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“Um dos aspectos mais alarmantes da poluigdo
quimica da agua é o fato de que aqui - nos rios, nos lagos,
nos reservatorios ou, quanto a isto, tambem no copo de
agua que se serve a mesa do almogo ou do jantar - se
encontram misturadas varias substancias quimicas que
nenhum cientista de responsabilidade pensaria em
combinar em seu laboratorio”.

Rachel Carson (Primavera Silenciosa, 1962)



RESUMO

O presente estudo teve como objetivos avaliar os efeitos ecotoxicologicos das acbes
individual e combinada dos farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica, por meio
do ensaio de inibicdo do crescimento da macréfita aquatica Lemna minor e comparar esses
efeitos com os preditos por meio dos modelos de adi¢do de concentracdo e acdo independente.
Buscou-se também calcular critérios de qualidade da agua para a protecdo da vida aquética
para esses dois farmacos. Os testes de sensibilidade foram realizados empregando-se o cloreto
de sdédio como substancia de referéncia. Os testes ecotoxicoldgicos foram conduzidos de
acordo com Protocolo da OECD, com a modificacdo do uso de fotoperiodo ao invés de luz
continua para simular condicbes ambientais mais realisticas. As bases de dados Ecotox
Database e da National Centers for Coastal Ocean Science foram consultadas,
respectivamente, para a obtencéo de dados ecotoxicoldgicos para a derivacdo dos critérios de
qualidade da agua e para a obtencdo de dados previstos por meio de relagcdes quantitativas
estrutura-atividade (RQEA). Com relacdo aos testes de sensibilidade, todos os resultados
estiveram dentro da faixa de aceitabilidade ao nivel de confianga de 95%, com um valor
médio de concentracdo efetiva mediana (CEsy) de 4042,6 mg.L™. Os testes com o farmaco
cloridrato de propranolol para os pardmetros nimero de frondes, area foliar total e peso fresco
resultaram nos valores médios de CEs, respectivos de 101,4 mg.L™; 76,2 mg.L™* e 84,0 mg.L"
! enquanto que nos testes com a losartana potassica esses valores foram, respectivamente, de
63,9 mg.L™"; 61,3 mg.L ™" e de 76,9 mg.L™. Os valores de CENO e de CEO obtidos nos testes
com o cloridrato de propranolol foram de 1,56 mg.L™ e 3,1 mg.L™, respectivamente, enquanto
que nos testes com a losartana potassica, esses valores foram de 0,78 mg.L™ e de 1,56 mg.L™.
O teste de acdo combinada com os farmacos mostrou que ambos os modelos preditivos
superestimaram, em todos 0s niveis de concentracdo testados, os efeitos de toxicidade da
mistura nos testes com a L. minor. Portanto, observaram-se intera¢fes antagonisticas na acao
combinada desses dois farmacos em relacdo aos efeitos preditos pelos modelos de referéncia.
Com relagéo aos critérios de qualidade da 4gua, calcularam-se os valores de 0,9 e 0,18 pg.L™
de cloridrato de propranolol para a protecdo das espécies pelagicas de agua doce e salina,
respectivamente, enquanto que para a losartana potassica, os valores preliminares calculados
para a protecdo das espécies de dgua doce e marinhas foram, respectivamente, de 0,055 e de
0,0055 pg.L™. Os resultados obtidos permitiram observar que a losartana potassica mostrou-
se mais toxica para L. minor do que o cloridrato de propranolol. Além disso, a macrofita
mostrou-se mais sensivel aos efeitos de toxicidade da losartana potassica do que outras
espécies relatadas na literatura. O teste de mistura mostrou que a capacidade dos dois modelos
avaliados em predizer a toxicidade de misturas € limitada. As concentracdes do cloridrato de
propranolol em ambientes aquaticos ndo ultrapassam os critérios de qualidade da dgua. Testes
cronicos adicionais com a losartana sdo necessarios para a derivacdo de critérios definitivos.

Palavras-chave: Lemna minor. Farmacos anti-hipertensivos. Fitotoxicidade de farmacos.
Toxicidade de mistura. Critérios de qualidade da agua



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the single and joint ecotoxicological effects of the drugs
propranolol hydrochloride and losartan potassium, using the Lemna minor growth inhibition
test and to compare the observed effects with those predicted by the models of concentration
addition and independent action. In addition, water quality criteria were derivated for the
protection of aquatic life against the possible adverse effects caused by these antihypertensive
drugs. The sensitivity tests were carried out employing sodium chloride as a reference
substance. Ecotoxicological tests were carried out according to OECD protocol, with the
modification of using photoperiod instead of continuous lighting, in order to provide
conditions closer to the environmental ones. The Ecotox Database and the database of the
National Centers for Coastal Ocean Science were consulted for derivation of the water quality
criteria and for the data predicted by quantitative structure-activity relationships (QSARS),
respectively. With regard to the sensitivity tests, all results were within the range of
acceptability at a 95% confidence level, with a mean value of median effective concentration
(ECso) of 4042.6 mg.L™". The tests with propranolol hydrochloride for the parameters frond
number, total frond area and fresh weight resulted in mean ECs, values of 101.4 mg.L'l; 76.2
mg.L™" and 84.0 mg.L™, respectively, whereas in the tests with losartan potassium, those ECso
values were 63.9 mg.L?, 61.3 mg.L™* and 76.9 mg.L™, respectively. The NOEC and LOEC
values obtained in the tests with propranolol hydrochloride were 1.56 mg.L™ and 3.1 mg.L™,
respectively, whereas in the tests with losartan potassium, these values were 0.78 mg.L™ and
1.56 mg.L™, respectively. Both the reference predictive models overestimated the mixture
toxicity of the pharmaceuticals at all the effect concentration levels evaluated in the L. minor
test. Therefore, the mixture of propranolol hydrochloride and losartan potassium showed an
antagonistic interaction in the L. minor test in comparison to the predicted effects. Regarding
to the water quality criteria, the values of 0.9 and 0.18 pg.L™ of propranolol hydrochloride
were calculated for the protection of pelagic organisms living in freshwater and marine
ecosystems, respectively, whereas for losartan potassium, the calculated preliminary criteria
for protection of pelagic organisms living in freshwater and saltwater ecosystems were 0.055
and 0.0055 ug.L™, respectively. The results showed that losartan potassium proved to be more
toxic to L. minor than propranolol hydrochloride. Furthermore, this macrophyte seemed to be
more sensitive to losartan toxicity than other organisms reported in the literature. The mixture
test showed that the capability of the two reference models in accurately predicting the
mixture toxicity is limited. The concentrations reported of propranolol hydrochloride in
aquatic environment are not usually higher than the water quality criteria values. More data on
chronic test to losartan are necessary in order to derive definitive criteria.

Keywords : Lemna minor. Antihypertensive pharmaceuticals. Phytotoxicity of
pharmaceuticals. Mixture toxicity. Water quality criteria
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1 INTRODUCAO

O rapido aperfeicoamento da instrumentacdo analitica automatizada no final do século
XX fez com que um grande nimero de substancias, previamente nao detectaveis, emergissem
como contaminantes ambientais (TAYLOR; SENAC, 2014). Dentre essas classes dos
chamados “contaminantes emergentes”, encontram-se 0S farmacos, 0s quais Sao
extensivamente usados na medicina humana, como consequéncia do aumento crescente da
populacdo mundial e, consequentemente, de pessoas que necessitam de algum tipo de
tratamento farmacologico.

O Brasil estd entre os maiores consumidores de medicamentos do mundo, conforme
dados da Associacdo Brasileira de Redes de Farmacias e Drogarias (Abrafarma), que apontam
0 pais como o sétimo maior mercado mundial, podendo alcancar a quinta posicdo em 2015
(PEREIRA, 2012). Em 2011, o setor de medicamentos no Brasil movimentou R$ 43,9 bilhdes
em vendas e a previsdo é a de que, em 2017, esse faturamento seja duplicado (PEREIRA,
2012). Dentre os medicamentos de maior consumo no Brasil, destacam-se os anti-
hipertensivos. De acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias de Medicamentos
Genéricos (PROGENERICOS, 2013a), o consumo de medicamentos genéricos destinados ao
controle da hipertensdo arterial cresceu 190% entre janeiro de 2010 e abril de 2013, tendo
subido de 41,1 milhdes para 119 milhdes de unidades consumidas nesse periodo, o que faz
desse 0 maior crescimento isolado ja registrado em uma categoria de medicamentos na
histéria do Programa Brasileiro de Genéricos (FRIAS, 2013). Ainda de acordo com a
ProGenéricos (2013b), o medicamento genérico mais vendido em maio de 2013 foi o anti-
hipertensivo losartana potassica, responsavel por 5,6% das vendas totais de medicamentos
dessa categoria no Brasil. Dentre os medicamentos para hipertensdo arterial distribuidos
gratuitamente pelo Programa Farmécia Popular e de maior consumo no pais encontram-se a
losartana potassica e o cloridrato de propranolol. A losartana potéssica corresponde, sozinha,
por 5,6% das vendas de medicamentos genéricos no Brasil e o cloridrato de propranolol a
1,1% (PORTAL FATOR BRASIL, 2013).

Tal consumo elevado de medicamentos gera uma preocupacdo quanto as consequéncias
da entrada dos residuos de farmacos no ambiente, uma vez que esses compostos sdo
intrinsicamente bioativos e, portanto, capazes de causar efeitos potenciais em sistemas vivos
(GINEBREDA et al., 2010), além de muito deles terem sido projetados para terem alguma
persisténcia no organismo (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006).
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As duas principais rotas de entrada dos residuos farmacolégicos no ambiente sdo por
meio da excregdo de pacientes e do descarte inapropriado de medicamentos ndo utilizados ou
com prazo de validade expirado nas redes de esgotos (BOUND; KITSOU; VOULVOULIS,
2006). Apesar disso, no que se refere a essa segunda fonte de contaminacdo ambiental, as
Resolucdes n° 306, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-ANVISA (BRASIL, 2004) e
a n° 358 do Conselho Nacional do Meio Ambiente-CONAMA (BRASIL, 2005), as quais
dispdem sobre o gerenciamento dos residuos dos servigos de saude, ndo abordam o descarte
de residuos de medicamentos domiciliares (CARVALHO et al, 2009). Muito embora a
Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 44 da ANVISA (BRASIL, 2009) permita as
farmécias e drogarias participarem de programas de coleta de medicamentos a serem
descartados pela comunidade, de acordo com Leal (2012, p.7), “sdo poucos os
estabelecimentos que assumem a responsabilidade sobre o descarte correto, dificultando o
gerenciamento dos residuos”.

Tais lacunas de regulamentagdo contribuem para dificultar os processos de tratamento
adequados de residuos de farmacos de origem doméstica. Sabe-se que 0s processos de
tratamento de esgotos atuais nem sempre conseguem promover a completa remocao desse
tipo de residuo (TERNES, 1998), o que acarreta na presenca dos mesmos em ambientes
aquaticos. O cloridrato de propranolol tem sido frequentemente detectado em amostras
ambientais de diversos paises, tanto em &guas superficiais (TERNES, 1998; HILTON;
THOMAS, 2003; BENDZ et al., 2005; ROBERTS; THOMAS, 2006; GINEBREDA et al.,
2010), quanto em efluentes hospitalares (GOMEZ et al., 2006) e em efluentes de estacdes de
tratamento de esgotos (ETE) (TERNES, 1998; HUGGETT et al., 2003; BENDEZ et al., 2005;
ROBERTS; THOMAS, 2006). A losartana potassica, ainda pesquisada em menor extensao em
amostras ambientais, foi detectada recentemente em aguas superficiais e profundas da area de
influéncia do emissario submarino de Santos-SP (GUIMARAES et al., 2012).

Além disso, os efluentes de industrias de producdo de farmacos também exercem
contribuicdes relevantes para a contaminacdo de corpos d'agua (LARSSON; PEDRO;
PAXEUS, 2007; FICK et al., 2009). Nao obstante, a Resolugcdo n°® 430 do CONAMA
(BRASIL, 2011), que dispde sobre as condicdes e padroes de lancamento de efluentes,
estabelece que o efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos toxicos
aos organismos aquaticos no corpo receptor. Dessa forma, surge a necessidade de se
investigarem as consequéncias ecotoxicoldgicas do langamento de farmacos, principalmente
no ambiente aquatico. Contudo, 0s contaminantes ambientais, dentre eles os farmacos, nao

estdo geralmente presentes nos ambientes aquéaticos de forma isolada, mas sim como misturas
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(CLEUVERS, 2004). Portanto, a avaliacdo dos impactos ambientais de misturas de farmacos
precisa ser considerada. Com essa finalidade, o uso de modelos que possam acuradamente
predizer a toxicidade de misturas a partir de dados de compostos em acao individual torna-se
muito util, uma vez que € inviavel testar cada possivel combinacdo de misturas (MARTIN et
al., 2009). Dois dos modelos de referéncia mais utilizados para tal predicdo séo: (1) a adi¢éo
de concentracéo, desenvolvida por Loewe e Muischnek, em 1926 (MARTIN et al., 2009), a
qual pressupfe que os componentes da mistura agem por meio de um mesmo mecanismo de
acao ou causam uma resposta toxicologica em comum, e (2) a acdo independente,
desenvolvida por Bliss, em 1939, que parte do pressuposto de que os componentes de uma
mistura resultam em uma resposta toxicoldgica comum, mas por meio de interagdes com
alvos moleculares diversos entre si (FAUST et al., 2003).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade, para a
macrdfita L. minor, das acdes individuais e combinada de dois farmacos anti-hipertensivos, de
distintos mecanismos de acdo farmacolodgica, de elevado consumo no Brasil e presentes em
amostras ambientais, e comparar 0s efeitos da mistura com os efeitos previstos pelos dois
modelos de referéncia supracitados, a fim de testar a adequabilidade dos mesmos na predicao
de riscos dos efeitos de misturas de farmacos para organismos-teste. Para tal, o elevado
consumo no Brasil, conjugado com a presenca relatada em amostras ambientais de corpos
d“agua, foram os primeiros critérios de escolha dos farmacos losartana potéssica e cloridrato
de propranolol para os testes realizados no presente trabalho. O segundo critério de escolha
considerou o estudo realizado por Besse e Garric (2008), que classificaram os farmacos de
acordo com a relevancia ambiental, pela qual entende-se a presenca dos mesmos no meio
ambiente e seu potencial para causar efeitos ecotoxicoldgicos. Nesse estudo, os autores
enquadraram os farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica nas classes 11 A e IB,
respectivamente, as quais reinem compostos potencialmente perigosos para 0 ambiente
aquatico e que, portanto, necessitam da implementacdo de estudos ecotoxicoldgicos. Por fim,
o0 fato de possuirem diferentes mecanismos de acdo farmacologicos e de estruturas quimicas
diversas entre si permite uma comparacdo dos efeitos em agdo combinada desses farmacos
com os preditos tanto pelo modelo de adi¢do de concentragdo, quanto pelo modelo de acdo
independente, no caso de essas diferencas de alvos ou de mecanismos moleculares
mantiverem-se em um organismo nao-alvo. Ressalta-se que esses dois farmacos geralmente
ndo sdo prescritos em conjunto para o tratamento da hipertensdo arterial, mas a escolha da

realizacdo de testes em acgdo combinada com os mesmos deve-se a provavel presenca de
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ambos em corpos d"agua, como resultado do langamento de efluentes contaminados com
residuos desses farmacos.

A macrdfita aquatica Lemna minor mostra-se adequada para os propdsitos do presente
trabalho, uma vez que, além de ser recomendada como organismo-teste em protocolos
padronizados como os da Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD, 2006), o sistema de teste com essa espécie de macréfita apresenta baixa variabilidade
de resultados, o que o torna indicado para a avaliacdo de possiveis interacfes quimicas e/ou
fisioldgicas de compostos quimicos (CEDERGREEN et al., 2007a).

Em adicdo, buscou-se calcular os critérios de qualidade da &gua para a prote¢do da vida
aquatica para os farmacos losartana potassica e cloridrato de propranolol, de acordo com
Umbuzeiro et al. (2011), a fim de estabelecer uma proposta de valores de referéncia que
possam vir a ser usados no estabelecimento de padrdes legais ou de regulamentacfes com
vistas a proteger a biota aquatica dos efeitos adversos dos residuos desses contaminantes, ou
mesmo em metas de qualidade da agua de corpos d"agua especificos.

Diante do exposto, a importancia do presente trabalho justifica-se por visar avaliar a
relevancia ecotoxicolégica de farmacos de amplo uso humano, em acdo individual e
combinada, e comparar o0s efeitos observados com os preditos por modelos de referéncia, de
forma a buscar contribuir com os ainda escassos dados de toxicidade de mistura de farmacos

para 0 ambiente aquatico.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos das acBes individuais e combinada dos farmacos
cloridrato de propranolol e losartana potassica, no ensaio de inibicdo do crescimento da
macrofita aquatica Lemna minor, e comparar esses efeitos com os preditos pelos modelos de

adicéo de concentracéo e de acdo independente.
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1.1.2 Objetivos especificos

v

Construir curvas concentracao-resposta de toxicidade crénica dos farmacos cloridrato
de propranol e losartana potassica para a espécie L. minor;

Avaliar os efeitos de inibigdo do crescimento de L. minor pelos farmacos cloridrato de
propranolol e losartana potéssica, apos exposic¢oes individuais, por meio das variaveis
numero de frondes, area foliar total e peso fresco;

Avaliar possiveis alteracbes macroscopicas no desenvolvimento fisico das plantas
expostas a diferentes concentragdes desses farmacos e de suas misturas;

Avaliar possiveis interacfes toxicoldgicas entre os dois farmacos pesquisados nos
ensaios com a L. minor;

Calcular critérios de qualidade da agua para a protecdo da vida aquatica contra os

possiveis efeitos adversos causados pelos farmacos avaliados neste trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Rotas de entrada e destino de farmacos em ambientes aquaticos

A ocorréncia de residuos de farmacos é ampla em ambientes aquéticos (LI, 2014). Tais
contaminantes emergentes podem entrar no ambiente aquatico por diferentes rotas. De acordo
com Gil e Mathias (2005), a contaminacdo ambiental por esses compostos pode se dar através
da excrecdo urinaria ou fecal, do descarte de medicamentos com prazo de validade expirado
em lixo domeéstico, do uso de antibioticos para a promocao de crescimento de animais na zona
rural, da adicdo de horménios em racbes de animais e do uso de antiparasitarios em criagdes
animais. Além dessas rotas, cabe ressaltar a contaminacdo ambiental por meio de efluentes
industriais gerados na producdo de farmacos (LARSSON; PEDRO; PAXEUS, 2007). Na
Figura 1, estdo mostradas as possiveis fontes e rotas de ocorréncia de residuos de farmacos no
ambiente aquético.
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Figura 1 - Esquema das possiveis fontes e rotas de ocorréncia de residuos farmacologicos
no ambiente aquético

Produtos Produtos
medicinais para medicinais para uso
uso humano veterinario
Efluentes Esgoto Medicamentos Excrecio
hospitalares doméstico inutilizados
Aguas residuarias dRes!dtu_o Fertilizante
municipais omestico
.......................... > Irrigacéo
de plantagdes
Estacdes de tratamento
......... >
de esgoto Lodo
\ Local de
..................... disposic&o de residuos M
Aguas e Solo
superficiais l
Aguas /

/ \ .............. subterraneas
Aquiculturas | N e \

.
.

Fabricas de producéao
de farmacos Aguas de
consumo

Fonte: Adaptado de Heberer (2002).

De acordo com Flaherty e Dodson (2005), a rota de entrada via efluente de esgoto
domeéstico é talvez o caminho mais consistente que os residuos farmacoldgicos seguem para
adentrar o ambiente aquatico, devido a elevada prescricdo médica de medicamentos e devido
ao fato de que, uma vez ingeridos, os farmacos podem ser excretados de uma forma
biologicamente ativa, quer seja na forma da substancia original ou na forma de um metabdlito

ativo.
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Além disso, a introdugdo de compostos farmacoldgicos em sistemas de esgotos pode se
dar também via descarte doméstico de medicamentos ndo mais utilizados, sendo alguns desses
até mesmo com prazo de validade expirado. Em pesquisa realizada com 141 pessoas
integrantes da comunidade académica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
Ueda et al. (2009) mostraram que 88,6% dos entrevistados afirmaram descartar seus residuos
farmacoldgicos no lixo doméstico, enquanto que outros 9,2% os descartam diretamente por
meio do esgoto.

O uso de estercos como fertilizantes pode ser um caminho da entrada de residuos de
farmacos de origem veterinaria em aguas de subsolo, de acordo com Bila e Dezotti (2003).
Ainda de acordo com essas autoras, as aguas subterraneas podem também ser contaminadas
pelo uso do lodo digestivo de estacdes de tratamento de esgotos na agricultura. O biossélido é
um produto que transforma o lodo resultante do processo de tratamento de esgotos em adubo.
No Brasil, o biossélido é desenvolvido na estagdo de tratamento de esgotos de Franca-SP e
pode ser utilizado no plantio de café, banana e reflorestamento (SABESP, 2014). Por serem
uma valiosa fonte de nutrientes, o uso de biossolidos como fertilizantes é muito difundido em
muitas areas agricolas proximas a populagdes urbanas. Porém, os produtos de uso pessoal e
farmacoldgicos que persistem ao processo de tratamento de esgoto e que se separam
juntamente com a matéria organica serdo carreados no lodo e, por fim, nos biossélidos. Em
ultima instancia, esses contaminantes poderiam ser transportados do solo em que o0s
biossolidos foram aplicados e virem a contaminar as aguas adjacentes e subterraneas
(SABOURIN et al., 2009).

A contaminacdo do solo, de &guas subterraneas e superficiais pode, ainda, se dar devido
ao uso de antibidticos e de outros farmacos de uso veterinario na produgdo do gado, na
producdo avicola, na criacdo de porcos e na aquicultura de peixes (BILA; DEZOTTI, 2003;
HEBERER, 2002). Rabglle e Spliid (2000) afirmam que antibidticos de uso veterinario
usados na producdo suina como promotores de crescimento podem alcancar o solo por meio
da lama dos porcos ou através de residuos de alimentos. Ainda de acordo com esses autores,
os antibidticos, na forma original ou na forma de seus metabolitos, podem alcangar o meio
ambiente por meio de escoamento superficial ou por lixiviacdo atraves do perfil do solo.

