; TADIC et al., 2021; TEGLIA et al., 2021; VERMA et al., 2020), aumentando a
somatéria diaria. Além disso, a exposi¢cdo continua a subdoses de antimicrobianos
gera pressao de selegdo em bactérias causadoras de doengas, que passarao a ser
insensiveis aos tratamentos convencionais, caracterizando a resisténcia (FLETCHER,
2015). Esse fendbmeno esta associado a gastos de 1,5 bilhdes de euros e responsavel
por 25 mil mortes anuais, apenas na Unido Europeia (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2015). Por isso, é fundamental o desenvolvimento de medidas regulatérias
que limitem a presenga de antimicrobianos nos fertilizantes organicos, na agua
destinada a irrigacéo ou abastecimento e também nos alimentos de origem vegetal.
Deve-se frisar a essencialidade das boas praticas na produgédo animal, com o controle
do uso desses medicamentos e manejo dos residuos destinados a adubagao. Outro
ponto é a necessidade de mais estudos abordando a dindmica desses compostos no
ambiente, bem como sua interagdo com o sistema solo-planta e organismos nao-alvo
(KUPPUSAMY et al., 2018).

5 Bovinos, equinos, suinos, caprinos, ovinos, aves e peixes.
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4.6 CONCLUSOES

A presenga de enrofloxacino no solo utilizado para cultivo de soja afetou a
nodulagdo, reduzindo o numero de nddulos por planta, a atividade da enzima
nitrogenase e o teor de ureideos totais nas folhas. O metabolismo de nitrogénio
também foi alterado, com restricdo na translocacado do nitrogénio das raizes para a
parte aérea. Também houve um aumento da atividade das enzimas GS, GOGAT e
NADH-GDH, possivelmente em resposta ao aumento da prolina, proveniente da
assimilagdo do glutamato. A elevacdo nos niveis de prolina indica um possivel
estresse oxidativo gerado pelo antimicrobiano, embora os danos possam ter sidos
contidos, ja que nem altura, nem massa seca € nem produgao de graos das plantas
de soja foram prejudicadas.

Apesar de nao terem sido constatadas perdas produtivas, detectou-se a
presenca de até 55,3 ng.g’' de enrofloxacino nos grdaos de soja, comumente
destinados ao consumo humano e animal. No solo, o antimicrobiano também foi
encontrado, se mostrando persistente por mais de 60 dias, com niveis de degradagao
inferiores a 34%.

Esse trabalho traz a tona a importancia e a necessidade de se desenvolverem
mais estudos envolvendo a interferéncia dos antimicrobianos sobre organismos nao-
alvo, que executam fungdes ecologicas essenciais aos biossistemas. A fixagao
biolégica de nitrogénio deve receber atengcdo especial, pois é um processo
ambientalmente seguro e economicamente viavel para o fornecimento de um dos
nutrientes mais exigidos nos campos de producao do Brasil.

Por fim, esse estudo serve também como um alerta, tanto para o acumulo
desses quimicos nas matrizes ambientais quanto para sua insercéo na cadeia trofica,
que pode acarretar, dentre outros problemas, na selecdo de bactérias resistentes e

no desenvolvimento de resisténcia bacteriana.
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5 CONCLUSAO GERAL