No que se refere a contaminacdo ambiental oriunda de industrias de producdo de
farmacos, pesquisas recentes tém evidenciado que os efluentes advindos dessas fabricas
podem conter elevadas concentracGes de compostos farmacoldgicos. Larsson, Pedro e Paxeus
(2007), ao analisarem amostras de efluentes de uma estacdo de tratamento em Patancheru, na

india, a qual recebe aproximadamente 1500 m® de efluente por dia de, aproximadamente, 90
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inddstrias de producédo de farmacos, concluiram que as amostras continham altos niveis desses
compostos, alguns deles em concentracdes acima de 100 pg.L™. Fick et al. (2009), em um
estudo complementar, ao investigarem as aguas superficiais, subterraneas e de consumo na
regido de descarga dos efluentes dessa mesma estacdo de tratamento, detectaram que as
mesmas estavam contaminadas com residuos de farmacos. Por exemplo, em amostras de um
rio, a 30 Km a jusante dessa estacdo, foram detectados residuos de farmacos em
concentracdes de até 97 pg.L™’. Residuos de farmacos foram também detectados em
concentracdes de até 2,5 pg.L™* em pogos proximos a um rio onde os efluentes dessa estacéo
sdo langados, sendo que tais pocos sdo usados como fontes de agua de consumo. Tais achados
mostram que a producdo de fA&rmacos contamina severamente dguas de consumo e superficiais

na regido investigada (FICK et al., 2009).

2.2 A ocorréncia de fArmacos em amostras ambientais

Até a década de 90 do século passado, quaisquer esforcos combinados no intuito de
detectar a presenca de residuos de farmacos no meio ambiente encontrariam limitacGes
relacionadas a insuficiéncia de instrumentos analiticos com eficiéncia elevada o suficiente
para separar esse tipo de composto quimico de outras substancias, bem como com limites de
deteccdo baixos o suficiente, na ordem de nanogramas por litro ou partes por milh&o
(DAUGHTON; TERNES, 1999). Atualmente, porém, com o rapido desenvolvimento de
intrumentos analiticos altamente sensiveis e automatizados, um grande nimero de substancias
tém sido detectado em ambientes aquéaticos, dentre as quais se encontram os residuos
farmacoldgicos. Consequentemente, atualmente muitas publicacBes relatam a ocorréncia de
farmacos, de diversas classes terapéuticas, em concentracdes que variam entre nanogramas
por litro a microgramas por litro, em aguas superficiais e subterrdneas (CARDOSO;
PORCHER; SANCHEZ, 2014; HEBERER, 2002).

Na Tabela 1, estdo descritos exemplos de ocorréncias de farmacos, de distintas classes

farmacoldgicas, em diversas amostras ambientais, conforme relatados na literatura.
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Tabela 1 - Exemplos de ocorréncias de fArmacos em amostras ambientais, descritos na

literatura.
Concentracéo
Classes/Farmacos | CASn° Amostra Pais relatada Referéncia
(ug.L™)
Antimicrobianos
Efluente de
Ciprofloxacina | £330 | ETE india | 28000-31000 | -8rsson. Pedro e
. . Paxeus (2007)
industrial
Pocos fontes i
. ) , . Fick et al.
Ciprofloxacina 85721331 | d€aguas de India 0,044-1,1 (2009)
consumo
Efluente de . Larsson, Pedro e
Enrofloxacina 93106606 _ ETE_ India 780-900 Paxeus (2007)
industrial
Pocos fontes ) Fick et al
Enrofloxacina 93106606 | d€ aguas de India 0,023-0,067 (2009)
consumo
Efluente de p Larsson, Pedro e
Enoxacina 74011588 ETE India 150-300 ’
. . Paxeus (2007)
industrial
Pocos fontes ) Fick et al
Enoxacina 74011588 | de aguas de India 0,080-0,8 '
(2009)
consumo
Aguas do :
Eritromicina 114078 rio Espanha 0,01-0,07 Ginebreda et al.
(2010)
Llobregat
) . Efluente Gbémez et al.
Eritromicina 114078 hospitalar Espanha 0,01-0,03 (2006)
) . Efluente de Reino Hilton e Thomas
Eritromicina 114078 ETE Unido 0,13-0,18 (2003)
Aguas
superficiais
) . a montante e Reino Hilton e Thomas
Eritromicina L4078 1 jusante da | Unido 0,057-1,00 (2003)
descarga de
ETE
Efluente .
Eritromicina 114078 bruto de Rel_no 0,071-0,141 Roberts e
ETE Unido Thomas (2006)
) .. Efluente Reino Roberts e
Eritromicina 114078 | finalde ETE | Unido | %2#9290 | rhomas (2006)
. . Agua rio Reino Roberts e
Eritromicina 114078 Tyne Unido <0,004-0,070 Thomas (2006)
Efluente de p Larsson, Pedro e
Lomefloxacina 98079528 _ ETE_ India 150-300 Paxeus (2007)
industrial
(continua)
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Efluente de ) Larsson, Pedro e
Norfloxacina | 70458967 ETE india 390-420 Paxeus (2007)
industrial
Pocos fontes ) Fick et al
Norfloxacina 70458967 de aguas de India 0,021-0,031 (2009) '
CoNsumo
Efluente de : Larsson, Pedro e
Ofloxacina 82419361 _ ETE_ India 150-160 Paxeus (2007)
industrial
Aguas do :
: . Ginebreda et al.
Ofloxacina 82419361 rio Espanha 0,19-8,77 (2010)
Llobregat
Pocos fontes ) Fick et al
Ofloxacina 82419361 | d€aguas de India 0,026-0,48 (2009) '
consumo
Aguas do .
. Ginebreda et al.
Sulfametoxazol 7934662 rio Espanha | 0,03-11,92 (2010)
Llobregat
Efluente de Reino Hilton e Thomas
Sulfametoxazol 234662 ETE Unido <0,05 (2003)
Aguas
superficiais
amontantee | Reino Hilton e Thomas
Sulfametoxazol | 7534660 | ajusanteda | Unido <0,05 (2003)
descarga de
ETE
Afluente de - Bendz et al.
Sulfametoxazol 934662 ETE Suécia 0,02 (2005)
Efluente de - Bendz et al.
Sulfametoxazol 7934662 ETE Suécia 0,07 (2005)
Agua do rio . Bendz et al.
Sulfametoxazol 7934662 Hoje Suécia 0,01 (2005)
Aguas Estados . Fram e Belitz
Sulfametoxazol 7234662 | subterraneas | Unidos Ate 0,17 (2011)
. . Efluente de Reino Hilton e Thomas
Trimetoprima 738705 ETE Unido 0,083-0,27 (2003)
Aguas
superficiais
. . a montante e Reino Hilton e Thomas
Trimetoprima 738705 a jusante da Unido <0,010-0,039 (2003)
descarga de
ETE
Aguas do .
Trimetoprima 738705 ro Espanha 0,02-0,47 Glne(bzrgiig)et al.
Llobregat
: . Efluente Gbomez et al.
Trimetoprima 738705 hospitalar Espanha 0,01-0,03 (2006)
. . Afluente - Bendz et al.
Trimetoprima 738705 hospitalar Suécia 0,08 (2005)

(continua)
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Trimetoprima 738705 Efluente Suécia 0,04 Bendz et al.
hospitalar (2005)

. . Agua do rio . Bendz et al.
Trimetoprima 738705 Hoje Suécia <0,001-0,02 (2005)

. . Efluente Reino Roberts e
Trimetoprima | 735705 bruto Unido | 02130300 1 1 omas (2006)
. . Efluente Reino Roberts e
Trimetoprima | 736705 final Unido | 92189322 | Tomas (2006)
. . Agua rio Reino Roberts e
Trimetoprima 738705 Tyne Unido 0,004-0,019 Thomas (2006)

. . Aguas Estados . Fram e Belitz
Trimetoprima 738705 | subterraneas | Unidos Ate 0,018 (2011)
Pocos fontes ) Fick et al
Trimetoprima 738705 de aguas de India 0,017-0,021 (2009) '
coNnsumo
Antiinflamatorios ndo-esteroidais
Aguas do .
Acetaminofeno 103902 rio Espanha 0,06-2,42 Glne(bzrggg)et al.
Llobregat
Acetaminofeno 103902 hlf)fslgi?tg::r Espanha 0,5-29 Go(rggég;[ al.
. Efluente de Reino Hilton e Thomas
Acetaminofeno 103902 ETE Unido <0,05 (2003)
Aguas
superficiais
. amontantee | Reino Hilton e Thomas
Acetaminofeno | 13900 | 4jysanteda | Unido <0.05 (2003)
descarga de
ETE
. Bacia do rio . Sodré et al.
Acetaminofeno 103902 Atibaia Brasil 0,84 (2007)
Acetaminofeno Reservatério Brasil 0,0003- Almeida e
103902 Billings 0,0103 Weber (2005)
Acetaminofeno E:ngrgg Reino 0,069570- Roberts e
103902 ETE Unido 6,924 Thomas (2006)
. Efuente Reino Roberts e
Acetaminofeno | 103900 | final de ETE | Unido <0020 1 1y5mas (2006)
. Aguas Estados , Fram e Belitz
Acetaminofeno | 13900 | g hterraneas | Unidos | € 189 (2011)
Acido . ] )
o Bacia do rio . Sodré et al.
acetilsalicilico 50782 Atibais Brasil 4,15 (2007)
o Aguas do -
Acido . Ginebreda et al.
mefenamico 61687 L ogr(:a gat Espanha | 0,01-0,04 (2010)
Acido Efluente de Reino 0.72-11 Hilton e Thomas
mefenamico 61687 ETE Unido ’ ’ (2003)
(continua)
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] Aguas
Acido 61687 | syperficiais | Reino | <0,05-0,065 | Hilton e Thomas
mefenamico amontantee | Unido (2003)
a jusante da
descarga de
ETE
< . Efluente .

Acido Reino Roberts e
mefenamico | 67 | DU ynigo | 91390393 | thomas (2006)
Acido Efluente Reino Roberts e
mefenamico 61687 | final de ETE | Unido | 229039 | 1romas (2006)

Efluente Gbmez et al.
Cetorolaco 74103074 | hospitalar Espanha 0,2-59,5 (2006)
Aguas do :
. . Ginebreda et al.
Diclofenaco 15307796 rio Espanha | 0,08-18,74 (2010)
Llobregat
: Efluente Gbmez et al.
Diclofenaco 15307796 hospitalar Espanha 0,06-1,9 (2006)
: Efluente de Reino Hilton e Thomas
15307796 -
Diclofenaco ETE Unido 0,35-0,46 (2003)
Aguas
superficiais
. amontantee | Reino Hilton e Thomas
Diclofenaco 15307796 | a jusante da Unido <0,02-0,091 (2003)
descarga de
ETE
. Afluente de - Bendz et al.
Diclofenaco 15307796 ETE Suécia 0,16 (2005)
. Efluente de - Bendz et al.
Diclofenaco 15307796 ETE Suécia 0,12 (2005)
. Aguas rio . Bendz et al.
Diclofenaco 15307796 Hoje Suécia 0,01-0,12 (2005)
. Represa . 0,0081- Almeida e
15307796 o '
Diclofenaco Billings | Brasi 0,3945 | Weber (2005)
Efluente .

. Reino Roberts e
Diclofenaco 15307796 brE'EI(_)Ede Unido 0,901-1,036 Thomas (2006)
. Efluente Reino Roberts e
Diclofenaco | 15307796 | final de ETE | Unido | 2281098 | Thomas (2006)

Afluente de Bendz et al.

Cetoprofeno 22071154 ETE Suécia 0,94 (2005)
Efluente de - Bendz et al.

Cetoprofeno 22071154 ETE Suécia 0,33 (2005)
Aguas do . Bendz et al.

Cetoprofeno 22071154 rio Hoje Suécia 0,01-0,07 (2005)

(continua)
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Aguas do
Cetoprofeno 22071154 rio Espanha | 0,16-2,71 | Ginebreda et al.
Llobregat (2010)
Aguas do .
Ibuprofeno 79261497 rio Espanha | 0,16-9,89 Ginebreda et al.
(2010)
Llobregat
Efluente Gomez et al.
Ibuprofeno 79261497 hospitalar Espanha 1,5-151 (2006)
Efluente de Reino Hilton e Thomas
Ibuprofeno 79261497 ETE Unido 1,7-3,8 (2003)
Aguas
superficiais
amontantee | Reino Hilton e Thomas
Ibuprofeno 79261497 a jusante da Unido <0,02 (2003)
descarga de
ETE
Afluente de - Bendz et al.
Ibuprofeno 79261497 ETE Suécia 3,59 (2005)
Efluente de - Bendz et al.
Ibuprofeno 79261497 ETE Suécia 0,15 (2005)
Aguas do . Bendz et al.
Ibuprofeno 79261497 rio Hoje Suécia 0,01-0,22 (2005)
Represa : Almeida e
Ibuprofeno 79261497 Billings Brasil 0,010-0,0782 Weber (2005)
Efluente .
Reino 0,027979- Roberts e
Ibuprofeno 79261497 brE'EI(_)Ede Unido 7,741 Thomas (2006)
Efluente Reino Roberts e
Ibuprofeno 79261497 final de ETE | Unido 1,979-4,239 Thomas (2006)
Agua do rio Reino Roberts e
Ibuprofeno 79261497 Tyne Unido 0,144-2,37 Thomas (2006)
Aguas do .
Indometacina 53861 rio Espanha 0,05-0,38 Ginebreda et al.
(2010)
Llobregat
Aguas do .
Naproxeno 22204531 rio Espanha 0,02-2,06 Ginebreaa et al.
(2010)
Llobregat
Afluente de - Bendz et al.
Naproxeno 22204531 ETE Suécia 3,65 (2005)
Efluente de - Bendz et al.
Naproxeno 22204531 ETE Suécia 0,25 (2005)
Aguas do . Bendz et al.
Naproxeno 22204531 rio Hoje Suécia 0,09-0,25 (2005)
Antihipertensivos
Aguas do .
Atenolol 60966510 rio Espanha 0,05-0,67 Ginebreda et al.
(2010)
Llobregat
Efluente Gbmez et al.
Atenolol 60966510 hospitalar Espanha 0,1-122 (2006)
(continua)
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Atenolol 60966510 | Afluente de Suécia 0,03 Bendz et al.
ETE (2005)
Efluente de L Bendz et al.
Atenolol 60966510 ETE Suécia 0,16 (2005)
Amostras do L Bendz et al.
Atenolol 60966510 rio Hoje Suécia 0,01-0,06 (2005)
Represa . 0,0009- Almeida e
Atenolol 60966510 Billings Brasil 0,0164 Weber (2005)
Efluente de . Larsson, Pedro e
Metoprolol 51384511 ETE India 800-950 ’
. . Paxeus (2007)
industrial
Aguas do .
Metoprolol 51384511 rio Espanha 0,01-0,18 Ginebreda et al.
(2010)
Llobregat
Afluente de L Bendz et al.
Metoprolol 51384511 ETE Suécia 0,16 (2005)
Efluente de (L Bendz et al.
Metoprolol 51384511 ETE Suécia 0,19 (2005)
Aguas do . Bendz et al.
Metoprolol 51384511 rio Hoje Suécia 0,03-0,07 (2005)
Pocos fontes ) Fick et al
Metoprolol 51384511 | de aguas de India 0,090 '
(2009)
CoNsumo
Aguas do .
Sotalol 959240 rio Espanha 0,11-1,82 Ginebreda et al.
(2010)
Llobregat
Agentes redutores lipidicos
Aguas do ,
Acido clofibrinico | 882097 rio Espanha 0,01-7,91 Ginebreda et al.
(2010)
Llobregat
< . oo Efluente de Reino Hilton e Thomas
Acido clofibrinico | 882097 ETE Unido <0,05 (2003)
Aguas
superficiais
< . oo amontantee | Reino Hilton e Thomas
Acido clofibrinico | 882097 a jusante da Unido <0,05 (2003)
descarga de
ETE
< Efluente Reino Roberts e
Acido clofibrinico | 882097 bruto de . <0,020-0,651 h
ETE Unido Thomas (2006)
. oo Efluente Reino Roberts e
Acido clofibrinico | 882097 final de ETE | Unido <0,020-0,044 Thomas (2006)
Aguas do .
Benzafibrato 41859670 rio Espanha | 0,03-15,06 Ginebreda et al.
(2010)
Llobregat
. Represa , 0,0012- Almeida e
Benzafibrato 41859670 Billings Brasil 0,0037 Weber (2005)
(continua)
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Gemfibrozila 25812300 Aguas do Espanha 0,04-7,78 Ginebreda et al.
rio (2010)
Llobregat
. . Afluente de -~ Bendz et al.
Gemfibrozila 25812300 ETE Suécia 0,71 (2005)
. . Efluente de - Bendz et al.
Gemfibrozila 25812300 ETE Suécia 0,18 (2005)
L Aguas do s Bendz et al.
Gemfibrozila 25812300 Rio Hoje Suécia <0,001-0,17 (2005)
Antidepressivos
Efluente de ‘ Larsson, Pedro e
Citalopram 59729338 ETE India 770-840 ’
: : Paxeus (2007)
industrial
Pocos fontes ) Fick et al
Citalopram 59729338 | de aguas de India 0,076-1,4 (2009) '
CoNnsumo
. Efluente de Reino Hilton e Thomas
Lofepramina 23047258 ETE Unido <0,010 (2003)
Aguas
superficiais
. amontantee | Reino Hilton e Thomas
Lofepramina 23047258 a jusante da Unido <0,010 (2003)
descarga de
ETE
Antiepilépticos
: Efluente Gobmez et al.
Carbamazepina 298464 hospitalar Espanha 0,03-0,07 (2006)
Aguas do :
. . Ginebreda et al.
Carbamazepina 298464 rio Espanha 0,08-3,09 (2010)
Llobregat
. Afluente de (L Bendz et al.
Carbamazepina 298464 ETE Suécia 1,68 (2005)
. Efluente de (L Bendz et al.
Carbamazepina 298464 ETE Suécia 1,18 (2005)
. Aguas do . Bendz et al.
Carbamazepina 298464 fio Hoje Suecia <0,001-0,5 (2005)
. Aguas Estados . Fram e Belitz
Carbamazepina 298464 | subterraneas | Unidos Ate 0,42 (2011)
Ansioliticos
Diazepam Represa Brasil 0,0002- Almeida e
P 439145 Billings 0,0048 Weber (2005)
Anti-histaminicos
Efluentede | Larsson, Pedro e
Cetirizina 83881521 _ ETE_ India 1300-1400 Paxeus (2007)
industrial
Anti-ulcerativos
Efluente de ) Larsson, Pedro e
Ranitidina 66357503 _ ETE_ India 90-160 Paxeus (2007)
industrial

(continua)
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Aguas do Ginebreda et al
Ranitidina 66357593 rio Espanha 0,01-0,57 (2010)
Llobregat
- Efluente GOmez et al.
Ranitidina 66357593 hospitalar Espanha 0,4-1,7 (2006)
Anti-neoplasicos
. Efluente Reino Hilton e Thomas
Tamoxifeno | 10540291 | hospitalar | unido | <*00 (2003)
Aguas
superficiais
. a montante e Reino Hilton e Thomas
Tamoxifeno 10540291 a jusante da Unido <0,010 (2003)
descarga de
ETE
Efluente .
Tamoxifeno 10540291 bruto de Re!no 0,143-0,215 Roberts e
ETE Unido Thomas (2006)
) Efluente Reino Roberts e
Tamoxifeno 10540291 final de ETE Unido 0,146-0,369 Thomas (2006)
: Agua do rio Reino Roberts e
Tamoxifeno 10540291 Tyne Unido 0,027-0,212 Thomas (2006)
Hormoénios sexuais
.. . Bacia do rio . Sodré et al.
17a-etinilestradiol 57636 Atibaia Brasil 0,006-0,31 (2007)
17a-etinilestradiol 57636 Agu_a_s . Austria 0,00033 Hohenblum et
superficiais al. (2004)
. . Aguas . Hohenblum et
17a-etinilestradiol 57636 subterraneas Austria 0,00094 al. (2004)
. . Aguas Vulliet et al.
17a-etinilestradiol 57636 subterraneas Franca 0,003 (2008)
) Bacia do rio . Sodré et al.
17 B-estradiol 57636 Atibaia Brasil 0,038-2,51 (2007)
Agentes opiodides
. Efluente Gbémez et al.
Codeina 76573 hospitalar Espanha 0,01-5,7 (2006)
. Aguas Estados . Fram e Belitz
Codeina 76573 subterréneas | Unidos Ate 0,214 (2011)
Antiparasitarios
. Efluente Gbémez et al.
Metronidazol 443481 hospitalar Espanha 1,8-9,4 (2006)
Antifungicos
Efluente Reino Roberts e
Clotrimazol 23593751 bruto de . 0,031-0,033
ETE Unido Thomas (2006)
] Efluente Reino Roberts e
Clotrimazol | 23593751 | &/ de ETE | Unido | 9000027 | Thomas (2006)
. Agua do rio Reino Roberts e
Clotrimazol 23593751 Tyne Unido 0,006-0,034 Thomas (2006)

Fonte: Da autora.
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De acordo com a Tabela 1, verifica-se que residuos de diversos farmacos tém sido
detectados nos mais diversos ambientes aquaticos, tanto em efluentes de hospitais, em
afluentes e em efluentes de estacbes de tratamento de esgoto e em efluentes de industrias,
guanto em aguas superficiais, aguas subterraneas e até em aguas de consumo. Embora esse
namero de farmacos investigados em amostras ambientais possa parecer amplo, Le Corre et
al. (2012) estimam que mais de 95% dos compostos farmacoldgicos disponiveis em paises
como Estados Unidos e Australia nunca foram investigados em amostras de agua e de
efluentes.

Ainda conforme observado na Tabela 1, nota-se que, de um modo geral, as
concentragOes dos residuos de farmacos decrescem das amostras de estacdes de tratamento de
efluentes até as amostras de aguas superficiais e subterraneas, provavelmente devido a
processos tais como biotransformacéo, fotolise, volatilizacdo, adsorcdo e dispersdo, 0s quais
podem causar redugdo de concentracbes desses contaminantes (LI, 2014). Ainda assim,
embora os estudos mostrem que as concentracBes de farmacos detectadas em amostras
ambientais possam estar muito abaixo dos niveis provaveis de causar danos a satde humana e,
na maioria dos casos, muito abaixo das concentracfes de efeitos crénicos ambientais, deve-se
ter em mente que tais compostos ndo estdo presentes no ambiente de forma isolada. Portanto,
embora cada componente de uma mistura possa ser indcua de forma isolada, juntos eles tém o
potencial de causar danos ambientais (BOUND; KITSOU; VOULVOULIS, 2006).

2.2.1 A presenca dos farmacos propranolol e losartana em ecossistemas aquaticos

A maioria dos farmacos estd presente em ambientes aquaticos devido a sua remocao
incompleta em estacdes de tratamento de esgotos (GILTROW et al., 2009). Tal é o caso do
cloridrato de propranolol, o qual foi removido na taxa de 96% do afluente durante a passagem
por uma estacdo municipal de tratamento de esgoto na Alemanha (TERNES, 1998), restando
ainda 4%, os quais podem ser a causa de o propranolol estar amplamente presente em rios e
corregos na Ameérica e Europa (GILTROW et al., 2009). Entretanto, de acordo com Solé et al.
(2010), essa eficiéncia de remocdo varia grandemente em fungdo das caracteristicas de cada
estacdo de tratamento de esgoto, bem como de outros fatores ambientais.

Na Tabela 2, estdo mostrados exemplos de concentracGes em que o farmaco cloridrato de

propranolol ja foi detectado em diferentes amostras ambientais aquaticas.
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Tabela 2 - Exemplos de concentragdes do farmaco cloridrato de propranolol, detectadas

nos diversos ambientes aquaticos.

Concentracao

Tipo de amostra Pais relatada (ug.L") Referéncia
Afluente de estacdo
de tratamento de Suécia 0,05 Bendz et al. (2005)
esgoto (ETE)
Efluente de ETE Suécia 0,03 Bendz et al. (2005)
Agua do Rio Hoje Suécia <0,001- 0,01 Bendz et al. (2005)
Efluente bruto de : . Roberts e Thomas
ETE Reino Unido 0,06-0,119 (2006)
Efluente final de . . Roberts e Thomas
ETE Reino Unido 0,195-0,373 (2006)
o . . . R Th
Agua do rio Tyne Reino Unido 0,035-0,107 oberts e Thomas
(2006)
. . Hilton e Thomas
Efluente de ETE Reino Unido 0,13-0,18 (2003)
Aguas superf!uals a . . Montante: <0,010 Hilton e Thomas
montante e a jusante Reino Unido Jusante: 0.037 (2003)
da descarga de ETE S
Média: 0,17
Efluentes de ETE Alemanha Méximo: 0,29 Ternes (1998)
. ) Média: 0,012
Rios e corregos Alemanha Méxima: 0,59 Ternes (1998)
. Média: 0,037
Efluentes de ETE Estados Unidos Maximo: 1.90 Huggett et al. (2003)
Efluente hospitalar Espanha 0,2-6,5 GoOmez et al. (2006)
Aguas do rio Ginebreda et al.
E h 1-
Llobregat spanha 0,01-0,06 (2010)
Aguas marinhas e Belgica (zona 0,001 - 0,024 Wille et al. (2010)
estuarinas costeira)
Aguas sup_erf|C|a|s Reino Unido <0.004 - 0.056 Thomas e Hilton
estuarinas (2004)

De acordo com a Tabela 2, o cloridrato de propranolol tem sido detectado tanto em

efluentes de hospitais e de estagdes de tratamento de esgoto, quanto em &guas superficiais,

tanto de ambientes de agua doce quanto salinos.

Dados sobre a deteccdo do farmaco losartana em efluentes de estaces de tratamento de

esgotos e em rios sdo escassos. Entretanto, recentemente, Guimaraes et al. (2012) detectaram

a presenca de diversos farmacos em &guas superficiais e de fundo na éarea de descarte do

efluente do emissario submarino de Santos-SP, na faixa de concentracéo de 0,01 a 2,5 pg.L™,
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dentre os quais se encontra a losartana. Bouissou-Schurtz et al. (2014) relataram que a
losartana tem sido detectada em recursos hidricos na Franca em concentragdes de até 0,011
ug.L™. Em relacéo & presenca da losartana em estagdes de tratamento de esgotos, Oosterhuis,
Sacher e ter Laak (2013) detectaram esse farmaco em concentracdes de até 0,79 pug.L™ e 0,09
Hg.L?, respectivamente em afluentes e em efluentes de estacdes de tratamento de esgoto na
Holanda. Por fim, Larsson, Pedro e Paxeus (2007) detectaram a presenca da losartana, em
uma faixa de concentragdes de 2400 a 2500 pg.L™, em amostras de uma estacéo de tratamento
de efluentes industriais que serve, aproximadamente, a 90 fabricas de farmacos, em
Patancheru, na India, um local de grande producdo de farmacos genéricos para o mercado
mundial. Tais achados indicam que, além de haver uma elevada producdo desse farmaco, a

remocao do mesmo por estacdes de tratamento de efluentes ainda é incompleta.

2.3 Efeitos de toxicidade de fArmacos em organismos aquéticos

A presenca de farmacos no ambiente aquatico preocupa, pois farmacos sdo compostos
bioativos e que, portanto, sdo capazes de causar efeitos potenciais em sistemas Vivos
(GINEBREDA et al, 2010). Halling-Sgrensen et al. (1998) afirmam que os farmacos
frequentemente sdo lipofilicos a fim de serem capazes de atravessar membranas e sdo
persistentes a fim de evitar que sejam inativados antes de exercerem o efeito desejado, o que
os torna provaveis de bioacumular e provocar efeitos em ecossistemas aquaticos e terrestres.
Além disso, Ginebreda et al. (2010) afirmam que ha um crescente aumento de seu uso e,
portanto, de sua descarga no ambiente. Ternes (1998) ainda menciona que o tratamento de
aguas residuarias ndo remove completamente muitos farmacos do fluxo de residuos, o que
leva a contaminacdo do corpo de agua receptor.

Apesar disso, hd uma falta geral de informacgdes a respeito de dados ecotoxicoldgicos
sobre farmacos e seus metabdlitos (KASPRZYK-HORDERN, 2010). Portanto, uma vez que
muitos organismos ndo-alvo sdo expostos a residuos de farmacos langados no ambiente, faz-
se necessario avaliar a toxicidade desses agentes quimicos por meio de ensaios
ecotoxicoldgicos com organismos representativos da coluna d”agua ou dos sedimentos, tanto
de ambientes de agua doce, quanto de aguas estuarinas e marinhas, a fim de estabelecer
limites permissiveis para a prote¢do da vida aquética, bem como para avaliar o impacto
momentaneo que esses contaminantes causam aos diferentes organismos dos corpos hidricos
(ARAGAO; ARAUJO, 2008).
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Na Tabela 3,

ecotoxicoldgicos de alguns farmacos para organismos de diferentes niveis troficos, incluindo

estio mostrados exemplos relatados na literatura dos efeitos

tanto testes agudos quanto crénicos.

Tabela 3 - Exemplos relatados na literatura dos efeitos ecotoxicoldgicos de alguns
farmacos para as diversas espécies de diferentes niveis tréficos.

Concentracéo
Expresséo calculada
Espécie Farmaco do Endpoint (intervalo de | Referéncia
resultado confianca a
95%)
Algas
Inibicdo da 1
Desmodesmus 5-fluorouracil | CEsg 3gi taxa média de 48 mg.L Zounkova
subspicatus 50.3dis ) (44-51) | etal. (2010)
crescimento
Desmodesmus Citarabina CEer t;;;allbrlng:(;)i:?je 53 mg.L™ Zounkova
subspicatus 20.3dias . (29-95) et al. (2010)
crescimento
Inibica
Desmodesmus |~ i | cp ta:;br:]g:;;Ze 45 mg.L*? Zounkova
subspicatus 50.3dis ) (12-170) | etal. (2010)
crescimento
- Inibicé
Desmodesmus Acido CEx o taxallbrlr?:(;;fje 115 ma. L™ Cleuvers
subspicatus clofibrinico 0. 3dias ) g (2003)
crescimento
. Inibicdo da
Desmodesmus | Carbamazepi o 1 Cleuvers
. E i m 74 mg.L
subspicatus na CEso, s | taxa media de g (2003)
crescimento
Inibicdo da
Desmodesmus o 1 Cleuvers
. Ibuprofen Eso, 3di m 15 mg.L
subspicatus buprofeno CEsp 3dias | taxa .edla de | 315mg (2003)
crescimento
Desmodesmus Inibicao da Cleuvers
. ) J T -1
subspicatus Diclofenaco | CEsp s3gias | taxa medla de 72 mg.L (2003)
crescimento
Inibicdo da
Desmodesmus o 1 Cleuvers
. Naproxen E i m >320 mg.L
subspicatus aproxeno CEsp 3dias | taxa _edla de | >320 mg (2003)
crescimento
Desmodesmus Inibicdo da Cleuvers
. ) J T -1
subspicatus Captopril CEsp 3dias | taxa medla de | 168 mg.L (2003)
crescimento
Desmodesmus Inibicdo da Cleuvers
) Metformina | CEsg sgias | taxa média de | >320 mg.L™ (2003)
subspicatus .
crescimento

(continua)
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Desmodesmus Inibigso da Cleuvers
) Metoprolol Eso, 3di médi 73mg.L"!
subspicatus etoprolo CEsp 3dias | taxa _edla de ,3 mg (2003)
crescimento
Desmodesmus acet'ia;gglji?:ilic CE _ tz;:;br;]gzc;)i:?je 106,7 mg.L™* Cleuvers
subspicatus 20, 3 dias ) (104,4-114,3) |  (2004)
0 crescimento
. : . Inibigéo da :
Pseudokirchneri | Cloridrato de o 4 | Minagh et
. . E m 14 mg.L
ella subcapitata sertralina CEso7zn | taxa .Edla de | 0, g al. (2009)
crescimento
. . . Inibigéo da )
Pseudokirchneri | Cloridrato de o 1 Minagh et
ella subcapitata sertralina CENO7z | taxa ”?ed'a de| 0,05mg.L al. (2009)
crescimento
. i Inibigdo da
Pseudokirchneri ) (o 1 | Brooks et
. Fl n E m 24 mg.L
ella subcapitata uoxetina | CEso,7zn | taxamedia de | 0,024 mg al. (2003)
crescimento
Inibicdo da Bialk-
n m Ifam . -
Scenedesmus | Sulfametoxaz CEso 24n | taxamédiade | 1,54 mg.L™ Bielinska
vacuolatus ol ‘ .
crescimento (2011)
Diatomaceas
Phaeodactylum Acido CE Inibicdo do | 255,5mg.L™ | Claessens et
tricornutum salicilico 0.7 | crescimento | (242,2-269,6) | al. (2013)
Phaeodactylum | Acetaminofe- CE Inibicdo do | 265,8 mg.L™" | Claessens et
tricornutum no %0.72h crescimento | (239,4-295,1) | al. (2013)
Phaeodactylum | Carbamaze- CE Inibicdo do 62,5mg.L™ | Claessens et
tricornutum pina %0, 72h crescimento (58,8-66,6) al. (2013)
Phaeodactylum Inibicdo do | 311,9 mg.L™ | Claessens et
) Atenolol E .
tricornutum tenolo CBso.72n | crescimento (262,4-370,7) | al. (2013)
Phaeodactylum . . Inibicdo do 5,1 mg.L" | Claessens et
. Trim rm E .
tricornutum Imetoprima |- CEso.zzn | ooccimento (4,7-5,5) al. (2013)
Macrofitas
Inibicdo da
. Acido taxa média de 1 Cleuvers
Lemna minor E i . 12,5 mg.L
emna mino clofibrinico | 579 | crescimento >mg (2003)
(&rea foliar)
Inibigéo da
. Carbamazepi taxa média de 1 Cleuvers
Lemna minor na CE-so, 7 dias Crescimento 25,5 mg.L (2003)
(&rea foliar)
Inibicdo da Cleuvers
Lemna minor Ibuprofeno CE-so, 7 dias taxa media de 22 mg.L* (2003)

crescimento
(&rea foliar)

(continua)
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Inibigéo da Kaza,
taxa média de Nalecz-
Lemna minor lbuprofeno | CEsp 7qias | Crescimento | 18,5mg.L™" Jawecki e
(&rea foliar) Sawicki
(2007)
Inibicdo da
i . taxa média de 1 Cleuvers
Lemna minor Diclofenaco | CEsg, 7 dias crescimento 7,5mg.L (2003)
(érea foliar)
I Kaza,
Inibicdo da Na?ef;-
Lemna minor Diclofenaco | CEso, 7 dias faxa ”Ted'a de 148 mg.L* Jawecki e
‘ crescimento Sawicki
(&rea foliar) (2007)
Inibigéo da
i taxa média de 1 Cleuvers
Lemna minor Naproxeno CE-so, 7 dias crescimento 24,2 mg.L (2003)
(&rea foliar)
Inibicdo da
. . taxa média de 1 Cleuvers
Lemna minor Captopril CEso, 7 dias crescimento 25 mg.L (2003)
(&rea foliar)
N Kaza,
Inibigéo da Na?eZ:z-
. . taxa média de 1 i
Lemna minor Captopril CE-so, 7 dias . >200 mg.L Jawecki e
crescimento Sawicki
(&rea foliar) (2007)
Inibigdo da
. : taxa média de 1 Cleuvers
L Metf E - . 11 L
emna minor etformina | CEsg, 7 gias crescimento 0mg (2003)
(&rea foliar)
Inibigéo da
. taxa média de 1 Cleuvers
. > .
Lemna minor Metoprolol CEso, 7 dias crescimento 320 mg.L (2003)
(&rea foliar)
N Kaza,
Inibigéo da Na?eztflz-
. o taxa média de 1 .
Lemna minor | Amitriptilina | CEsg, 7 dias . 1,69 mg.L Jawecki e
' crescimento Sawicki
(&rea foliar)
(2007)

(continua)
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Inibicdo da Kaza,
Lemna minor | Clorpromazi- | CEso, 74iss | taxa médiade | 0,92 mg.L™ Nalecz-
na crescimento Jawecki e
(&rea foliar) Sawicki
(2007)
Inibicdo da le?(::z’-
. . taxa média de 1 )
Lemna minor Verapamil CEso .7 dias . 24,3 mg.L Jawecki e
crescimento sawicki
(&rea foliar)
(2007)
Inibigdo da :
. Sulfametoxa- taxa média de Elélk_
Lemna minor CEs0.7 dias . 1 Bielinska
zol ‘ crescimento 0,21 mg.L (2011)
(&rea foliar)
Invertebrados

. ) e 1 Brooks et
Daphnia magna | Fluoxetina CEsp 4sn | Imobilizacdo | 0,82 mg.L al. (2003)

. . o 15 mg.L™ Zounkova
Daphnia magna | 5-fluorouracil | CEsg 4gn | Imobilizacéo (5.2-45) (2010)

. L o 200 mg.L' | Zounkova
Daphnia magna | Citarabina CEsp 4sn | Imobilizagéo (63-8?0) (2010)

. N o 110 mg.L' | Zounkova
Daphnia magna | Gentamicina | CEsp 4gn | Imobilizagéo (45_520) (2010)

. Acido e 1 Cleuvers
Daphnia magna clofibrinico CEsp,48n | Imobilizacéo 72 mg.L (2003)
Daphnia magna Carbanrzazepl CEso 4sn | Imobilizagdo | >100 mg.L™ C(I;g(\)/;)rs
Daphnia magna | Ibuprofeno CEsp 4sn | Imobilizacdo | 108 mg.L'1 C(|28(l)J(\)/§)I’S
Daphnia magna | Diclofenaco CEso,48n | Imobilizacéo 68 mg.L™ C(Izecl;(\)/;)rs
Daphnia magna | Naproxeno CEso 4sn | Imobilizacdo | 174 mg.L™ ngggs
Daphnia magna Captopril CEso 4sn | Imobilizagdo | >100 mg.L™ (:(geg(\)/g)rs
Daphnia magna | Metformina CEsp 4sn | Imobilizagéo 64 mg.L* Ci(lzteg(\)/;)rs
Daphnia magna | Metoprolol CEso 4sn | Imobilizacdo | >100 mg.L™ Ci(lzteg(\)/;)rs

Acido 88,1 mg.L" Cleuvers
Daphnia magna | acetilsalicilic. | CEsgsh Imobilizacdo (72,8-106,6) (2004)

(continua)
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Daphnia magna | Metoprolol Clso 4sn | Imobilizagdo | 63,9 mg.L™ l:ﬁ%gggg
Daphnia magna Clsoerritcrl ;?itr(:ade CLso 4sn | Imobilizacéo 1,3mg.L* I;/Il'irzggg;)t
Daphnia magna Clsoerritc:;?itr(:ade CENOug, | Imobilizagdo | 0,10 mg.L™ I;/Il'irzggg;)t
Daphnia magna Cl';rritorlg?itrc])ade CENO,yy | Reproducdo | 0,032 mg.L™ I;/Il.ir(lggg ge)t
Daphnia similis Clifljf)ir(?;c:];je CEsossn | Imobilizacdo | 4,41 mg.L* Ca?;rg)ogt) al.
Ceri(;)ljjtz)aip;hnia Fluoxetina CEso 4sn | Imobilizagdo | 0,234 mg.L™ :ro(;lgz;;
Cerig:;p;hnia rluorene CENOvgias | Reproducéo | 0,056 mg.L™ :rcgl;z ;
Ceri(;)l:jtz)ai[:;hnia Metoprolol Clso 4en | Imobilidade | 8,8mg.L™ gﬁ%gggze)t
Ceri;)l:j;p;hnia Metoprolol CLso, 48n Imobilidade 4(12330m4g7li)1 FE%E)E i
Ce”gs;‘;h”ia Atenolol | CEsosn | Imobilidade 3222‘3;—1 e
’ (2005)
Cerigj;r;hnia Acebutolol CEso, 4sn Imobilidade ?2(’598?159&'; I%)l Fzz:zi i
R (2005)
Ceri(;):;zhnia Nadolol | CEsosn | Imobilidade (1165343?2"61) Fg%z:ge
Cerigj;r;hnia Oxprenolol CEso, 4sn Imobilidade 1(% 1;25“1')1 Fzz:zi i
o (2005)
Hyalella azteca Metoprolol | ClLsg, sn Letalidade | >100 mg.L™* :ﬁ%gggze)t
Peixes
Oryzias latipes | Metoprolol CLso 48n Letalidade >100 mg.L™ :;_J%gggg

(continua)
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Oncorhynchus | Cloridrato de . 1 Minagh et
mykiss sertralina CENOgen Letalidade 0.1mgL al. (2009)
Pimephales . . 1 | Brooks et
promelas Fluoxetina CLso 48n Letalidade | 0,705 mg.L al. (2003)
Bactérias
CEso, 24n 0,01359
mg.L?
Inibicdo da Backhaus,
Vibrio fischeri Ofloxacina luminescén- Scholze e
CENO cia 0,00113 Grimme
mg.L™? (2000)
CEso, 24n 0,0220 mg.L*
Inibicdo da Backhaus,
S . . . n Scholze e
Vibrio fischeri | Norfloxacina luminescén- .
cia Grimme
CENO 0,01038 (2000)
mg.L™?
. Inibicdo da :
L .| Cloridrato de . . 1 Minagh et
Vibrio fischeri sertralina CEso, 15min Iumlgfscen- 9,2mg.L al. (2009)
. Inibicdo da i
L .| Cloridrato de . n 1 Minagh et
Vibrio fischeri sertraling CEs0, 30 min Iumln_escen- 7,3mg.L al. (2009)
cia
Cloridrato de | CENO Inibicdo da Minagh et
Vibrio fischeri . ® | luminescén- | 2,25 mg.L* g
sertralina min: 30 min cia al. (2009)
Sulfametoxa- Inibicdo da Bialk-
Vibrio fischeri CEso, somin | luminescén- | >100 mg.L'1 Bielinska et
zol .
cia al. (2011)
Inibicdo Bialk-
Arlt:bri(;t;?;t;r Sulfazjtoxa- CEso, 4n enzimatica >127 mg.L‘1 Bielinska et
9 bacteriana al. (2011)
Pseudomonas | . o | g Inibicdo do | 0,044 mg.L™ | Zounkova
putida 50, 16 crescimento | (0,025-0,077) (2010)
Pseudomonas . . Inibicdo do 17 mg.L™? Zounkova
putida Citarabina CEsozen crescimento (4,7-64) (2010)
Pseudomonas N Inibigdo do 1 Zounkova
. E . 1 L
putida Gencitabina | CBsoon | 0occimento 00 mg (2010)

(continua)
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Moluscos
Planorbis CLs0 48n . 1 Pounds et
. Ibuprofen ’ Letal 17,1 mg.L
carinatus buprofeno CLso.72n etalidade g al. (2008)
Planorbis CENO,yy | Sobrevivén. | 5,36 mg.L™ Pounds et
. Ibuprofeno " 1
carinatus CENO 214 | Reprodugdo | 2,43 mg.L al. (2008)
CENO 24 | Crescimento | 1,02 mg.L™

Fonte: Da autora.

De acordo com a Tabela 3, a toxicidade de um certo farmaco é muito heterogénea entre as
espécies em que é testado. De fato, Lewis (1995) afirma que as sensibilidades relativas de
plantas e de animais sdo espécie e quimica-especificas, ou seja, sdo imprevisiveis. O mesmo
autor ainda afirma que ndo é realistico o conceito de que existe um grupo universal com
relacdo a maior sensibilidade aos agentes quimicos e que, portanto, dados de toxicidade de
animais ndo sdo tecnicamente validos como substitutos para dados de efeitos em plantas de
agua doce e marinhas. Portanto, testes de fitotoxicidade sdo necessarios para avaliar o impacto
de contaminantes ambientais, tais como os causados pelos residuos farmacolégicos.

Além disso, os dados observados nessa tabela confirmam a afirmacéo de Lewis (1995) de
qgue, muito embora seja reconhecida a importancia das plantas pelos ec6logos, as mesmas
ainda ndo sao rotineiramente usadas como espécies-teste em estudos de toxicidade, ao

contrario do que acontece com vertebrados e invertebrados aquaticos.

2.3.1 Efeitos ecotoxicolégicos dos farmacos cloridrato de propranolol e losartana
potassica em organismos aquaticos

Uma vez que o farmaco cloridrato de propranolol tem sido detectado com frequéncia
tanto em aguas superficiais quanto em efluentes de estacdes de tratamento de esgotos e de
hospitais, 0 seu potencial de causar efeitos adversos a biota aquatica deve ser investigado.
Além disso, o conhecimento de efeitos ecotoxicoldgicos desse farmaco a organismos de
diferentes niveis tréficos e de diferentes ecossistemas aquaticos torna-se essencial a fim de se
estabelecer critérios de qualidade da &gua para a protecdo da vida aquatica para esse
contaminante.

Na Tabela 4, estdo mostrados dados ecotoxicoldgicos dos efeitos do farmaco cloridrato de

propranolol a diferentes espécies aquaticas. A Ecotox Database (ENVIRONMENTAL
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PROTECTION AGENCY - EPA) foi utilizada como base de referéncia para os dados
descritos na referida tabela.

Tabela 4 - Dados ecotoxicoldgicos dos efeitos do farmaco cloridrato de propranolol a
diferentes espécies de organismos-teste.