Plantas de soja expostas ao enrofloxacino tanto via agua de irrigagéo, quanto
via solo, tiveram importantes processos fisiolégicos alterados pelo xenobionte. No
entanto, a producdo de gréaos so6 foi afetada quando as plantas foram expostas via
agua de irrigacdo. Apesar de ambos estudos terem demonstrado uma baixa
degradacgado do antimicrobiano (até 34%), os processos de sor¢do e complexagao
proporcionados pela CTC e pela matéria organica do solo foram, possivelmente, o
motivo pelo qual as plantas cultivadas nessa matriz n&o tiveram perdas de rendimento.
A concentracao de enrofloxacino nas raizes das plantas expostas via agua de
irrigacéo foi, no minimo, 50 vezes maior do que via solo. Logo, é possivel que a
indisponibilizacdo do antimicrobiano tenha proporcionado uma menor absorcao
radicular e, consequentemente, amenizado os efeitos deletérios a fotossintese
supostamente advindos do estresse oxidativo. Quando no solo, o antimicrobiano afeta
o metabolismo de nitrogénio nas plantas, inclusive quanto a capacidade de fixagdo de
N proveniente da simbiose com Bradyrhizobium japonicum. Entretanto, embora a
atividade da nitrogenase, o teor de ureideos e a translocagdo do nitrogénio da raiz
para a parte aérea tenham sido menores no tratamento de 1000 pg.kg™', o crescimento
e desenvolvimento vegetal ndo foram afetados, tendo suas necessidades supridas,
provavelmente, por outras formas de N disponiveis no solo.

Em seu relatério “Global Assessment of Soil Pollution — Summary for policy
makers”, publicado em 2021, a Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentacao e
Agricultura (FAO) reconhece a poluicao do solo como uma ameacga a qualidade dos
alimentos, da agua e do ar, além de apontar a vulnerabilidade do ambiente e da saude
humana quando envolvidos nessa problematica. Segundo a FAO (2021), a poluigao
do solo é invisivel aos olhos, mas proporciona graves consequéncias aos Servigos
ecossistémicos. Portanto, a adocdo de técnicas de manejo e conservagao, que
assegurem a integridade dos recursos naturais, sao indispensaveis na garantia da
diversidade e complexidade das comunidades microbianas, protegendo os principais
responsaveis pela fertilidade do solo, pelo sequestro de carbono, pela manutencao
dos ciclos biogeoquimicos e pela degradacdo de contaminantes como os
antimicrobianos (FIERER, 2017; RUSCH et al., 2019). A preservagao da estrutura dos

agregados e da matéria organica do solo também atua na imobilizagdo das moléculas,
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mantendo-as sorvidas e/ou complexadas, impedindo sua bioacumulagao nos niveis
troficos (YAN; HU; JING, 2012).

A exposicao de plantas de soja a enrofloxacino, independente da via de
contaminacgao e da matriz sélida utilizada, proporcionou o acumulo do antimicrobiano
em partes comestiveis da planta, com concentragdes de até 78,15 ng.g™' nos graos.
Portanto, riscos associados a exposi¢cao continua a subdoses dessa fluoroquinolona
devem ser considerados, especialmente no que diz respeito a inducéo de resisténcia
bacteriana e transferéncia de genes de resisténcia (FLETCHER, 2015).

Considerando a relevancia do tema, sugere-se que mais pesquisas sejam
feitas explorando o comportamento dos antimicrobianos veterinarios no ambiente e
seus efeitos a organismos nao-alvo como as bactérias fixadoras de nitrogénio e as
plantas de interesse agricola, especialmente a soja. Além disso, € importante que os
orgdos ambientais competentes ajam no desenvolvimento de politicas publicas
voltadas ao controle da qualidade da agua destinada a irrigacéo, adicionando os
farmacos veterinarios na lista de compostos a serem quantificados quanto a seu Valor
Maximo Permitido, j& existente para pesticidas, por exemplo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011). A regulamentacdo de limites de antimicrobianos nos adubos
organicos, que sao os principais veiculos de disseminagdo desses quimicos no
ambiente, também €& necessaria.

Finalmente, esse trabalho corrobora com os pareceres das agéncias
internacionais sobre a necessidade do uso racional de antimicrobianos, incentivando
as boas praticas na producao animal, bem como a utilizacado de técnicas alternativas,
quando houverem. E imprescindivel haver também o investimento em tecnologias de
descontaminacdo das matrizes ambientais, que sejam eficientes e acessiveis,

remediando os efeitos dos antimicrobianos nos ecossistemas.
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