Espécie

Endpoint

Duracéo
teste

Parametro de
avaliacdo do
efeito

Concentragéo
de efeito

Referéncia

Algas

Scenesdesmus
vacuolatus

CExo

24 h

Inibigéo da
taxa de
crescimento
em pH 6,5-
7,2

80 uM
(23,7 mg.L™Y)

Neuwoehner e
Escher (2011)

Scenesdesmus
vacuolatus

CE=o

24 h

Inibicdo da
taxa de
crescimento
em pH 7,5-
7.9

41 uM
(12,1 mg.L™Y)

Neuwoehner e
Escher (2011)

Scenesdesmus
vacuolatus

CExo

24 h

Inibigéo da
taxa de
crescimento
em pH 8,5-
8,6

3uM
(0,9 mg.L™)

Neuwoehner e
Escher (2011)

Scenesdesmus
vacuolatus

CExo

24 h

Inibigéo da
taxa de
crescimento
em pH 9,0

1,5 pM
(0,4 mg.L™)

Neuwoehner e
Escher (2011)

Scenesdesmus
vacuolatus

CEs=o

24 h

Inibicdo da
taxa de
crescimento
em pH 10,0-
9,4

0,4 UM
(0,1 mg.L™h

Neuwoehner e
Escher (2011)

Desmodesmus
subspicatus

CExo

72h

Taxa de
crescimento
média
baseada na
fluorescéncia
de clorofila

5,8 mg.L™

Cleuvers
(2003)

(continua)




42

(continuacdo)

Taxa de
Desmodesmus CEso 72 h crescimento | 0,7 mg.L™ Cleuvers
subspicatus média (2005)
baseada na
fluorescéncia
de clorofila
Pseudokirchneriell | CENO 72 h Inibicdo da <0,78 mg.L™" | Liuetal.
a subcapitata taxa de (2009)
crescimento
por
propranolol
Pseudokirchneriell | CENO 96 h Inibigéo da 5mg.L" Ferrari et al.
a subcapitata taxa de (2004)
crescimento
Pseudokirchneriell | CEsxg 96 h Inibicdo da 7,4mg.L" Ferrari et al.
a subcapitata taxa de (2004)
crescimento
Invertebrados
Ceriodaphnia CEso 48 h Inibicdo da 1,4mg. L* Fraysse e
dubia mobilidade Garric (2005)
Ceriodaphnia CLso 48 h Imobilidade | 0,85 mg.L" | Huggett et al.
dubia (2002)
Ceriodaphnia CENO 7 dias Reproducdo | 0,125 mg.L™ | Huggett et al.
dubia (2002)
Ceriodaphnia CEO 7 dias Reproducdo | 0,25 mg.L™ | Huggett et al.
dubia (2002)
Daphnia magna CEso 48 h Imobilidade | 7,5 mg.L™ Cleuvers
(2003)
Daphnia magna CEso 48 h Imobilidade | 7,7 mg.L™ Cleuvers
(2005)
Daphnia magna CEso 48 h Imobilidade | 1,4-1,67 Stanley et al.
mg.L™ (2006)
Daphnia magna CEO 21 dias Imobilidade 9,8437 mg.L™ | Stanley et al.
(2006)
Daphnia magna CEO 21 dias Reproducdo | 0,050 mg.L™ | Stanley et al.
(2006)
Daphnia magna CEO 30 min. | Reducéo da 2,61-2,62 Stanley et al.
frequéncia mg.L* (2006)
cardiaca
Daphniamagna | CENO 9 dias Massa 0,22mg.L™ | Dzialowski,
corporal Turner e
Brooks (2006)
Daphnia magna CEO 9 dias Massa 0,44 mg.L™ Dzialowski,
corporal Turner e
Brooks (2006)
(continua)
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Daphnia magna CENO 9 dias Fecundidade | 0,055 mg.L™" | Dzialowski,
Turner e
Brooks (2006)
Daphnia magna | CEO 9 dias Fecundidade | 0,11 mg.L™ | Dzialowski,
Turner e
Brooks (2006)
Daphnia magna | CEO 9 dias Frequéncia | 0,055 mg.L™ | Dzialowski,
cardiaca Turner e
Brooks (2006)
Daphnia magna CEs 24 h Imobilidade | 0,0104 mM Lilius, Isomaa
(3,1 mg.LY) | e Holmstrém
(1994)
Daphnia magna CLso 48 h Imobilidade | 1,6 mg.L™ Huggett et al.
(2002)
Ceriodaphnia CEs 48 h Imobilidade | 1,51 mg.L™" | Ferrari et al.
dubia (2004)
Ceriodaphnia CENO 7 dias Reproducdo | 0,009 mg.L™" | Ferrari et al.
dubia (2004)
Hyalella azteca CLso 48 h sobrevivéncia | 29,8 mg.L™" | Huggett et al.
(2002)
Hyalella azteca CENO 27 dias Reprodugdo | 0,001 mg_|_'l Huggett et al.
(2002)
Hyalella azteca CEO 27 dias Reprodugdo | 0,1 mg,|_'l Huggett et al.
(2002)
Brachionus CENO 48 h Reproducdo: | 1,0 mg.L™ Liuetal.
calyciflorus propranolol (2009)
Brachionus CENO 48 h Reproducdo | 0,18 mg.L™ | Ferrari et al.
calyciflorus (2004)
Peixes
Pimephales CENO 21 dias Sobrevivénci | 0,1 mg.L™ Giltrow et al.
promelas a (machos) e (2009)
1,0 mg.L*
(fémeas)
Pimephales CENO 21 dias Producdo de | 0,1 mg.L™ Giltrow et al.
promelas 0VvO0S (2009)
Pimephales CENO |[21dias |Pesofresco |0,1mg.L" Giltrow et al.
promelas (machos) e (2009)
>1,0 mg.L*
(fémeas)
Pimephales CENO 21 dias Indice >1,0mg.L" | Giltrow et al.
promelas somatico ( machos) e (2009)
gonadal 0,01 mg.L*
(GSI) (fémeas)
Pimephales CENO 21 dias Numero de >1,0mg.L" | Giltrow et al.
promelas tubérculos (2009)

(continua)
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Pimephales CENO 21 dias Eclodibilidad | 0,01 mg.L™ | Giltrow et al.

promelas e (dias para (2009)
eclosao)

Pimephales 48 h CLso sobrevivéncia | 1,21 mg.L™" | Stanley et al.

promelas (2006)

Pimephales 7 dias CEO Peso médio | 0,128 mg.L™" | Stanley et al.

promelas por (2006)
organismo
sobrevivente

Pimephales 7 dias CEO Porcentagem | 0,750 mg.L™" | Stanley et al.

promelas de (2006)
sobrevivéncia

Danio rerio 4 dias CENO Movimentos | <13,5 uM Fraysse, Mons
espontaneos | (4 mg.L™Y e Garric (2006)
das embrio-
larvas

Danio rerio 4 dias CENO Frequéncia 13,5 uM Fraysse, Mons
cardiaca (4mg.L™h e Garric (2006)

Danio rerio 4 dias CENO Area <13,5uM Fraysse, Mons
pericardial (4mg.L™h e Garric (2006)

Danio rerio 4 dias CENO Malformacdo | 27 uM Fraysse, Mons
da calda e (8 mg.L™ e Garric (2006)
comprimento
da calda

Danio rerio 4 dias CENO Circulacdo de | 54 uM Fraysse, Mons
sangue na (16 mg.L™) e Garric (2006)
caldae
edema
(pericardial,
saco vitelino)

Danio rerio 4 dias CENO Pro-larvas 54 uM Fraysse, Mons
mortas e taxa | (16 mg.L™) e Garric (2006)
de ecloséo

Danio rerio 21dias | CENO | Indice 0,0318 mg.L™ | Madureira et
gonadosomat | ! al. (2011)
iCo;
densidade
dos
compartiment
0s estruturais
das gbnadas
femininas

Danio rerio 10 dias CENO Desenvolvi- | 2mg.L™ Ferrari et al.
mento (2004)
embrionario

(continua)
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(continuacao)

Oncorhynchus 40 dias CENO Taxa de 1,0 mg.L-1 Owen et al.

mykiss crescimento, (2009)
peso fresco,
fator
condicional

40dias | CEO taxa de 10 mg.L™ Owen et al.

Oncorhynchus crescimento, (2009)

mykiss peso fresco,
fator
condicional

Oryias latipes 48 h CLso Sobrevivénci | 24,3 mg.L™" Huggett et al.
a (2002)

Oryias latipes 14 dias CEO Reducdono | 0,5mg.L™ Huggett et al.
crescimento (2002)

Oryias latipes 4 CEO Diminuicdo | 0,0005 mg.L" | Huggett et al.

semanas da eclosdo de |*! (2002)
0Vv0S
Macrofitas

Lemna minor 7 dias CEso Inibicdo da 114 mg.L™ Cleuvers
taxa de (2003)
crescimento
(&rea foliar)

Lemna minor 7 dias CEso Inibicdo da 113 mg.L™ Cleuvers
taxa de (2005)
crescimento
(&rea foliar)

Lemna minor 7 dias CEsp Inibicdo da 114 mg.L™ Cleuvers
taxa de (2003)
crescimento
(&rea foliar)

Lemna minor 7 dias CEso Inibigéo da 21,2 mg.L" Kaza, Nalecz-
taxa de Jaweckie e
crescimento Sawicki (2007)
(&rea foliar)

Protistas

Spirostomum 24 h CEso Mudancas 2,92 ppm Nalecz-
ambiguum (dureza morfolégicas | (mg.L™) Jawecki e

da 4gua Sawicki (2005)

<10

mg.L*

CaCOs
Spirostomum 24 h CLso Resposta letal | 4,23 ppm Nalecz-
ambiguum (dureza (deformacdo | (mg.L™) Jawecki e

da dgua esferica e Sawicki (2005)

<10 autolise)

mg.L™?

CaCOs

(continua)
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(continuacao)

Spirostomum 24 h CEso Mudancas 2,65 ppm Nalecz-
ambiguum (dureza morfolégicas | (mg.L™) Jawecki e
da 4gua Sawicki (2005)
200
mg.L™?
CaCOs3
Spirostomum 24 h CLso Resposta letal | 4,10 ppm Nalecz-
ambiguum (dureza (mg.L™) Jawecki e
da agua Sawicki (2005)
200
mg.L*
CaCOg3
Spirostomum 48 h CEso Mudancas 2,63 ppm Nalecz-
ambiguum (dureza morfolégicas | (mg.L™) Jawecki e
da dgua < Sawicki (2005)
10 mg.L™
CaCQO3)
Spirostomum 48 h CLso Resposta 3,11 ppm Nalecz-
ambiguum (dureza Letal (mg.L™h) Jawecki e
da agua < Sawicki (2005)
10 mg.L™?
CaCO3)
Spirostomum 48 h CEsp Mudangas 1,60 ppm Nalecz-
ambiguum (dureza morfolégicas | (mg.L-Y) Jawecki e
da agua Sawicki (2005)
200
mg.L™?
CaCO3)
Spirostomum 48 h CLso Resposta 3,20 ppm Nalecz-
ambiguum (dureza Letal (mg.L™) Jawecki e
da 4gua Sawicki (2005)
200
mg.L*
CaCO3)
Tetrahymena 24 h CEsp Inibicdo do 79,5 ppm Nalecz-
termophila (dureza crescimento | (mg.L™) Jawecki e
da dgua Sawicki (2005)
<10
mg.L™?
CaCO3)

(continua)
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(conclusao)
Tetrahymena 24 h CEso Inibicdo do 43,5 ppm Nalecz-
termophila (dureza crescimento | (mg.L™) Jawecki e
da 4gua Sawicki (2005)
200
mg.L™?
CaCOs,)
Bactérias, Cianoficeas e Diatomaceas
Vibrio fischeri 30 min CEso Inibigéo da 61 mg.L" Ferrari et al.
luminescén- (2004)
cia
Synechococcus 96 h CEso Inibicdo do 0,668 mg.L™" | Ferrari et al.
leopolensis crescimento (2004)
Synechococcus 96 h CENO Inibicdo do 0,35 mg.L™ Ferrari et al.
leopolensis crescimento (2004)
Cyclotella 96 h CEsp Inibicdo do 0,244 mg.L™ | Ferrari et al.
meneghiniana crescimento (2004)
Cyclotella 96 g CENO | Inibicdlodo | 0,094 mg.L™" | Ferrarietal.
meneghiniana crescimento (2004)
Moluscos
Mytilus 10 dias CENO Taxa de 0,011 mg.L™ | Soléetal.
galloprovincialis alimentacéo (2010)
Mytilus 10 dias CEO Taxa de 0,147 mg.L™" | Soléetal.
galloprovincialis alimentacéo; (2010)
metabolismo
de fase I;
danos nos
niveis de
peroxidacao
lipidica
Mytilus 10 dias CEO Atividade da | 0,011 mg.L™ | Soléetal.
galloprovincialis glutationa S- (2010)
transferase

Fonte: Da autora.

A observacdo da Tabela 4 permite depreender que os efeitos do farmaco cloridrato de

propranolol foram avaliados na macrofita Lemna minor somente com relacdo ao parametro
area foliar total (CLEUVERS, 2005; KAZA; NALECZ-JAWECKIE; SAWICKI, 2007).

Ja com relacdo aos dados ecotoxicoldgicos dos efeitos da losartana potassica, a base de

dados da Ecotox Database ndo retorna nenhum resultado, o que reflete a escassez de

avaliacdes ecotoxicolOgicas realizadas para esse farmaco. No entanto, com a deteccao recente

da presenca desse composto farmacolégico em aguas superficiais e de fundo na area de
descarte do efluente do emissario submarino de Santos-SP (GUIMARAES et al., 2012),
Yamamoto et al. (2012; 2014) tém avaliado os efeitos de toxicidade desse farmaco para

claddceros e para uma espécie de ourico-do-mar, conforme mostrado na Tabela 5, na qual



48

também estdo apresentados os dados de avaliacdo ecotoxicoldgica desse farmaco, realizada
pelo Food and Drug Administration (FDA - USA).

Tabela 5 - Dados ecotoxicoldgicos dos efeitos da losartana potassica.

Espécie Expressdo | Duragdo | Endpoint Concentracao Referéncia
do teste de efeito
resultado
Invertebrados |
Daphnia CEs 48 h Imobilidade | 175,26 mg.L™" | Yamamoto et
similis al. (2012)
Daphnia ClLso 48 h Imobilidade | 331 mg.L™ United States of
magna America-FDA
(2001)
Ceriodaphnia | CENO 7 dias Reproducdo | 10 mg.L™ Yamamoto et al.
dubia CEO 7 dias 100 mg.L™ (2012)
Peixes |
Pimephales Clsg 48 h Letalidade >1000 mg.L™ United States of
promelas America-FDA
(2001)
Oncorhynchus | CLs 96 h Letalidade | >929 mg.L™" United States of
mykiss America-FDA
CENO >929 mg.L* (2001)
Equinodermo \
Lytechinus CENO 24-28 h | Desenvolvi- | 50 mg.L™" Yamamoto et al.
variegatus CEO mento 70 mg.L™? (2014)
embrio
larval

Fonte: Da autora.

Conforme observado na Tabela 5, ndo existem, até 0 momento da presente pesquisa,

dados de fitotoxicidade de efeitos da losartana potéssica para plantas superiores.

2.4 Os farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica e as suas propriedades
farmacologicas e fisico-quimicas

2.4.1 O cloridrato de propranolol e suas propriedades farmacologicas e fisico-quimicas

O cloridrato de propranolol (FIGURA 2) é um farmaco antagonista competitivo dos

receptores B (betaadrenérgicos), com afinidade igual pelos receptores f1 e f2-adrenérgicos,

isto é, trata-se de um antagonista ndo-seletivo dos receptores betaadrenérgicos. As suas
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principais aplicacOes terapéuticas sdo no tratamento da angina, da hipertensdo arterial, de
arritmias cardiacas, da insuficiéncia cardiaca congestiva, do feocromocitoma, do glaucoma,
da miocardiopatia obstrutiva hipertrofica, do hipertireoidismo, da profilaxia da enxaqueca e
dos sintomas de panico agudo (GOODMAN; GILMAN, 2006).

O propranolol é extensamente biotransformado, sendo que a maior parte dos metabolitos
aparece na urina, dentre eles, o 4-hidroxipropranolol (WESTFALL; WESTFALL, 2012) e

menos de 1% é excretado de forma inalterada na urina (BRASIL, 2008).

Figura 2- Estrutura quimica do cloridrato de propranolol

H
()\/k/N\/CH3 + HCI

Fonte: https://mc.usp.org/monographs/propranolol-hydrochloride-0-1

Esse farmaco apresenta-se na forma de um p6 branco ou quase branco, inodoro, de sabor
amargo e aspecto cristalino ou amorfo, solivel em agua e em etanol, pouco solGvel em
cloroférmio, insoltivel em éter etilico (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Na Tabela 6,
estdo apresentados o nome quimico, férmula e peso moleculares, o nimero de registro
Chemical Abstracts Services (CAS) e outras propriedades fisico-quimicas do cloridrato de

propranolol.


https://mc.usp.org/monographs/propranolol-hydrochloride-0-1
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Tabela 6 - Nome quimico, peso e formula moleculares e outras propriedades fisico-
quimicas do cloridrato de propranolol.

Nome quimico Cloridrato de 1-[ (1-metiletil)amino]-3-(1-
naftalenilox)-2-propranol
Formula molecular 2 C16H21NO2. HCI
Namero de registro CAS @ 318-98-9
Peso molecular 295,80
Log Kow © 0,74
Log Koc © 33
Solubilidade em &gua (mg.L™) 3009
pKa® 9,60

®Fonte: SciFinder®

® Fonte: Proikakis, Tarantili e Andreopoulos (2006)
¢ Fonte: Jones, Voulvoulis e Lester (2006)

9 Fonte: Wan et al. (2003)

O coeficiente de particdo agua-octanol (Kow) é uma medida da lipofilicidade de um
composto e é definido como a razdo da concentracdo do mesmo, em equilibrio, ap6s
dissolucdo em um sistema de duas fases, formadas por dois solventes imisciveis, dgua e
octanol (SILVA; FERREIRA, 2003). Quanto menor o valor de log Kow, maior a tendéncia de
um composto permanecer na fase liquida e maior a tendéncia de ser mais facilmente lixiviado
de lodos ou sedimentos (JONES; VOULVOULIS; LESTER, 2006). No estudo realizado por
Jones, Voulvoulis e Lester (2006), o cloridrato de propranolol mostrou-se mais provavel de
ser encontrado dissolvido na fase aquosa de sistemas contaminados, assim como predito por
seu valor de log Kow.

O coeficiente de particdo carbono organico-agua (Koc), também conhecido como
coeficiente de particdo solo-agua ou coeficiente de adsorcdo, € um parametro que representa a
distribuicdo de um composto entre o carbono organico e a agua (ATSDR-USA, 2005). De
acordo com Jones, Voulvoulis e Lester (2006), quanto maior o valor de log Koc, maior a
probabilidade de um composto adsorver-se a compostos contendo carbono organico, tais
como solidos suspensos, gorduras apolares, lipidios, 6leos minerais, graxas e surfactantes
geralmente presentes no esgoto domeéstico.

A solubilidade em &gua é a medida da méxima concentragdo de um composto quimico
que se dissolve numa quantidade estabelecida de agua pura. Em geral, agentes quimicos muito

solveis em agua, como €é o caso do cloridrato de propranolol, tendem a ser transportados para
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aguas subterréneas, ao contrario do que ocorre com compostos insollveis (ATSDR-USA,
2005).

O Ka é chamado de constante de ionizacdo ou de dissociacédo do acido. O pKa é o pH no
qual a metade do farmaco (acido ou base fraca) estd em sua forma ionizada. Em geral, as
moléculas ndo ionizadas sdo mais lipossolUveis e podem difundir-se facilmente pela
membrana celular, enquanto que as moléculas ionizadas normalmente sdo menos capazes de
penetrar na membrana lipidica porque sdo pouco lipossollveis e sua tranferéncia depende da
permeabilidade da membrana (BUXTON; BENET, 2012). Quanto maior for o valor de pKa,
mais fraco é o acido (ATKINS; JONES, 2006). O cloridrato de propranolol comporta-se como
uma base fraca (PROIKAKIS; TARANTILI; ANDREOPOULOQS, 2006).

Com relacdo a estabilidade do cloridrato de propranolol em solucdo, Kaza, Nalecz-
Jawecki e Sawicki (2007) fizeram a analise das concentrac@es inicial e final desse farmaco,
extraido do meio dos testes realizados com L. minor, apds 7 dias de exposicdo a luz, por meio
de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os autores concluiram que ndo houve mudangas
superiores a 2,5% da concentracao inicial aplicada do farmaco em solucdo. Cleuvers (2005)
afirma que a avaliacdo da fotodegradacédo do propranolol apresenta um tempo de meia-vida de
16,8 dias. Portanto, o cloridrato de propranolol apresenta uma persisténcia relativamente
elevada a fotodegradacao.

2.4.2 Alosartana potassica e suas propriedades farmacolégicas e fisico-quimicas

A losartana potassica (FIGURA 3) é um antagonista ndo-peptidico e seletivo dos
receptores de angiotensina Il e age de modo a reduzir a pressdo arterial, além de ter sido
aprovada para a profilaxia do acidente vascular cerebral (GOODMAN; GILMAN, 2006).

Com relacdo ao metabolismo e excrecdo desse farmaco, aproximadamente 4% da dose
administrada s@o excretadas de forma inalterada na urina e aproximadamente 6% s&o
excretadas na urina na forma do metabdlito ativo de &cido carboxilico (UNITED STATES OF
AMERICA-FDA, 2002).
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Figura 3 - Estrutura quimica da losartana potassica

Fonte: https://mc.usp.org/monographs/losartan-potassium-1-0

Esse farmaco apresenta-se na forma de um po cristalino branco ou quase branco, soltvel
em 4gua e em etanol, praticamente insolivel em acetato de etila, cloroférmio e cloreto de
metileno (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Na Tabela 7, estdo apresentados o nome
quimico, a formula e peso moleculares e outras propriedades fisico-quimicas da losartana
potéssica.

Tabela 7 - Nome quimico, formula e peso moleculares e outras propriedades fisico-
quimicas da losartana potassica.

Nome quimico Sal de potassio de 2-butil-4-cloro-1-[[2"-(2H-
tetrazol-5-il)[1,1 -bifenil]-4-il]metil]-1H-
imidazol-5-metanol
Foérmula molecular ® C22H23CINgO. K
Namero de registro CAS @ 124750-99-8

Peso molecular 461,00
Log Kow © 1,19

Solubilidade em &gua (mg.L™) P 3.300
pKa® 49

®Fonte: SciFinder®
® Fonte: Williams et al. (1996)
° Fonte: United States of America-FDA (2002)

A elevada solubilidade e o valor de log Kow sugerem que a losartana potassica, a
semelhanca do que ocorre com o cloridrato de propranolol, apresenta baixo potencial para se
ligar ao lodo das estacOes de tratamento de esgoto e a outros materiais organicos (UNITED
STATES OF AMERICA-FDA, 2002), ao mesmo tempo em que seu potencial para ser


https://mc.usp.org/monographs/losartan-potassium-1-0
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transportado para corpos de &gua superficiais e subterraneos ndo pode ser descartado. Porém,
ao contrario do que ocorre com o cloridrato de propranolol, a losartana potassica € um acido
fraco (JALALIZADEH et al., 2003).

De acordo com a United States of America-FDA (2001), a losartana potassica nao sofre
hidrdlise rapida em pH 5, 7 e 9 e, com relacéo a fotolise, a meia-vida desse farmaco é de 10,
12 e 18 horas em pH 5, 7 e 9, respectivamente. Contudo, tais dados ndo sdo, por si SO,
conclusivos para se inferir a respeito de uma possivel atenuacdo das concentragdes desse
farmaco em condi¢bes ambientais, uma vez que se sabe que a fotodegradacdo em aguas
superficiais depende da intensidade de luz incidente, a qual varia na dependéncia das
condigdes geograficas e sazonais. Além disso, a taxa de fotorreagdo é afetada por solidos
suspensos e dissolvidos, por exemplo, os acidos humicos que, por estarem, normalmente,
presentes em concentracdes superiores as do composto quimico em consideracdo, absorvem a
maior por¢do da luz solar penetrante nesses ambientes (EUROPEAN COMMUNITIES,
2003). Além disso, os relatos de detecgdo da losartana potéassica em &guas superficiais e de
fundo (GUIMARAES et al., 2012; BOUISSOU-SCHURTZ et al., 2014; OOSTERHUIS;
SACHER; TER LAAK, 2013; LARSSON; PEDRO; PAXEUS, 2007) indicam uma relativa
persisténcia desse farmaco em ambientes aquaticos, assim como ocorre com o cloridrato de

propranolol.

2.5 A predicdo de adicdo de concentracdo ou de agdo independente para efeitos de
combinacao de farmacos

De acordo com Cleuvers (2005), dois diferentes conceitos sdo usados para predizer a
toxicidade de misturas e sdo chamados de adi¢do de concentracdo e acdo independente. Tais
conceitos, de acordo com Faust et al. (2003), representam hipdteses diferentes sobre a relacéo
funcional entre a toxicidade das substancias em acdo individual e em a¢do combinada.

O conceito de adi¢do de concentracdo parte do principio de que os componentes de uma
mistura quimica compartilham de um mecanismo de agdo comum, isto é, que cada
componente apresenta a mesma interacdo especifica com um alvo molecular no organismo-
teste. Contudo, de um ponto de vista mais geral, a agdo similar poderia ser observada para
todas as substancias capazes de causar uma resposta toxicoldgica em comum, por exemplo,
morte ou inibicdo da reproducdo (CLEUVERS, 2003; CLEUVERS, 2004; FAUST et al.,
2003). Partindo deste ponto de vista, afirmam Faust et al. (2003), o conceito de adicdo de
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concentra¢do pode aplicar-se a quase todos os compostos quimicos, dependendo apenas das
concentragOes biodisponiveis. Ainda de acordo com 0s mesmos autores, esse conceito tem
sido sugerido como “a solugdo geral para o problema de se calcular um efeito quantitativo
esperado para qualquer combinacéo de agentes quimicos, e sem referéncia ao seu mecanismo
de acdo” (FAUST et al., 2003, p.44).

De acordo com Cleuvers (2005, p. 200), “adigdo de concentragdo significa que
substancias aplicadas abaixo de sua concentracdo de nenhum efeito observado individual
podem, todavia, contribuir para o efeito total da mistura” . O conceito de adicdo de

concentragdo pode ser descrito matematicamente por (BERENBAUM, 1985):

n Ci _ 1
o = 1
=1 cEx; )

em que: ci sdo as concentracdes individuais das substancias, em separado, presentes em uma
mistura com um efeito total de x% e CEXx; sdo as concentracOes das substancias, em separado,
que, sozinhas, causariam 0 mesmo efeito x que foi observado para a mistura.

O conceito alternativo de acdo independente, por sua vez, parte do principio da acdo
diferente, ndo similar, entre os componentes de uma mistura, isto €, que o0s toxicantes
interagem com alvos moleculares diferentes, resultando em uma resposta toxicolégica comum
por meio de cadeias de reacGes distintas em um organismo (CLEUVERS, 2003; FAUST et al.,
2003). De acordo com esse conceito, “o efeito relativo de um dos toxicantes em uma mistura
deveria permanecer imutavel na presenca de um outro” (CLEUVERS, 2005, p. 200).

A equacdo que descreve o efeito de combinacdo que age segundo a acdo independente
para uma mistura binaria é dada, de acordo com Cleuvers (2005), por:

E(cmis) =1—[(1 = E(c))(1 = E(c))] 2)

em que: E (cy) e E (cy) sdo os efeitos das substancias individuais e E(cps) é 0 efeito total da
mistura.

O modelo de adi¢do de concentracdo e frequentemente o preferido para o propdsito de
avaliacdo de risco (CEDERGREEN et al., 2007b), por ser, em geral, mais conservativo, pois
na maioria dos casos, 0 modelo de acdo independente prediz uma toxicidade mais baixa de
uma mistura do que o modelo de adi¢cdo de concentragdo, exceto quando a relacdo dose-
resposta é rasa (CEDERGREEN; STREIBIG, 2005). Na literatura, sdo relatados exemplos de

casos em que os modelos de adi¢do de concentragéo e/ou de acdo independente foram capazes
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de predizer satisfatoriamente a toxicidade de uma certa mistura de compostos quimicos. Por
exemplo, Cleuvers (2005) concluiu que o modelo de adi¢cdo de concentracdo prediz a
toxicidade da mistura dos farmacos beta-bloqueadores cloridrato de propranolol, atenolol e
tartarato de metoprolol de forma muito acurada em testes de imobilidade realizados com
Daphnia magna. Em testes de inibicdo da taxa de crescimento realizados com a alga
Desmodesmus  subspicatus, utilizando uma mistura dos anti-inflamatdrios &cido
acetilsalicilico, ibuprofeno, naproxeno e diclofenaco, Cleuvers (2004) também concluiu que o
modelo de adicdo de concentracdo predisse a toxicidade da mistura acuradamente.
Altenburger et al. (2000), ao testarem o efeito de mistura de 16 compostos quimicos derivados
do fenol em testes de 30 minutos com a bactéria luminescente Vibrio fischeri, concluiram que
a adicdo de concentracdo mostrou um excelente poder preditivo, tendo sido a CEsy da mistura
predita com um erro de, aproximadamente, 10%. Em testes com a duracgdo de 24 h, realizados
com essa mesma especie de bactéria, utilizando uma mistura de 10 antibidticos sintéticos da
classe das quinolonas, Backhaus, Scholze e Grimme (2000) relataram que a toxicidade dessa
mistura foi melhor predita pelo modelo de adi¢do de concentracdo. Por outro lado, exemplos
de acurécia observada no poder preditivo do modelo de acdo independente incluem, por
exemplo, os estudos realizados por Faust et al. (2003), os quais concluiram que esse modelo
resultou em predi¢Ges bastante precisas dos efeitos de acdo combinada de 16 compostos
quimicos, com diferentes mecanismos ou alvos moleculares em algas, em testes de 24 h com a
alga Scenedesmus vacuolatus. Cleuvers (2003) também encontrou uma predicdo acurada pelo
modelo de acdo independente ao testar os efeitos da mistura do redutor lipidico &cido
clofibrinico e do anti-convulsivante carbamazepina na alga Desmodesmus subspicatus.

Contudo, embora ambos os modelos de adi¢do de concentracdo e de acdo independente
possam fornecer um embasamento matematico inicial para a predicdo do efeito de mistura,
conforme relatado nos exemplos supracitados, interacfes entre os compostos podem ocorrer,
0 que pode levar com que o efeito da mistura desvie de um modelo ou de outro ou, ainda, de
ambos o0s modelos. Nesses casos, a presenca de um composto genérico A modifica a
toxicidade do composto B na mistura, o que significa que a toxicidade dos compostos em
acdo combinada ndo € a soma de suas toxicidades individuais e/ou que as probabilidades de
resposta entre entre 0 composto A e o composto B ndo sdo completamente independentes
(SPURGEON et al., 2010).

As interagdes que podem ocorrer entre 0S compostos em uma mistura podem ser
associadas a processos causados por exposicdo externa, isto é, devido a interacdes dos

compostos quimicos com componentes abioticos, tais como particulas de solo e sedimento e
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substancias humicas dissolvidas, o que pode alterar a disponibilidade ambiental desses
compostos e, consequentemente, a extensdo com que 0S 0OrganisSmos S40 expostos aos
mesmos. As interacdes de compostos quimicos podem, ainda, ser causadas por etapas
toxicocinéticas, ou seja, por interacdes no local de captacdo e/ou de eliminacdo dos agentes
quimicos do organismo ou, ainda, por interagdes que modificam a detoxificacdo ou a
compartimentalizagdo de um ou mais compostos. Por Gltimo, as interagdes podem ocorrer por
toxicodinamica, ou seja, por interacfes no sitio de acao, afetando a ligacdo do(s) composto(s)
ao receptor (SPURGEON et al, 2010).

Desta forma, por fim, diz-se que quando uma mistura de compostos quimicos resulta
em um efeito maior do que o predito por um dos dois modelos aqui descritos, essa mistura é
dita ser sinérgica em relacdo a adicdo de concentracdo ou em relacdo a acdo independente, ou
a ambos. Por outro lado, se os efeitos combinados de dois compostos quimicos € menor do
que o predito pelos modelos, esse efeito é chamado de antagonismo (CEDERGREEN et al.,
2007b).

2.6 O organismo-teste Lemna minor e a importancia dos testes de fitotoxicidade

As comunidades vegetais sdo importantes no funcionamento de ecossistemas de agua
doce, marinho e estuarino. Em particular, as macrofitas provéem habitat e abrigo e servem
como alimento para diversas formas de vida animal, além de serem importantes na ciclagem
de nutrientes e no controle da erosdo (LEWIS, 1995). Ademais, as plantas desempenham um
importante papel ao afetarem a intensidade luminosa, temperatura, pH, dureza e oxigénio
dissolvido na coluna d"agua de ambientes naturais (LEWIS, 1995), além de serem usadas para
remover contaminantes de efluentes, ou seja, com fins de fitorremediacdo (AXTELL,
STERNBERG; CLAUSSEN, 2003). Assim, a deplecdo das macrofitas pela poluicdo pode
afetar negativamente os ecossistemas aquaticos (LEWIS, 1995).

As espécies comumente chamadas de lentilha-d"agua (Lemna spp.), dentre as quais se
encontra a Lemna minor L. (1753) (FIGURA 4), pertencem a familia Lemnaceae e sdo um
grupo de angiospermas aquaticas vasculares (WANG, 1990), amplamente encontradas em
ambientes aquaticos, em aguas paradas ou em ligeiro movimento e sdo encontradas em todas
as intensidades luminosas (HILLMAN, 1961). Em geral, temperaturas entre 20° C e 30° C sdo

mais favoraveis ao crescimento das plantas da familia Lemnaceae (HILLMAN, 1961).
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A Lemna minor é uma das formas mais diminutas dessa familia, com 2 a 4 mm de
didmetro, frondes ovais e raiz unica (LEWIS, 1995). Essa macrofita forma agregados de duas
ou mais frondes em uma coldnia e tem crescimento extremamente rapido, com tempo de
duplicacdo de 1,3 a 2,8 dias (WANG, 1990). A reproducdo € vegetativa, sendo que a
producédo de novas frondes “filhas” ocorre a partir da extremidade mais estreita de uma fronde

“mae”, proximo ao ponto de crescimento da raiz (HILLMAN, 1961).

Figura 4 - A macrdfita aquatica Lemna minor.

Fonte: http://www.akva.sk/lemna-minor-t1780.html.

As espécies de lentilha-d"agua sdo as plantas vasculares mais comumente usadas em
testes de fitotoxicidade por causa de seu pequeno tamanho, rapido crescimento e simplicidade
estrutural (LEWIS, 1995). De acordo com Aliferes et al. (2009), o tamanho diminuto da
planta, que é de facil cultivo em condicGes laboratoriais, facilita a experimentacdo em
condicBes cujo espago € limitado, porém permite observacdes macroscopicas. Ainda assim,
seu uso é consideravelmente menor do que o uso de algas para tal finalidade (LEWIS, 1995).
Wang e Freemark (1995) afirmam que os testes de fitotoxicidade, embora indicados, ndo séo
rotineiramente praticados na avaliagdo ambiental de substéncias toxicas e de efluentes
complexos. Souza (2008) reforca essa afirmacdo ao lembrar que, muito embora seja
amplamente distribuida no Brasil, a utilizacdo de Lemna sp. em ensaios ecotoxicologicos é
ainda pequena se comparada com outros organismos aquaticos. Muito embora testes com
algas tenham sido usados como substitutos para plantas vasculares, a sensibilidade destas
ultimas pode diferir grandemente daquelas (LEWIS, 1995; CLEUVERS, 2003).

Portanto, os testes de fitotoxicidade com macrdéfitas sdo necessarios e complementares na
avaliacdo do impacto de potenciais contaminantes em ambientes aquaticos. Para esse
proposito, organizacdes como a Organisation for Economic Co-operation and Development


http://www.akva.sk/lemna-minor-t1780.html
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(OECD) tém desenvolvido protocolos para estimarem-se os efeitos de agentes quimicos em
ensaios de inibi¢do do crescimento com Lemna sp (OECD, 2006).

2.7 Derivacao de critérios de qualidade da agua (CQA) para a protecdo da vida aquética
no Brasil

Os critérios de qualidade da agua sdo “valores maximos permitidos, para cada substancia
quimica possivelmente presente na dagua, que garantem o0S Seus usos pretendidos”
(UMBUZEIRO; KUMMROW; RELI, 2010, p.4). No que se refere a protecdo da vida aquatica,
os critérios de qualidade da agua tém por objetivo garantir concentracdes seguras para
proteger as diferentes formas de vida, presentes nos ecossistemas de 4gua doce e marinho, de
efeitos adversos causados por agentes quimicos (UMBUZEIRO et al., 2011). Nesse sentido,
uma das etapas do processo de avaliacdo de efeitos ambientais compreende a determinacédo da
concentracdo de nenhum efeito previsto ou, em inglés, Predicted no effect concentration
(PNEC). A concentragdo de nenhum efeito previsto é a concentracdo abaixo da qual é
improvavel que ocorra um efeito inaceitavel. A principio, esse valor é calculado dividindo-se
o valor mais baixo de CEso/CLsp ou, ainda, o0 mais baixo valor de CENO por um fator de
avaliacdo adequado, usando dados de espécies representativas de diferentes niveis tréficos,
para um certo compartimento ambiental. O calculo do PNEC parte dos pressupostos de que a
sensibilidade de um ecossistema depende das espécies mais sensiveis e de que a protecdo
destas, por sua vez, protege o funcionamento do ecossistema (EUROPEAN COMMUNITIES,
2003).

A Resolugdo CONAMA n° 430 de 2011 (BRASIL, 2011), que estabelece condicdes e
padrdes de lancamento de efluentes e veio complementar e alterar a Resolugdo CONAMA n°
357 de 2005 (BRASIL, 2005a), estabelece que os efluentes de qualquer fonte poluidora
somente poderdo ser lancados diretamente no corpo receptor desde que obedecam as
condicdes e padrdes previstos na referida Resolucdo. Contudo, tais padrdes ndo contemplam
especificamente os residuos de farmacos, ainda que estabeleca que o efluente ndo devera
causar ou possuir potencial para causar efeitos tOxicos aos organismos agquaticos no corpo
receptor, baseados em critérios de ecotoxicidade.

De fato, uma vez que os farmacos sdo contaminantes ambientais emergentes com
potencial de causar efeitos adversos aos seres vivos, surge a necessidade de se estabelecerem

padrbes de qualidade, para a protecdo das variadas espécies aquéticas, também com relacdo a
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esse tipo de agente quimico. Nesse sentido, a derivacdo de critérios de qualidade da agua
surge como uma proposta para o calculo de valores norteadores que poderdo ser utilizados no
estabelecimento de padrdes legais e ou regulamentacfes para a protecéo das diferentes formas
de vida aquética dos ecossistemas de agua doce e marinho, além de poderem servir também
de referéncia para o estabelecimento de metas de qualidade da &gua para a protegdo de um
corpo d"agua especifico (UMBUZEIRO et al., 2011).

O Brasil ainda ndo possui uma metodologia estabelecida para derivar critérios de
qualidade da agua para a protecdo da vida aquética, 0 que acarreta a falta de valores maximos
permitidos individuais nas normas nacionais (UMBUZEIRO et al., 2011; UMBUZEIRO;
KUMMROW; REI, 2010). Assim, uma proposta para o desenvolvimento de um protocolo
para derivacdo de critérios de qualidade da agua para protecdo da vida aquética foi
desenvolvido por Umbuzeiro et al. (2011), durante o workshop “Estratégias para defini¢do de
critérios ambientais para a prote¢do da satide humana e do ecossistema”, durante o IX
Congresso Brasileiro de Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese Ambiental, em Jundiali,
Sdo Paulo-SP. Nesse documento, os autores apontam a necessidade de se tratar a questdo da
contaminacdo ambiental por compostos emergentes, dentre eles, os produtos farmacéuticos.

Desta forma, depreende-se que a realizacdo de testes ecotoxicolégicos com farmacos e
com produtos farmacéuticos torna-se necessaria para o calculo de concentracBes de efeitos
ndo previstos e, portanto, para o estabelecimento de padrdes e ou de regulamentagcdes que
visem preservar a biota aquatica também dos efeitos adversos causados por esses

contaminates.

2.7.1 O uso de modelos de relagdes quantitativas estrutura-atividade (RQEA) para a
derivacdo de critérios preliminares de qualidade da agua

De acordo com Umbuzeiro et al. (2011), quando ndo ha dados suficientes para a
derivacéo de critérios de qualidade da 4gua para a protecdo de organismos pelagicos, pode-se
recorrer a modelos apropriados de relagcdes quantitativas estrutura-atividade (RQEA) para a
previsdo dos dados faltantes. Tais modelos s&o relagbes quantitativas entre a estrutura da
substancia quimica, incluindo uma ou mais caracteristicas fisico-quimicas ou estruturais, e um
efeito bioldgico especifico, que pode incluir qualquer efeito ou caracteristica mensuravel do
destino biologico observado, apds exposicdo cronica ou aguda a um agente quimico (AUER,;
NABHOLZ; BAETCKE, 1990). Portanto, os modelos de RQEA sdo capazes de predizer
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propriedades fisico-quimicas, quimicas e biologicas de compostos quimicos ndao avaliados,
por meio de comparagdes estruturais e/ou quantitativas de uma série de compostos
relacionados e avaliados, baseadas na estrutura e na composicao da molécula (SANDERSON
et al., 2004). De acordo com Umbuzeiro et al. (2011), esses modelos partem do pressuposto
de que compostos estruturalmente similares comportam-se toxicologicamente de forma
também similar e, portanto, podem ser utilizados para predizer a toxicidade de um agente
quimico.

Nesse sentido, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, U.S. Enviromnental
Protection Agency (EPA) desenvolveu o programa Ecological Structure Activity Relationships
(ECOSAR), o qual consiste em um sistema preditivo computadorizado capaz de estimar a
toxicidade aquatica de compostos quimicos organicos, por meio de relacGes estrutura-
atividade baseadas nas similaridades estruturais destes compostos com outros cujas
toxicidades aquaticas foram previamente medidas (SANDERSON et al., 2004). As predicdes
feitas por meio do ECOSAR sdo baseadas em dados validados de toxicidade resultantes de
testes para peixes (de agua doce e salgada), dafinideos e algas verdes e, portanto, perfazem
grupos de organismos-modelo e ndo espécies especificas, de acordo com Sanderson et al.
(2004). Ainda de acordo com esses autores, as predicOes realizadas por esse programa
resultam em dados de valores de CLso o5 n para peixes, CLso, 4gn para dafinideos e CEsg osh
para algas (combinando dados de testes de 72 h e 96 h), além de valores crénicos para peixes
(20 a 28 dias), para dafinideos (14 a 21 dias) e para algas verdes (combinando dados de 72 e
96 h de testes). Muito embora 0 ECOSAR possa ser muito Gtil na predicdo da toxicidade de
um determinado agente quimico, de acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (UNITED STATES OF AMERICA-EPA, 2012), esse programa ndo €
habilitado para a avaliacdo simultdnea de compostos multiplos e, portanto, ndo conta com

efeitos sinergisticos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de realizacédo dos testes ecotoxicologicos

Os testes ecotoxicoldgicos foram realizados em camara de germinacdo com fotoperiodo,
marca Solab Cientifica, modelo SL 224, no laboratério multiusuério IV da Universidade

Federal de Alfenas, campus Pocos de Caldas-MG.

3.2 Norma seguida para a realizacdo dos testes ecotoxicoldgicos

Os testes ecotoxicologicos com os farmacos cloridrato de propranolol, losartana potassica
e os testes de sensibilidade ao cloreto de sddio (NaCl) foram conduzidos de acordo com o
Guia da OECD para o teste de compostos quimicos — OECD GUIDELINES FOR THE
TESTING OF CHEMICALS — Lemna sp. Growth Inhibition Test — 221 (2006).

3.3 Farmacos e reagentes

Os testes de sensibilidade foram realizados empregando-se cloreto de sédio (NaCl), grau
analitico, fornecido pela Vetec Quimica Fina, de teor minimo de 99,0%, como substancia de
referéncia. O meio de cultivo utilizado nos bioensaios foi o Steinberg modificado (OECD,
2006), cujos reagentes e respectivas quantidades utilizadas para o preparo das solucdes-
estoque, bem como os volumes empregados destas para o preparo da solucao final do meio de
cultivo, constam no ANEXO A.

Os farmacos testados foram o cloridrato de 1-[(1-metiletil)amino]-3-(1-naftalenilox)-2-
propranol, conhecido comercialmente como cloridrato de propranolol (CAS 318-98-9), de
origem e procedéncia da China e com teor de 98,31%, fornecido pela Pharmanostra®, e o sal
de potassio de 2-butil-4-cloro-1-[[2"-(2H-tetrazol-5-il)[1,1 -bifenil]-4-il]metil]-1H-imidazol-
5-metanol, comercialmente conhecida como losartana potassica (CAS 124750-99-8), de

origem e procedéncia da india e com teor de 100,6%, fornecido pela Fagron.



62

3.4 Cultivo do organismo-teste Lemna minor

O cultivo da macrdéfita Lemna minor foi realizado conforme as especificacdes da norma
OECD (2006), com a modificacdo de que foi utilizado fotoperiodo ao invés de iluminacao
continua, a fim de proporcionar condi¢Bes mais proximas das ambientais.

As plantas foram obtidas de cultivos j& mantidos no laboratério multiusuério 1V da
Universidade Federal de Alfenas.

Conforme estabelecido pela norma OECD (2006), as macrofitas foram aclimatadas
durante 3 semanas antes da realizacdo dos primeiros testes, em 2 L de meio de cultivo
Steinberg contidos em cristalizador de vidro coberto com filme de PVC, com perfuracfes de
cerca de Imm de diametro para permitir as trocas gasosas e evitar contaminacdes. O cultivo
foi mantido sob as mesmas condi¢des dos testes, em camara de germinacao com fotoperiodo
de 12/12 h, temperatura de 24+2°C e intensidade luminosa de 6550 lux.

Semanalmente, o0 meio do cultivo foi trocado e, a cada 15 dias, procedeu-se a desinfec¢do
das macrofitas, por imersdo das mesmas em solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5% (v/v), por

5 minutos, seguido de lavagem com agua destilada e, entdo, colocadas em meio de cultivo.

3.5 Controle de sensibilidade da Lemna minor e estabelecimento da carta-controle

A sensibilidade da Lemna minor cultivada foi avaliada, mensalmente, concomitante ao
periodo de realizagdo dos testes com os farmacos, utilizando o cloreto de sodio (NaCl) como
substancia de referéncia. As condicGes de realizacdo dos testes de sensibilidade bem como as
variaveis medidas foram as mesmas utilizadas nos demais testes de toxicidade realizados.

Para 0 preparo da solucdo-estoque, 50.000 mg.L™* de NaCl, exatamente pesados em
balanga analitica, foram diluidos em meio de cultivo até o volume de 500 mL, resultando na
concentracdo final de 100.000 mg.L™. Os volumes de 1,5; 2,5; 3,5; 4,5; 5,5; 6,5 e 7,5 mL
foram transferidos da solucdo-estoque, com o auxilio de pipeta volumétrica, para baldes
volumétricos de 100 mL contendo meio de cultivo, resultando nas respectivas concentragdes-
teste de 1500; 2500; 3500; 4500; 5500; 6500 e 7500 mg.L™, além do controle. Foram feitas 3
réplicas para cada tratamento e para o controle.

A CEso.7 gias média de cada teste de sensibilidade foi calculada com base no nimero de
frondes. A partir dos valores de CEsp obtidos, calcularam-se a média e os valores

correspondentes a dois desvios-padréo superior e inferior a média, a fim de estabelecer a faixa
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de aceitabilidade em termos de variabilidade dos testes, a um nivel de 95% de confianca,
expressa pela carta-controle.

3.6 Testes de toxicidade dos fArmacos para Lemna minor

Os testes ecotoxicologicos foram realizados sob as mesmas condi¢fes do cultivo, em
camara de germinacao com fotoperiodo de 12/12 h e temperatura de 24+2°C, durante 7 dias.

Cada unidade experimental consistiu de um béquer de vidro de 250 mL, adequadamente
limpo e estéril, preenchido com as concentragbes determinadas de cada um dos farmacos
dissolvido em 100 mL de meio de cultivo, coberto com filme plastico flexivel de PVC com
perfuracdes de cerca de 1 mm de diametro. Em cada unidade experimental, foram inoculadas
4 colbdnias de tamanhos semelhantes entre si da macrofita Lemna minor, com 3 frondes cada,
num total de 12 frondes.

Para cada concentracdo de cada um dos farmacos testados, foram feitas 3 réplicas, bem
como para o0s respectivos controles, as quais foram dispostas aleatoriamente na camara de
germinacdo, ou seja, o delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado.
O sistema empregado de exposicdo das plantas aos farmacos foi o estético.

As solucBes-estoque de cada um dos farmacos testados foram feitas diluindo-se 2000 mg
dos mesmos, exatamente pesados em balanca analitica, no meio de cultivo, em baldo
volumétrico de 1 L, resultando na concentracdo final de 2000 mg.L™*. Os volumes
determinados de cada uma das solugdes-estoque foram transferidos, por meio de pipetadores
automaticos, para balGes volumétricos de 100 mL, os quais tiveram seus volumes
completados com o meio de cultivo.

A fim de se encontrarem as concentracdes-teste definitivas adequadas de cada um dos
farmacos testados, foram realizados ensaios prévios independentes, na faixa de concentracGes
nominais de 0,04 a 400 mg.L™. A partir desses ensaios prévios, as seguintes concentracoes
foram empregadas nos testes definitivos com o cloridrato de propranolol: 1,56; 3,1; 6,2; 12,5;
25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e 400,0 mg.L™. Para os testes com a losartana potassica, as seguintes
concentracdes foram empregadas: 0,78; 1,56; 3,1; 6,2; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0 mg.L™.
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3.7 Avaliagdes dos efeitos dos farmacos e determinacdes fisico-quimicas

As avaliacOes dos efeitos dos farmacos na formacdo das frondes foram realizadas por
meio de trés varidveis de medida distintas: contagem do nimero de frondes, area total das
frondes e peso fresco. Adicionalmente, os sinais visiveis de fitotoxicidade ocasionados nas
frondes foram observados diariamente.

A contagem do nudmero de frondes formadas foi realizada com auxilio de
estereomicroscopio marca ZEISS, modelo Stemi 2000-C, no aumento de 80x, diariamente,
em cada uma das réplicas de cada um dos tratamentos aplicados e no controle. As taxas de
crescimento especificas foram calculadas, com base no nimero de frondes, na area foliar total
e no peso fresco, para cada réplica do controle e dos tratamentos, conforme a seguinte formula
(OECD, 2006):

Wi— ;= ln(N,);ln(N.) @)
em que:

Wi — j = taxa de crescimento especifica média do tempo i ao tempo j;

N; = variavel medida na parcela do ensaio ou no controle no tempo i;

N; = variavel medida na parcela do ensaio ou no controle do tempo j;

t = periodo de tempo de i a j.

As taxas de crescimento especificas de cada uma das réplicas de cada tratamento e de
cada controle e os respectivos desvios-padrdo foram calculados durante o tempo de exposi¢édo
de 7 dias, com o auxilio do software livre SciDAVis (versdo 0.2.4), empregando-se 0 ajuste
linear, cujo coeficiente angular da reta ajustada aos pontos indica a taxa de crescimento
especifica média. A média da taxa de crescimento especifica de cada uma das concentracfes
testadas e de cada grupo controle foi empregada no calculo da porcentagem de inibicdo da
taxa de crescimento especifica média, baseada no numero de frondes, na area foliar total e no
peso fresco, conforme a seguinte formula (OECD, 2006):

%lr= (b ) x100 (4)
He

em que:

% Ir = porcentagem de inibi¢&o na taxa de crescimento especifica média;

U = valor médio para i no controle;

pr = valor médio para  no grupo tratamento.
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O calculo das concentragfes-efetivas a 10% (CEi), 20% (CEy), 50% (CEs), 70%
(CExo) e 80% (CEg) foi feito por regressao ndo-linear, empregando-se o modelo sigmoidal do
tipo logistico com trés parametros (SEBER; WILD, 1989), sendo eles: a = valor assintético;
xc = ponto de inflexdo em que a taxa de crescimento da curva atinge seu valor maximo; k =
taxa de variagdo da inclinacdo da curva. As porcentagens de inibicdo do crescimento
calculadas foram tomadas como varidvel dependente (y) e as concentracOes testadas dos
farmacos como varidvel independente (x). O método de regressdo ndo-linear empregando-se,
por exemplo, o ajuste logistico para determinacdes dos valores de concentracGes efetivas, foi
recomendado por Cleuvers (2004), principalmente quando as curvas dose (concentragdo)-
resposta sdo ingrimes. Para os ajustes das curvas, foram testadas as fungdes de Boltzman,
Gompertz, Richards, Weibull e Logistica. O modelo de ajuste logistico com trés parametros
foi o escolhido por ter sido o que melhor se ajustou aos dados, tomando-se por referéncia os
valores de coeficiente de determinac&o (R?) resultantes.

Os célculos dos valores de CENO (concentracdo de efeito ndo observado) e de CEO (
concentracdo de efeito observado) relativos aos efeitos de cada um dos farmacos, baseados
em cada um dos parametros avaliados, foram realizados por meio de analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Dunnett, ao nivel de significancia de 5% (a =0,05), o qual tem
por embasamento comparar estatisticamente o grupo controle com cada um dos tratamentos
aplicados. Tais andlises estatisticas foram realizadas por meio do software livre SISVAR
(versdo 5.3).

O célculo das areas totais das frondes foi realizado por meio do método de comparacao
de éreas. Para tanto, diariamente, capturou-se uma imagem digital com uma camera de
resolucdo de 5 mpx (Mega Pixel) de cada unidade experimental ao lado de um quadrado de
papel colorset de coloracdo vermelha de area total de 1 cm?, o qual foi usado como escala de
comparacdo. Posteriormente, com o auxilio do software livre de tratamento de imagens GIMP
(GNU Image Manipulation Program, versdo 2.8.6), realizou-se a contagem de pixels do
quadrado, cuja area era conhecida, selecionando-se a coloracdo vermelha do quadrado, e
também a contagem dos pixels da amostra, selecionando-se a coloracdo predominante na
mesma. Com a informacéo da quantidade de pixels de cada imagem, por meio de comparagédo
matematica por regra de trés simples, calculou-se a area de cada uma das amostras em estudo.
Os valores da area foliar total em cada uma das réplicas de cada concentracdo-teste e do
controle foram calculados a fim de se calcular a inibi¢cdo porcentual da taxa de crescimento

indicada por esse parametro avaliativo. Os valores médios de cada tratamento e do controle
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foram também calculados, juntamente com seus respectivos desvios-padrédo, a fim de se tracar
um gréafico-perfil da inibicdo do crescimento indicada por essa variavel-medida.

O peso fresco das plantas em cada uma das réplicas de cada concentracdo testada dos
farmacos, bem como dos respectivos controles, foi determinado no Gltimo dia de cada teste,
em balanga analitica. O peso fresco foi determinado no inicio de cada teste a partir de uma
amostra da cultura similar a utilizada no inicio dos testes, conforme norma OECD (2006). Os
valores dos pesos frescos das plantas em cada uma das réplicas de cada tratamento e dos
respectivos controles, no fim dos testes, foram subtraidos dos valores de peso fresco do dia
inicial dos mesmos, a fim de se calcular a inibi¢do porcentual da taxa de crescimento indicada
pela biomassa fresca.

As médias dos valores obtidos de CEs para os testes com cada um dos trés parametros
avaliativos, para cada um dos farmacos testados, foram comparados estatisticamente entre si
por meio de analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Scott-Knott, a fim de
detectarem-se diferengas estatisticamente significativas, ao nivel de 5% (a = 0,05). O software
utilizado para essas analises foi 0 SISVAR (verséo 5.3).

As alteracBes macroscopicas referentes ao desenvolvimento fisico das plantas também
foram observadas ao longo dos testes de toxicidade.

O pH foi monitorado, em cada tratamento e controle, no inicio e no fim dos testes
ecotoxicoldgicos, utilizando-se medidor de pH marca MS TECNOPON.

3.8 Calculo dos valores de concentracGes-efetivas utilizados no teste de mistura e
comparacgdo entre os efeitos observados e preditos pelos modelos de adigdo de
concentracdo e de acdo independente

O numero de frondes foi o parametro de escolha para a avaliacdo da toxicidade da
mistura dos farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica por ser a principal
variavel de medida sugerida pelo Protocolo da OECD (2006). Portanto, baseado na equacgéo
(1) descrita no referencial teérico do presente trabalho, a partir dos valores médios de CE;y,
CEyp, CEso, CE7o e CEgp calculados nos testes de inibigcdo porcentual da taxa de crescimento,
avaliada pelo nimero de frondes, com cada um dos farmacos, utilizou-se a metade dessas
concentragfes (CE,/2) no teste de mistura, a fim de avaliar se esta seguiria 0 modelo de
adicdo de concentracdo. A fim de se obterem as concentragdes necessérias de cada um dos
farmacos na mistura, foram preparadas duas solugdes-estoque, uma com o farmaco cloridrato

de propranolol e outra com o farmaco losartana potassica, dissolvidos no meio de cultivo,
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ambas na concentracdo de 1000 mg.L™. A partir de cada uma das solucdes-estoque
preparadas, as aliquotas calculadas para a obtencéo de cada uma das concentracdes de efeito
desejada na mistura foram transferidas, com o auxilio de micropipetas, para balGes
volumétricos de 100 mL e os volumes finais foram, entdo, completados com o meio
Steinberg. As aliquotas pipetadas a partir de cada uma das solu¢Bes-estoque, para a obtencéao
dos tratamentos referentes as concentracfes efetivas de CEjo/2, CEx/2, CEsp/2, CE7/2 €
CEgo/2 foram de, respectivamente, 760 uL, 2,35 mL, 5,07 mL, 6,75 mL e 7,85 mL da solucéo
de cloridrato de propranolol e de 330 uL, 1,32 mL, 3,19 mL, 4,87 mL e 6,38 mL da solucao
de losartana potassica. O teste de mistura foi realizado nas mesmas condicGes dos testes de
acdo individual com cada farmaco.

As taxas médias de crescimento da L. minor, bem como as inibi¢cdes porcentuais da taxa
de crescimento, em cada concentracao efetiva de mistura dos farmacos, foram calculadas da
mesma forma como descrito para os testes de acdo individual. Os valores médios de inibicdo
porcentual da taxa de crescimento foram, entdo, plotados versus os valores de CE,/2, a fim de
tracar um grafico-perfil dos efeitos da mistura dos farmacos avaliados para a macrofita.

Posteriormente, com base na equacdo (2) descrita no referencial tedrico, a hipotese de
acdo independente foi testada a partir dos calculos dos efeitos que as concentracBes presentes
na mistura, de cada um dos farmacos em acdo individual, causaria na inibicdo do crescimento
da planta, baseado no nimero de frondes. Para o calculo de tais efeitos de concentracBes
individuais, utilizaram-se os valores médios, obtidos a partir das equacGes de regressdo nao-
linear, dos gréaficos tracados para os efeitos de acdo individual de cada farmaco.

A fim de se comparar os desvios dos efeitos observados na mistura em relagdo aos
modelos de adicdo de concentracdo e de acdo independente, utilizou-se o método da
proporcéo residual de efeito (effect residual ratio, ERR), proposto por Wang et al. (2010).
Esse modelo foi definido como sendo uma propor¢do da diferenca entre o efeito (E) a um
certo nivel efetivo predito por um modelo de referéncia e aquele observado para esse mesmo

nivel. A equacdo que descreve o0 modelo ERR ¢ a seguinte (WANG et al., 2010):

Eprd —E obs
ERR=——x 100% 5)
Eobs

em que: Eprd e Eobs sdo, respectivamente, os valores de efeito predito pelo modelo de acéo
independente ou adicdo de concentracédo e os valores de efeito observado a um certo nivel de

concentragéo.
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3.9 Calculo dos critérios de qualidade da agua para a protecdo da vida aquatica para 0s
farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica

Os critérios de qualidade da &gua para a protecdo da vida aquética para os farmacos
cloridrato de propranolol e losartana potassica foram calculados com base no Protocolo para
derivacdo de critérios de qualidade da agua para protecdo da vida aquatica no Brasil
(UMBUZEIRO et al., 2011). As bases de dados ecotoxicoldgicos e de dados previstos por
meio de relagdes quantitativas estrutura-atividade (RQEA) para peixes, invertebrados e algas,
consultadas para a derivacdo desses critérios, foram, respectivamente, a Ecotox Database
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY-EPA) e a National Centers for Coastal
Ocean Science (NCCOS-USA).
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4 RESULTADOS OBTIDOS E DISCUSSAO

4.1 Testes de sensibilidade e carta-controle

Os graficos referentes as curvas concentracdo-resposta e as respectivas equacdes de
regressdo ndo-linear dos testes de sensibilidade estdo mostrados no APENDICE A. Os valores
calculados de taxa de crescimento especifica média e de porcentagem de inibi¢do da taxa de
crescimento referentes a esses testes e aos demais testes ecotoxicoldgicos estdo descritos no
APENDICE B. Os dados brutos constam no APENDICE C.
crescimento especifica média da L. minor, avaliada pelo nimero de frondes, bem como a
média, o desvio-padrdo e o coeficiente de variacdo (C.V.) entre os 9 testes de sensibilidade

realizados, sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores de CEsy (mg.L™") com a média resultante, coeficiente de variagdo
(C.V.) e desvio-padréo calculados a partir dos nove testes de sensibilidade
coma L. minor.

Teste de sensibilidade Valor de CEsobtido (mg.L™)

1 4280,3

2 3898,6

3 3787,5

4 3928,7

5 3605,9

6 4292,3

7 4279,5

8 4211,4

9 4099,1

Média dos valores de CEs, (mg.L™) 4042,6
Desvio-padréo 249,0

C.V. (%) 6,2

Fonte: Da autora.
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Na Tabela 8, é apresentado o valor médio de CEsg obtido nos testes de sensibilidade para
L. minor, com valor de 4042,6 mg.L™. Tais resultados sdo similares aos obtidos por Souza
(2008), que encontrou o valor médio de CEso7 giss de 4294,34 mg.L™? em testes de
sensibilidade realizados com o NaCl para L. minor, em condi¢cdes de cultivo e ensaio
similares aos realizados nesta pesquisa, com a diferenca do meio de cultivo empregado. Tais
valores obtidos de sensibilidade de L. minor ao cloreto de sodio foram intermediarios aos
valores citados na literatura com relacdo a sensibilidade de outros organismos a essa
substancia de referéncia. Castro (2008), em testes de sensibilidade realizados com Danio
rerio, empregando o NaCl, obteve o valor de concentracéo letal média a 50% (CLso, 9sn) Média
(n=9) de 7916,6 mg.L™* de NaCl. Coelho (2008) encontrou o valor de CEsg, 4g» médio (n=12)
de 1590 mg.L'l de NaCl em testes realizados com o cladocero Ceriodaphnia dubia e de CEsg,
ssn médio (n=9) de 1180 mg.L™ de NaCl para Ceriodaphnia silvestrii. Em testes de
sensibilidade realizados com Hydra viridissima, empregando esse mesmo sal, Massaro (2011)
encontrou o valor médio de CEsy s, de 860 mg.L™ para efeitos de subletalidade e o valor de
CLso, 96h de 1550 mg.L'l para os efeitos de letalidade. A mesma autora ainda realizou testes de
sensibilidade, empregando o NaCl, com Hydra salmacidis e encontrou o valor médio de
CEso06n de 640 mg.L™ e o valor médio de CLsp ogn de 1360 mg.L™.

O valor de C.V. obtido de 6,2% entre os testes de sensibilidade realizados com a L. minor
indica uma consisténcia adequada das respostas dessa macrofita ao NaCl e uma variabilidade
dos resultados dos testes aceitavel e relativamente baixa, pois de acordo com a Environment
Canada (1990), a variacdo entre testes ecotoxicologicos € aceitavel quando tiver valor de C.V.
igual ou inferior a 30%.

Os valores de CEso (mg.L™) obtidos nos testes de sensibilidade, submetidos ao teste de
Shapiro-Wilk, enquadraram-se dentro da normalidade (p>0,05). A carta-controle foi entdo
elaborada a partir dos resultados obtidos nos 9 testes de sensibilidade e esta representada na

Figura 5.



Figura 5 - Carta-controle da sensibilidade de L. minor ao cloreto de sddio (NaCl).

4800
—_  AaB00 e ;
:
:h 4400
£ 4200 ¢ ¢ ¢ »
(=] » sdi
5 4000 CEEDmE ia

Py »
2 3800 *
“E. 3600 *
e
£ 3300
Y]
i
S 30
v 1 2 3 a 5 6 7 8 9
Testes

Fonte: Da autora.

Como demonstrado na Figura 5, o limite superior de aceitabilidade foi de 4540,7 mg.L™" e
o limite inferior foi de 3544,5 mg.L™ de NaCl. Portanto, todos os testes de sensibilidade
realizados estiveram dentro da faixa de aceitabilidade em termos de variabilidade dos testes, a
um nivel de confianca de 95%, o que demonstra a eficiéncia das técnicas de cultivo e

realizacdo dos testes, além da consisténcia satisfatoria das respostas de L. minor ao NaCl.

4.2 Efeitos do farmaco cloridrato de propranolol para L. minor

4.2.1 Efeitos de inibicdo do crescimento de L. minor por cloridrato de propranolol
avaliados pelo par@metro namero de frondes

As 3 curvas concentracdo-resposta, obtidas a partir dos respectivos testes com o
cloridrato de propranolol, a fim de determinar os valores de concentracdo efetiva média do
farmaco a 10% (CEy), a 20% (CEz), a 50% (CEsg), a 70% (CE7o) e a 80% (CEgy) dos
organismos-teste, sdo mostradas na Figura 6. Para a construgdo destas curvas concentracéao-
resposta, foram considerados os valores de inibicdo percentual da taxa de crescimento,

calculados a partir da avaliacdo do nimero diério de frondes nos tratamentos e no controle.



72

Figura 6 - Curvas concentracdo-resposta dos efeitos do farmaco cloridrato de
propranolol para a macrofita L. minor : A) Curva referente ao teste 1; B)

A)

B)

Porcentagem de inibicdo da taxa de crescimento (%)

Porcentagem de inibi¢cdo da taxa de crescimento (%)

Curva referente ao teste 2; C) Curva referente ao teste 3.
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Conforme mostrado na Figura 6, as curvas concentragdo-resposta dos efeitos de inibi¢éo
percentual da taxa de crescimento, promovida pelo cloridrato de propranolol sobre a L. minor,
seguiram um modelo sigmoidal do tipo logistico. As equacdes das respectivas regressées nao-
lineares, obtidas nas curvas concentragdo-resposta do propranolol para L. minor, e os valores
dos pardmetros obtidos nos respectivos ajustes logisticos com os respectivos desvios-padréo,

sdo mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9 - EquacOes das regressdes ndo-lineares e valores dos parametros obtidos nos
respectivos ajustes logisticos com respectivos desvios-padrdo para as curvas
concentracdo-resposta dos efeitos de inibicdo percentual da taxa de
crescimento pelo cloridrato de propranolol sobre L.minor, avaliados pelo
namero de frondes.

Equacao*: = al (1+exp (-k (x-xc)))
Teste | Coeficiente de | Valor do parametro | Valor do parametro xc Valor do
determinacdo | a + desvio-padréao * desvio-padréo parametro k
(R? + desvio-padréo
1 0,97565 100,01560 + 5,07049 | 103,54022 + 10,52586 0,02271+0,0032
2 0,98317 98,39481 +4,02583 98,16545 +7,60759 0,02773+0,0036
3 0,97896 97,85798 +4,53737 99,6574 +8,79926 0,02704+0,0039

*0 pardmetro a corresponde ao valor assint6tico, que indica o valor de estabilizacdo da varidvel dependende em
relagdo ao tempo; o parametro xc corresponde ao pardmetro de localizagdo, que indica o ponto de inflexdo em
gue a taxa de crescimento da curva atinge seu valor maximo; o parametro k corresponde a medida relativa a taxa
de variacdo da inclinacéo da curva. Fonte: Da autora.

Conforme observado na Tabela 9, os valores de coeficiente de determinacdo (R?)
resultantes do ajuste logistico para as curvas concentracdo-resposta da Figura 6 indicam que
cerca de 97-98% da variabilidade da inibicdo percentual da taxa de crescimento de L. minor
pddem ser explicadas pela concentracdo aplicada do farmaco.

A partir dos dados da Tabela 9, foram calculados os valores médios estimados de CEjy,

CEyp, CEso, CE7 e CEgy dos respectivos testes com propranolol, mostrados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de CE1q, CE,o, CEso, CE7 e CEgo (mg.L™) dos efeitos de cloridrato de
propranolol para L. minor, calculados a partir das equactes das analises de
regressao, para o parametro nimero de frondes.

Concentracao Teste 1 Teste 2 Teste 3 Media da Desvio-
efetiva (CE) concentragao padréo
efetiva (CE)

10 6,8 19,6 19,3 15,2 7,3

20 42,5 48,9 49,4 46,9 3,8

50 103,5 99,3 101,3 1014 2,1

70 140,8 130,7 133,7 135,1 5,2

80 164,5 151,2 155,1 156,9 6,8

Fonte: Da autora.

Conforme mostrado na Tabela 10, o valor médio de CEso obtido com relagdo aos efeitos
de inibicdo da taxa de crescimento especifica de L. minor por cloridrato de propranolol,
avaliada pelo nimero de frondes, foi de 101,4 + 2,1 mg.L™". As analises de variancia
(ANOVA) seguidas do teste de Dunnett, ao nivel de significancia de 5%, relativas aos efeitos

desse farmaco nos testes de inibicdo da taxa de crescimento especifica média de L. minor, para
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0 niimero de frondes, resultaram nos valores de CENO igual a 1,56 mg.L™ e de CEO igual a
3,1 mg.L™". Néo foi possivel fazer uma comparagéo desses valores de toxicidade do cloridrato
de propranolol com outros citados na literatura para essa macrofita, com relacdo ao parametro
numero de frondes, porque os trabalhos ja realizados com esse farmaco avaliaram apenas a
inibicdo do crescimento da L. minor por meio da area foliar total. Porém, uma comparacdo da
toxicidade do cloridrato de propranolol para L. minor com outros organismos aquaticos
permite verificar que algumas espécies de algas, de invertebrados e de peixes ja estudados
foram mais sensiveis aos efeitos desse farmaco. Com relacdo as algas, Cleuvers (2003)
encontrou o valor de CEsg 7 de 5,8 mg.L™ de cloridrato de propranolol em teste de inibic&o
do crescimento com a alga Desmodesmus subspicatus, enquanto que Neuwoehner e Escher
(2011) encontraram valores de CEsq de até 23,7 mg.L™ (80puM) de cloridrato de propranolol
para os efeitos de inibicdo da taxa de crescimento de Scenesdesmus vacuolatus. Com relacao
aos efeitos em cladéceros, o valor de CEsp g de 1,4 mg.L™ de cloridrato de propranolol foram
encontrados por Fraysse e Garric (2005) para os efeitos de inibicdo de mobilidade em
Ceriodaphnia dubia, enquanto que Stanley et al. (2006) calcularam valores de CEsg 4gn de até
1,67 mg.L™ dos efeitos desse farmaco na inibicdo da motilidade de Daphnia magna. Huggett
et al. (2002), em testes de sobrevivéncia com o crustaceo Hyalella azteca, encontraram o
valor de CLsgagn de 29,8 mg.L™ de cloridrato de propranolol. Esses mesmos autores ainda
calcularam o valor de Clspssn de 24,3 mg.L™ do farmaco em testes de avaliacdo da
sobrevivéncia com a espécie de peixe Oryias latipes. Por fim, com relacdo aos efeitos do
cloridrato de propranolol em espécies de protozoarios, Nalecz-Jawecki e Sawicki (2005)
determinaram o valor de CEsy s, de 79,5 mg.L™ (ppm) desse farmaco, em testes de inibicéo
do crescimento de Tetrahymena termophila. Portanto, em especial os claddceros ja estudados
mostraram-se bastante sensiveis aos efeitos de toxicidade promovidos pelo cloridrato de
propranolol e tais efeitos tdxicos devem-se, provavelmente em parte, ao fato de esse farmaco
apresentar uma atividade estabilizadora de membrana, isto é, ele reduz a permeabilidade da
membrana a varios fons (Na*, K* e Ca™), o que pode estar relacionado ao fato de o
propranolol provocar interrupcdo das mensagens nervosas envolvidas no controle da
frequéncia cardiaca, reduzindo a velocidade de transmissdo (FRAYSSE; GARRIC, 2005).
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4.2.2 Efeitos de inibicdo do crescimento de L. minor por cloridrato de propranolol
avaliados pelo parametro &rea foliar

Além da toxicidade do propranolol avaliada por meio da inibicdo percentual da taxa de
crescimento relativa a contagem do numero de frondes, a toxicidade também foi avaliada
diariamente por meio da area total das frondes. A Figura 7 mostra os graficos das areas médias
foliares totais (cm?®) de L. minor, dos trés testes realizados com propranolol, calculadas em
cada concentracdo aplicada do farmaco e no grupo controle, durante os 7 dias de testes.

Figura 7- Gréficos das areas médias foliares totais (cm?), com respectivas barras de
desvio-padréo, da L. minor exposta a diferentes concentracdes de propranolol
e no grupo controle, durante os 7 dias de teste: (Os * indicam diferenca
estatisticamente significativa em relacéo ao controle; a = 0,05)
A) Gréfico correspondente ao teste 1
B) Grafico correspondente ao teste 2
C) Grafico correspondente ao teste 3
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Fonte: Da autora.

Conforme demonstrado na Figura 7, observa-se que, até a concentracdo testada de 50,0
mg.L™ de cloridrato de propranolol, embora tenha ocorrido uma reducdo significativa do

crescimento em termos de &rea foliar total, 0 mesmo manteve-se exponencialmente. A partir
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da concentragdo de 200,0 mg.L™?, praticamente nfo mais se verifica crescimento em &rea
foliar durante os testes.

A Figura 8 mostra os graficos comparativos das curvas concentracao-resposta dos trés
testes realizados para avaliar a CEsg referente a porcertagem de inibicdo do crescimento de L.

minor pelo cloridrato de propranolol, avaliada pelo parametro area foliar total.

Figura 8 - Graficos das curvas concentracao-resposta referentes aos 3 testes realizados
na avaliacdo dos efeitos do cloridrato de propranolol na inibicdo do
crescimento da L. minor, avaliada pela area foliar total: A) Gréfico referente
ao teste 1; B) Grafico referente ao teste 2; C) Grafico referente ao teste 3
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Fonte: Da autora.

Conforme observado na Figura 8, as curvas concentragdo-resposta dos efeitos do
cloridrato de propranolol, avaliadas com base na area foliar total, seguiram 0 mesmo modelo

sigmoidal do tipo logistico verificado para o pardmetro nimero de frondes.
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As equagOes das regressdes ndo-lineares, bem como os valores dos parametros das
equacOes juntamente com o0s respectivos desvios-padrdo, obtidos nos ajustes sigmoidais

referentes aos graficos da Figura 8, sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11 - Equacbes das regressdes ndo-lineares e valores dos parametros obtidos nos
ajustes logisticos para as curvas concentracdo-resposta dos efeitos do
cloridrato de propranolol na inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados
pela area foliar.

Equacao*: y = a/ (1+exp (-k (x-xc)))
Teste | Coeficiente de | Valor do parametro | Valor do parametro Valor do
determinacdo | a *desvio-padrao Xc * desvio-padréo parametro k +
(R%) desvio-padréo
1 0,99048 102,86673+3,12314 88,82673+4,69666 0,034+0,00363
2 0,95770 101,10633+5,79607 63,09705+8,67805 0,03161+0,0057
3 0,97425 111,07531+5,44661 87,54029+9,53981 0,02354+0,0033

*Q parametro a corresponde ao valor assintético, que indica o valor de estabilizagdo da variavel dependende em
relacdo ao tempo; o pardmetro xc corresponde ao parametro de localizacdo, que indica o ponto de inflexdo em
gue a taxa de crescimento da curva atinge seu valor maximo; o parametro k corresponde a medida relativa a taxa
de variacdo da inclinacdo da curva. Fonte: Da autora.

Os coeficientes de determinacdo (R?) obtidos nos ajustes das curvas concentragdo-
resposta da Figura 8 indicam que cerca de 96-99% da variabilidade da inibi¢do percentual da
taxa de crescimento de L. minor pddem ser explicadas pelas concentracdes aplicadas do
cloridrato de propranolol. Portanto, 0 modelo sigmoidal do tipo logistico ajustou-se bem aos
dados das curvas concentragdo-resposta para 0 parametro area foliar total, assim como
ocorreu para o parametro avaliativo nimero de frondes.

Na Tabela 12, estdo mostrados os valores de CEs, calculados com base nas respectivas
equacOes de regressdao nao-linear das curvas concentracdo-resposta dos efeitos de inibicdo do
crescimento da macrdfita promovida pelo cloridrato de propranolol, com base na area foliar

total.
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Tabela 12 - Valores de CEsy (mg.L™) referentes aos 3 testes realizados de inibicéo do
crescimento de L. minor por cloridrato de propranolol, baseado na &rea

foliar total.
Teste Valor de CEsp (mg.L™)
1 87,2
2 62,4
3 79,0
Média dos valores de CEs, (mg.L™) 76,2
Desvio-padrao 12,6
C.V. (%) 16,5

Fonte: Da autora.

De acordo com a Tabela 12, o valor médio de CEsy obtido nos testes de inibi¢cdo do
crescimento de L. minor, com base na érea foliar total, foi de 76,2 mg.L™ de cloridrato de
propranolol. Tal valor encontrado no presente trabalho foi intermediério aos resultados
encontrados por Cleuvers (2005) e por Kaza, Nalecz-Jawecki e Sawicki (2007), os quais
encontraram, respectivamente, os valores de CEsy de 113 mg.L™ e de 21,2 mg.L™? de
cloridrato de propranolol em testes de inibicdo da taxa de crescimento especifica média
baseada na area foliar total. Tais diferencas de valores, embora parecam acentuadas, ndo sao
significativas entre si porque ndo diferem mais do que por um fator de 10, de acordo com a
European Communities (2003).

Portanto, de acordo com o valor encontrado de CEsg para os efeitos em L. minor e com
base na Diretiva da Unido Européia 93/67/EEC (COMMISSION OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES, 1996), Kaza, Nalecz-Jawecki e Sawicki (2007) classificaram o cloridrato
de propranolol como prejudicial a vida aquatica. De maneira semelhante e seguindo a
classificacdo proposta pelo Sistema de classificacdo harmonizado para riscos ambientais e a
salde humana de substancias e de misturas quimicas (OECD, 2001), o valor médio de CEs
obtido, neste trabalho, para o parametro area foliar total de L. minor permite classificar o
cloridrato de propranolol na categoria de substancia perigosa para 0 ambiente aquatico, na
categoria de toxicidade aguda 111, a qual compreende valores de CEsg entre 10-100 mg.L™.

A comparacdo entre os valores médios de CEsy obtidos nos testes de inibicdo do
crescimento baseados no numero de frondes e na area foliar total permite concluir que este
ultimo parametro mostrou-se mais sensivel aos efeitos de toxicidade do cloridrato de

propranolol do que o primeiro, 0 que confirma a necessidade de se avaliar pelo menos um
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outro pardmetro além do nimero de frondes em testes de inibi¢do do crescimento de L. minor,
uma vez que algumas substancias podem afetar outras variaveis de medida muito mais do que
0 nimero de frondes (OECD, 2006).

Com relacdo aos valores de efeitos cronicos, a CENO e a CEO calculadas
estatisticamente nos testes de inibicdo da taxa de crescimento especifica média de L. minor,
baseados no parametro érea foliar, resultaram nos valores respectivos de 1,56 mg.L™" e de 3,1
mg.L? de cloridrato de propranolol. Tais resultados foram iguais aos encontrados na avaliagdo

de toxicidade por meio do parametro numero de frondes.

4.2.3 Efeitos de inibicdo do crescimento de L. minor por cloridrato de propranolol
avaliados pelo parametro peso fresco

Em adicéo, a inibicdo da taxa de crescimento de L. minor por cloridrato de propranolol
foi avaliada com relacdo a variacdo do peso fresco entre os dias final e inicial de testes. Os
gréficos referentes as curvas concentracao-resposta, para os 3 testes realizados, sdo mostrados

na Figura 9.
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Figura 9 - Curvas concentracdo-resposta dos efeitos de inibicdo da taxa de crescimento
de L. minor avaliada pelo peso fresco: A) Curva referente ao teste 1; B)
Curva referente ao teste 2; C) Curva referente ao teste 3
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Fonte: Da autora.

A avaliacdo das curvas concentragdo-resposta da Figura 9 permite concluir que as
mesmas seguiram um ajuste sigmoidal do tipo logistico, a semelhanc¢a do que foi observado
para os parametros numero de frondes e area foliar total.

As equacdes das regressdes ndo-lineares referentes as curvas concentracdo-resposta da
Figura 9, juntamente com os valores dos pardmetros das equagdes e respectivos desvios-
padréo, estdo demonstrados na Tabela 13.

Tabela 13 - Equacdes das regressdes ndo-lineares e valores dos parametros obtidos nos
ajustes logisticos para as curvas concentracdo-resposta dos efeitos do
cloridrato de propranolol na inibigdo do crescimento de L. minor, avaliados
pelo peso fresco.

Equacéo*: y = al (1+exp (-k (x-xc)))
Teste | Coeficiente de | Valor do parametro | Valor do parametro Valor do
determinacdo | a xdesvio-padrao Xc * desvio-padréo parametro k +
(R?) desvio-padréo
1 0,97202 143,89469+7,68058 99,9227+9,26303 0,03164+0,00608
2 0,98267 100,23363+3,89387 80,23892+5,77609 0,03489+0,00433
3 0,96691 118,1908+7,4607 105,5387+13,15215 | 0,02265+0,00409

*0 parametro a corresponde ao valor assintotico, que indica o valor de estabilizagdo da variavel dependende em
relacdo ao tempo; o pardmetro xc corresponde ao pardmetro de localizacdo, que indica o ponto de inflexdo em
gue a taxa de crescimento da curva atinge seu valor maximo; o parametro k corresponde a medida relativa a taxa
de variagdo da inclinacéo da curva. Fonte: Da autora.
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Os coeficientes de determinagéo obtidos nos ajustes permitem verificar que, cerca de 97-
98% da variabilidade da inibi¢do percentual da taxa de crescimento de L. minor , com base no
peso fresco, pddem ser explicadas pelas concentracdes aplicadas do farmaco em questéo.

Na Tabela 14, estdo demonstrados os valores de CEszg calculados com base nas respectivas
equacOes de regressdo ndo-linear das curvas concentracdo-resposta dos efeitos de inibicdo do
crescimento da macrdéfita promovida por cloridrato de propranolol, com base no peso fresco.

Tabela 14 - Valores de CEsy (mg.L™) referentes a inibicao do crescimento de L. minor por
cloridrato de propranolol, baseada no peso fresco, calculados para os 3 testes
realizados com o farmaco.

Teste Valor de CEsy (mg.L™)
1 80,0
2 80,1
3 91,8
Média dos valores de CEsy (mg.L™) 84,0
Desvio-padrao 6,8
C.V. (%) 8,1

Fonte: Da autora.

Conforme observado na Tabela 14, o valor médio de CEsy obtido para os efeitos de
toxicidade do cloridrato de propranolol para L. minor, com base no peso fresco, foi de 84,0
mg.L'l. Portanto, tal valor foi intermediario aos valores de CEsp obtidos na avaliacdo de
inibicdo do crescimento por meio do nimero de frondes e da area foliar total. A analise de
variancia, seguida do teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia, indicou diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre a média de valores de CEsp para 0 parametro
namero de frondes em comparacdo com os demais parametros avaliativos, area foliar total e
peso fresco, os quais ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05). Novamente, portanto,
enfatiza-se a necessidade de se avaliar pelo menos um outro parametro além do nimero de
frondes em testes de inibi¢&o do crescimento de L. minor, conforme OECD (2006).

Assim como para os parametros numero de frondes e area foliar total, a avaliacdo dos
efeitos do cloridrato de propranolol, nos testes de inibigcdo da taxa de crescimento média de L.
minor, baseados no parametro avaliativo peso fresco, resultaram nos valores de CENO igual a
1,56 mg.L™" e de CEO igual a 3,1 mg.L™.
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4.24  Alteracbes macroscopicas promovidas por cloridrato de propranolol no
desenvolvimento fisico das plantas

Com relacdo as alteracbes macroscopicas referentes ao desenvolvimento fisico das
plantas, apds 24 h de inicio dos testes com cloridrato de propranolol , observou-se abscisao na
estrutura de todas as coldnias das plantas expostas as concentracdes de 200,0 mg.L™ e de 400
mg.L™" do farmaco, bem como inicio de clorose, isto é amarelamento do tecido das frondes
(OECD, 2006), conforme mostrado na Figura 10.

Figura 10 - Aspectos macroscépicos das frondes de L. minor no grupo controle e nas
expostas ao farmaco cloridrato de propranolol, apdés 24 h de inicio dos
testes:

A) Colbnias integras de L. minor no controle

B) Abscissdo nas coldnias e inicio de clorose nas frondes de L. minor
expostas a concentracao de 200 mg.L™ do farmaco

C) Abscissdo nas colbnias e inicio de clorose nas frondes de L. minor
expostas a concentracdo de 400 mg.L™ do farmaco
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C)
Fonte: Da autora.

ApoOs 48h de inicio do teste, notaram-se lesbes foliares nas coldnias expostas as
concentracdes de 100,0, 200,0 e 400,0 mg.L™ de cloridrato de propranolol (FIGURA 11).



88

Figura 11 - Aspectos macroscopicos das frondes de L. minor ap6s 48 h de inicio dos
testes:

A) L. minor no grupo controle

B) L. minor exposta & concentracao de 100 mg.L™
C) L. minor exposta a concentracéo de 200 mg.L™
D) L. minor exposta & concentracao de 400 mg.L™
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C)

D)

Fonte: Da autora.

Apos 7 dias de ensaio, observaram-se inicio de clorose e lesdes foliares nos organismos-
teste expostos & concentracdo de 100,0 mg.L™ desse farmaco, bem como necrose foliar, ou
seja, a morte do tecido foliar (OECD, 2006), evidenciada pelo branqueamento das frondes nos
individuos expostos as concentragdes de 100,0 , 200,0 e 400,0 mg.L™ de cloridrato de
propranolol (FIGURA 12). Portanto, a fitotoxicidade do cloridrato de propranolol para L.
minor pbéde ser evidenciada, além de pela inibicdo da taxa de crescimento, também pela
clorose e necrose foliares, bem como pela particdo na estrutura das colonias nas

concentragfes mencionadas.
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Figura 12 - Aspectos macroscépicos das plantas apds 7 dias de teste com o cloridrato de
propranolol:
A) L. minor no controle
B) L. minor exposta a concentracao de 100 mg.L™ do farmaco
C) L. minor exposta & concentracéo de 200 mg.L™* do farmaco
D) L. minor exposta a concentracao de 400 mg.L™" do farmaco
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C)

D)

Fonte: Da autora.

4.2.5 Monitoramento do pH nos testes com o cloridrato de propranolol

O pH foi monitorado nos tratamentos e no grupo controle e ndo variou mais do que 1,5
unidade durante os testes, conforme recomendado pelo Protocolo da OECD (2006). Na Tabela
15, estdo mostrados os valores de pH medidos (a 25°C) em cada uma das concentragdes
testadas, nos dias inicial (dia 0) e final (dia 7) de cada um dos trés testes realizados com o
cloridrato de propranolol, bem como a variagdo de pH (ApH) representada pela diferenca

entre os valores medidos no dia final e inicial de cada teste.
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Tabela 15 - Valores de pH e de variacao de pH (ApH) medidos a 25°C em cada uma das
concentracdes testadas, nos dias inicial e final de cada um dos trés testes
realizados com o farmaco cloridrato de propranolol.

Teste 1 Teste 2 Teste 3

Concentragéo | pH pH | ApH | pH pH ApH pH pH ApH

inicio fim inicio | fim inicio fim

Controle 5,64 6,35 | 0,71 | 551 | 6,12 | 0,61 | 546 | 593 0,47

1,56 mg.L™" 5,64 6,35 | 0,71 | 569 | 621 | 0,52 | 5,58 6,09 0,51

3,1mg.L" 5,70 6,39 | 0,69 | 573 | 619 | 046 | 557 | 6,09 0,52

6,2 mg.L™ 5,72 6,39 | 0,67 | 578 | 6,15 | 0,37 | 559 6,08 0,49

12,5 mg.L" 5,78 6,39 | 0,61 | 580 | 612 | 0,32 | 5,66 6,03 0,37

250 mg.L™" 5,75 6,27 | 052 | 581 | 6,07 | 0,26 | 567 | 5,96 0,29

50,0 mg.L™* 5,74 6,15 | 0,41 | 582 | 590 | 0,08 | 573 | 591 0,18

100,0 mg.L™ | 5,73 566 | 007 | 582 | 553 | 0,29 | 577 | 553 0,24

200,0mg.L™" | 5,75 515 | 0,60 | 5,87 | 5,47 0,4 581 | 5,60 0,21

400,0mg.L" | 5,75 433 | 142 | 584 | 524 0,6 5,81 | 4,86 0,95

Fonte: Da autora.

Conforme observado na Tabela 15, houve reducdes nos valores de pH, entre os dias
inicial e final de testes, nas réplicas com as concentragdes de 100,0; 200,0 e 400,0 mg.L™ do
farmaco. Tais resultados sdo concordantes com a clorose e a necrose observadas nas plantas
expostas a essas concentracbes do farmaco e podem ser indicativos da ocorréncia de uma
maior taxa de decomposicao da matéria organica das macrofitas em presenca do cloridrato de
propranolol, uma vez que a acidez das aguas pode ser resultante, além da presenca de dioxido
de carbono (CO,) absorvido da atmosfera, da oxidacdo de matéria organica (VON
SPERLING, 2005). Além disso, a reducdo acentuada do pH proporcional ao aumento da
concentracdo testada do farmaco pode ser devido a menor taxa fotossintética, com
consequente menor captacdo de CO,, realizada pelas plantas nas concentracfes superiores
testadas do cloridrato de propranolol, uma vez que, além de as frondes terem sofrido reducgéo
em numero e em area total com o aumento das concentra¢es do fa&rmaco, o nimero reduzido
de plantas ainda sofreu efeitos de clorose e necrose foliares, dificultando ou mesmo
inviabilizando a realizagdo da fotossintese, devido a falta de clorofila evidenciada nesses
casos (SCHUSTER, 2014).
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4.3 Efeitos do farmaco losartana potassica para L. minor

4.3.1 Efeitos de inibicdo do crescimento de L. minor por losartana potéssica avaliados pelo
parametro numero de frondes

A fim de se determinar os valores de concentragdo efetiva do farmaco losartana potassica
a 10% (CEjp), a 20% (CE2o), a 50% (CEsp), a 70% (CE7g) e a 80% (CEgp) dos organismos-
teste , foram elaboradas 3 curvas concentragdo-resposta, referentes aos respectivos testes com
o farmaco em questdo, conforme mostrado na Figura 13. Para a construcdo destas curvas
concentracdo-resposta, foram considerados os valores de inibicdo percentual da taxa de
crescimento, calculados a partir da avaliagdo diaria do nimero de frondes nos tratamentos e
no controle, a semelhanca do que foi realizado para célculos do teste com o cloridrato de

propranolol.
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Figura 13 - Curvas concentracdo-resposta dos efeitos do farmaco losartana potassica
para a macrdéfita L. minor, avaliados com base no nimero de frondes: A)
Gréfico referente ao teste 1; B) Grafico referente ao teste 2; C) Grafico
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Conforme demonstrado na Figura 13, as curvas concentracdo-resposta dos efeitos de
inibicdo percentual da taxa de crescimento de L. minor, com base no numero de frondes,
causada pela losartana potassica, seguiram um ajuste sigmoidal do tipo logistico, a
semelhanca do que foi observado para essas mesmas curvas obtidas para os efeitos do
cloridrato de propranolol. As equacOes das regressdes ndo-lineares, obtidas para as curvas
supracitadas, com os respectivos desvios-padrdo, sdo mostrados na Tabela 16.

Tabela 16 - Equacdes das regressdes ndo-lineares e valores dos parametros obtidos nos
ajustes logisticos para as curvas concentracdo-resposta dos efeitos da
losartana na inibi¢do do crescimento de L. minor, avaliados pelo niumero de

frondes.
Equacéo*: y = al (1+exp (-k (x-xc)))
Teste | Coeficiente de | Valor do parametro | Valor do parametro Valor do
determinacdo | a (desvio-padréo) XC parametro k
(R?) (desvio-padréo) (desvio-padréo)
1 0,96045 78,78173+5,05141 49,81292+6,75197 0,0428+0,00747
2 0,95088 79,7142745,83326 53,39152+7,72937 0,04415+0,00877
3 0,93518 81,49886+6,89875 52,7163+9,10558 0,04171+0,00932

*0 parametro a corresponde ao valor assintotico, que indica o valor de estabilizagdo da variavel dependende em
relacdo ao tempo; o pardmetro xc corresponde ao pardmetro de localizacdo, que indica o ponto de inflexdo em
gue a taxa de crescimento da curva atinge seu valor maximo; o parametro k corresponde a medida relativa a taxa
de variagdo da inclinacéo da curva. Fonte: Da autora.
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A observacdo dos valores dos coeficientes de determinacdo obtidos nos ajustes das curvas
concentragdo-resposta, conforme mostrado na Tabela 16, permite concluir que o modelo
sigmoidal do tipo logistico apresentou adequado ajuste aos dados, com cerca de 93%-96% da
variabilidade da inibi¢do da taxa de crescimento de L. minor explicadas pelas concentracdes
aplicadas de losartana potéssica.

A partir dos dados da Tabela 16, foram calculados os valores médios estimados de CEjy,
CEzo, CEso, CE7g e CEg (mg.L™) dos respectivos testes com losartana, mostrados na Tabela
17.

Tabela 17 - Valores de CEjo, CEz, CEso, CE7o € CEgy (mg.L™) dos efeitos de losartana

para L. minor, calculados a partir das equac6es das analises de regressao.

Concentracao Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média da Desvio-
efetiva (CE) concentracao padrao
efetiva (CE)

10 4,7 9,4 5,6 6,6 2,5

20 24,6 28,6 25,8 26,3 2,0

50 62,7 65,2 63,8 63,9 1,2

70 98,3 98,1 96,0 97,5 1.3

80 120,8 113,8 148,1 127,6 18,1

Fonte: Da autora.

Conforme mostrado na Tabela 17, o valor médio de CEsp obtido na presente pesquisa para
os efeitos de inibicdo da taxa de crescimento especifica de L. minor pela losartana foi de 63,9
mg.L™ para o parametro de avaliacdo ndmero de frondes. A comparagao entre esse valor com
dados da literatura ndo foi possivel para losartana potassica, porque ndo ha dados disponiveis
acerca dos efeitos desse farmaco para a macrofita L. minor. Contudo, a comparagdo entre o
valor médio de CEs para os efeitos de losartana em L. minor, obtido no presente trabalho,
com valores de toxicidade descritos na literatura para outras espécies de organismos-teste,
mostra que, ao contrario do que ocorreu para o farmaco cloridrato de propranolol, L. minor
mostrou-se mais sensivel aos efeitos desse farmaco do que as espécies animais ja avaliadas.
Por exemplo, Yamamoto et al. (2012) encontraram o valor médio de CEsg, 4g, de 175,26 mg.L
! para os efeitos da losartana potéssica na inibicdo da mobilidade do cladécero Daphnia
similis. A United States of America-FDA (2001) menciona o valor de CLsp 4gn de 331 mg.L™
para os efeitos desse mesmo farmaco sobre a inibicdo da mobilidade do cladécero Daphnia
magna e, ainda, os valores de CLsg 45, de >1000 mg.L'1 e ClLso, 96n de > 929 mg.L'1 para 0s

efeitos da losartana na letalidade das especies de peixes respectivas de Pimephales promelas e
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Oncorhynchus mykiss. Os valores de efeitos cronicos obtidos no presente trabalho para L.
minor, de CENO igual a 0,78 mg.L™" e de CEO igual a 1,56 mg.L™ igualmente mostram
valores mais baixos de CENO e de CEO em comparacdo com espécies animais testadas. Por
exemplo, Yamamoto et al. (2012) calcularam os valores de CENO e de CEO respectivos de 10
e de 100 mg.L™ para os efeitos de losartana na reproducéo de Ceriodaphnia dubia, em testes
com duragéo de 7 dias. Em testes com duracgao de 24-28h, realizados com o intuito de avaliar
a toxicidade da losartana no desenvolvimento embriolarval do molusco Lytechinus variegates,
Yamamoto et al. (2014) determinaram os valores respectivos de CENO e de CEO de 50 mg.L"
ede 70 mg.L™"

A maior sensibilidade de L. minor aos efeitos da losartana, quando comparado com outras
espécies avaliadas, ndo € um fato exclusivo para esse farmaco em particular. Cleuvers (2003),
ao testar a toxicidade de farmacos de distintas classes farmacoldgicas, entre analgésicos,
redutor lipidico, anti-hipertensivos, anti-diabético e anti-convulsivante, nas espécies Daphnia
magna, Desmodesmus subspicatus e Lemna minor, concluiu que a macroéfita avaliada foi a
espécie mais sensivel a 6 dos 9 farmacos testados. Ainda de acordo com esse mesmo autor, tal
fato ndo foi surpreendente, uma vez que o teste de 7 dias com a L. minor é um teste crénico e
que permite avaliar diversos parametros de sensibilidade sub-letais, tais como a area foliar.
Cleuvers (2003) ainda encontrou um valor de CEs cerca de 10 vezes mais baixo para oS
efeitos do diclofenaco na L. minor em comparagdo com o valor obtido para esse endpoint nos
testes com a alga Desmodesmus subspicatus e no cladécero Daphnia magna. Portanto, esses
resultados e os obtidos no presente trabalho com relacdo aos efeitos da losartana potassica
para L. minor confirmam as afirmacgdes de Lewis (1995) de que as sensibilidades relativas de
plantas e de animais sdo espécie e quimico-especificas e, portanto, imprevisiveis e de que,
consequentemente, dados de toxicidade animal ndo podem servir como substitutos para dados
obtidos em testes com plantas de dgua doce e de ambientes salinos, sem que haja evidéncias
cientificas para isso. Além disso, conforme afirmam Lewis (1995) e Cleuvers (2003), a
fitotoxicidade de certos compostos quimicos pode diferir muito entre algas e plantas
superiores, 0 que torna os testes de inibigdo do crescimento com L. minor muito Uteis e

adicionais para avaliar o impacto de potenciais contaminates ambientais.
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4.3.2 Efeitos de inibicéo do crescimento de L. minor por losartana potassica avaliados pelo
paréametro area foliar

A toxicidade de losartana para L. minor também foi avaliada diariamente por meio da
area total das frondes. Na Figura 14, estdo mostrados os graficos referentes aos 3 testes
realizados para avaliarem-se os efeitos da losartana potassica na inibi¢do do crescimento de L.
minor, tomando-se por base as é&reas médias foliares totais (cm?), calculadas em cada
concentracdo aplicada do farmaco e no grupo controle, durante os 7 dias de testes.

Figura 14 - Graficos das areas médias foliares totais (cm?), com respectivas barras de
desvio-padrao, da L. minor exposta a diferentes concentracgdes de losartana
e no grupo controle, durante os 7 dias de teste: : (Os * indicam diferenca
estatisticamente significativa em relagéo ao controle; a = 0,05)
A) Gréfico referente ao teste 1;
B) Gréfico referente ao teste 2;
C) Grafico referente ao teste 3.
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Fonte: Da autora.

Como mostrado na Figura 14, observam-se que, até a concentragéo testada de 50,0 mg.L™

de losartana potassica, embora tenha havido uma reducéo significativa do crescimento em

termos de &rea foliar total, 0 mesmo manteve-se exponencialmente. Na concentragdo de 100,0

mg.L?, houve crescimento modesto durante o periodo de teste, tendo-se mantido

aproximadamente constante nos dias finais . Na concentragdo de 200,0 mg.L™, praticamente

ndo mais se verifica crescimento em area foliar total durante os dias de teste.
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Na Figura 15, estdo mostrados os graficos comparativos das curvas concentra¢do-resposta

dos trés testes realizados para avaliar a CEsy referente a porcertagem de inibicdo do

crescimento de L. minor, avaliada pelo parametro area foliar total.

Figura 15 - Curvas concentragdo-resposta dos efeitos do farmaco losartana potassica

A)

para a macrofita L. minor, avaliados com base na area foliar total: A)
Gréfico referente ao teste 1; B) Grafico referente ao teste 2; C) Grafico
referente ao teste 3
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Fonte: Da autora.

Conforme observado na Figura 15, a semelhanca do que foi verificado para os ajustes aos
dados de efeitos de inibicdo da taxa de crescimento pelo cloridrato de propranolol, o modelo
sigmoidal do tipo logistico ajustou-se adequadamente as curvas concentragao-resposta dos
efeitos da losartana potassica, com base na area foliar total. Os valores de coeficiente de

determinacgéo (R?) obtidos nos respectivos ajustes, bem como as regressdes nao-lineares
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referentes aos graficos da Figura 15, juntamente com os valores dos seus parametros e

respectivos desvios-padréo, s&éo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Equacdes das regressdes nao-lineares e valores dos paréametros obtidos nos
ajustes logisticos para as curvas concentragdo-resposta dos efeitos da
losartana na inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados pela &rea foliar.

Equacao*: y = a/ (1+exp (-k (x-xc))
Teste | Coeficiente de | Valor do parametro | Valor do parametro Valor do
determinacdo | a xdesvio-padrao XCt parametro k+
(R? desvio-padrao desvio-padrao
1 0,96422 91,82201+5,52231 45,04409+6,1562 0,04289+0,0075
2 0,97470 70,98481+3,67194 50,72195+4,8905 0,05525+0,0095
3 0,94724 96,03671+7,88606 | 65,50949+10,23544 | 0,03061+0,00548

*0 parametro a corresponde ao valor assintotico, que indica o valor de estabilizagdo da variavel dependende em
relacdo ao tempo; o pardmetro xc corresponde ao parametro de localizacdo, que indica o ponto de inflexdo em
que a taxa de crescimento da curva atinge seu valor maximo; o pardmetro k corresponde a medida relativa a taxa
de variagdo da inclinacéo da curva. Fonte: Da autora.

De acordo com o mostrado na Tabela 18, aproximadamente 95% - 97% da variabilidade
da inibicdo porcentual da taxa de crescimento de L. minor, com base na area foliar, p6dem ser
explicadas pelas concentragdes testadas de losartana.

Na Tabela 19, estdo mostrados os valores de CEsg calculados com base nas respectivas
equac0es de regressdo ndo-linear das curvas concentragcdo-resposta da Figura 15.

Tabela 19 - Valores de CEso (mg.L™) referentes aos 3 testes realizados de inibicdo do
crescimento de L. minor pela losartana, baseado na area foliar total.

Teste Valor de CEs (mg.L™)
1 49,2
2 66,4
3 68,2
Média dos valores de CEs, (mg.L™) 61,3
Desvio-padréao 10,5
C.V. (%) 171

Fonte: Da autora.

Conforme mostrado na Tabela 19, o valor médio de CEs, igual a 61,3 mg.L™, obtido para

os efeitos sobre a area foliar total, foi bastante proximo do valor encontrado para os efeitos
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com relagdo ao nimero de frondes, de 63,9 mg.L™. Portanto, a losartana potassica afetou a
area foliar total de maneira apenas ligeiramente superior ao nimero de frondes de L. minor, ao
contrario do que foi observado para os efeitos com o cloridrato de propranolol.

A comparacdo dos valores de CEsy obtidos nos testes com a L. minor exposta ao
cloridrato de propranolol e a losartana potassica permite concluir que a macréfita foi mais
sensivel aos efeitos tdxicos deste ultimo farmaco. Contudo, com base nos valores obtidos no
presente trabalho e na classificacdo proposta pela OECD (2001), a losartana potassica
enquadra-se na categoria de substdncia perigosa para 0 ambiente aquatico, na classe de
toxicidade aguda 111, a qual compreende valores de CEsy entre 10-100 mg.L™?, de forma
semelhante ao cloridrato de propranolol.

A semelhanca do que foi observado para o parametro nimero de frondes, os valores de
CENO e de CEO calculados com relacdo ao parametro area foliar total foram de,

respectivamente, 0,78 mg.L™" e 1,56 mg.L™.

4.3.3 Efeitos de inibicéo do crescimento de L. minor por losartana potassica avaliados pelo
parametro peso fresco

Em adicdo, a inibi¢do do crescimento de L. minor pela losartana foi avaliada com relacéo
a variacdo do peso fresco entre os dias final e inicial de testes. A partir dos valores de inibicédo
porcentual da taxa de crescimento de L. minor pelas diferentes concentracfes testadas do
farmaco, foram tracados os graficos concentracdo-resposta para os 3 testes realizados,

conforme mostrado na Figura 16.
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Figura 16 - Curvas concentracdo-resposta dos efeitos do farmaco losartana para a

A)

B)

Porcentagem de inibicao da taxa de crescimento (%)

Porcentagem de inibicao da taxa de crescimento (%)

macroéfita L. minor, avaliados com base no peso fresco: A) Grafico
referente ao teste 1; B) Grafico referente ao teste 2; C) Grafico referente
ao teste 3
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Novamente, da mesma forma como observado para as demais curvas concentragdo-
resposta obtidas nos dois parametros avaliados anteriormente, o modelo sigmoidal do tipo
logistico ajustou-se satisfatoriamente aos dados, conforme confirmado pelos respectivos
coeficientes de determinacgéo resultantes, mostrados na Tabela 20. Nessa mesma tabela, ainda
estdo relacionadas as equacOes das regressdes ndo-lineares referentes aos graficos da Figura

16, jumtamente com os valores dos seus parametros e respectivos desvios-padréo.

Tabela 20 - Equacdes das regressdes ndo-lineares e valores dos parametros obtidos nos
ajustes logisticos para as curvas concentragdo-resposta dos efeitos da
losartana na inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados pelo peso

fresco.
Equacao*: y = a/ (1+exp (-k (x-xc))
Teste | Coeficiente de | Valor do parametro | Valor do parametro Valor do
determinacdo | a *desvio-padréo Xct parametro k+
(R? desvio-padréo desvio-padréo
1 0,94305 104,78603+9,00765 | 68,01897+£10,74513 | 0,03056+0,00564
2 0,90674 80,21714+10,1357 | 67,14314+17,38422 | 0,02543+0,00721
3 0,91335 72,92568+7,45583 | 56,55351+11,83518 | 0,03518+0,00862

*Q parametro a corresponde ao valor assintético, que indica o valor de estabilizagdo da variavel dependende em
relacdo ao tempo; o pardmetro xc corresponde ao parametro de localizacdo, que indica o ponto de inflexdo em
que a taxa de crescimento da curva atinge seu valor maximo; o parametro k corresponde a medida relativa a taxa
de variagdo da inclinacéo da curva. Fonte: Da autora.



106

Os coeficientes de determinacdo obtidos nos ajustes supracitados mostram que cerca de
91% - 94% da variabilidade da inibicdo da taxa de crescimento de L. minor, tomando-se 0o
peso fresco por parametro avaliativo, puderam ser explicadas pelas concentracdes testadas de
losartana.

Na Tabela 21 , estdo demonstrados os valores de CEsq (mg.L™), calculados com base nas

respectivas equagdes de regressdo ndo-linear das curvas concentragdo-resposta da Figura 16.

Tabela 21 - Valores de CEs, (mg.L™) referentes a inibicdo do crescimento de L. minor
pela losartana, baseada no peso fresco, calculados para os 3 testes
realizados com o farmaco.

Teste Valor de CEsy (mg.L™)
1 65,0
2 86,9
3 78,7
Média dos valores de CEsy (mg.L™) 76,9
Desvio-padrao 11,1
C.V. (%) 14,4

Fonte: Da autora.

Conforme mostrado na Tabela 21, o valor médio de CEs, calculado para os efeitos da
losartana potéssica sobre a L. minor, com base no peso fresco, foi de 76,9 mg.L™*. Embora tal
valor tenha se mostrado maior do que os valores obtidos para 0 nimero de frondes e para a
area foliar total, a analise de variancia (ANOVA), entre os resultados obtidos de CEso (mg.L™)
para 0s trés parametros abordados nos testes com a L. minor, ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre os mesmos, ao nivel de significancia de 5% (p>0,05).
Portanto, diferente do que ocorreu com os efeitos do cloridrato de propranolol, a losartana
potassica ndo afetou um parametro avaliativo para L. minor de forma estatisticamente
diferente do outro. Igualmente e de forma analoga aos valores calculados para os parametros
numero de frondes e area foliar total, os valores crénicos de CENO e de CEO, determinados
estatisticamente para os efeitos de toxicidade da losartana na inibicdo da taxa de crescimento

com base no peso fresco da L. minor, foram de 0,78 mg.L™ e de 1,56 mg.L™, respectivamente.
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4.3.4 Alteracdes macroscopicas no desenvolvimento fisico das plantas promovidas pela
losartana potassica

A observacdo diéria das alteracbes macroscépicas das frondes permitiu observar que, até
0 5° dia de teste, além da inibicdo da taxa de crescimento observada nas plantas expostas as
diversas concentracdes de losartana, nenhum efeito visivel de clorose, necrose ou leséo foliar
foi notado. A partir do 5° dia de teste, porém, notaram-se coldnias com padréo irregular de
formacdo nas macréfitas expostas a concentracdo de 100,0 mg.L™ de losartana, isto &,
observaram-se estruturas de formacgdo das colbnias atipicas, diferentes das colbnias do
controle e dos demais tratamentos. Além disso, nas plantas expostas a essa mesma
concentracdo do farmaco, houve também abscisdo na estrutura de algumas col6nias (FIGURA
17).

Figura 17 - Aspectos macroscépicos das frondes de L. minor no grupo controle e nas
expostas ao farmaco losartana potassica, apés 5 dias de testes:
A) L. minor no controle
B) L. minor exposta & concentracdo de 100,0 mg.L™ do farmaco




¥ )

Apbs 7 dias de teste, notaram-se colonias com frondes com desvios da forma oval

B)

Fonte: Da autora.

padrdo, além de lesbes visiveis nas mesmas, nas macrofitas expostas as concentracfes de
50,0, e 100,0 mg.L™ de losartana (FIGURA 18).

Figura 18 - Aspectos macroscépicos das macrofitas expostas ao farmaco losartana
potéssica no ultimo dia de testes:

A) L. minor no controle

B) L. minor exposta & concentracdo de 50,0 mg.L™ do farmaco
C) L. minor exposta & concentracéo de 100,0 mg.L™ do farmaco

v

“
A).
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C)
Fonte: Da autora.

Muito embora a inibicdo percentual da taxa de crescimento promovida pela losartana
sobre a L. minor tenha sido superior & verificada com o cloridrato de propranolol,
curiosamente, diferentemente do que foi observado nos testes com este ultimo farmaco citado,
ndo se observaram sinais de clorose ou necrose acentuadas nas frondes até o ultimo dia de
testes com a losartana potéssica. Portanto, tais sinais observados macroscopicamente podem
ser indicativos de agOes toxicas realizadas por meio de diferentes mecanismos de ac&o de cada

um dos farmacos avaliados.
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4.3.5 Monitoramento do pH nos testes com a losartana potassica

O pH monitorado nos tratamentos e no grupo controle durante os testes com losartana, a
semelhanca dos testes com o cloridrato de propranolol, também ndo variou mais do que 1,5
unidade, conforme recomendado pelo Protocolo da OECD (OECD, 2006). ). Os valores de
pH medidos (a 25°C) em cada uma das concentragdes testadas, nos dias inicial (dia 0) e final
(dia 7) de cada um dos trés testes realizados com a losartana potassica, bem como a variagdo
de pH (ApH) representada pela diferenca entre os valores medidos no dia final e inicial de

cada teste, estdo mostrados na Tabela 22.

Tabela 22 - Valores de pH e de ApH medidos a 25°C nos dias inicial e final, nos 3 testes
realizados para a avaliacédo dos efeitos toxicos da losartana potassica sobre
aL.minor.

Teste 1 Teste 2 Teste 3

Concentracéao | pH pH ApH | pH pH ApH pH pH ApH

inicio fim inicio| fim inicio fim

Controle 5,51 6,72 | 1,21 | 560 | 618 | 058 | 546 | 6,06 0,60

0,78 mg.L™" 5,64 6,70 | 1,06 | 564 | 6,17 | 0553 | 5,63 6,17 0,54

1,56 mg.L™" 5,66 6,70 | 1,04 | 573 | 6,16 | 043 | 565 | 6,15 0,50

3,1mg.L" 5,73 6,71 | 098 | 578 | 6,12 | 0,34 | 569 | 6,13 0,44

6,2 mg.L™ 5,79 6,73 | 0,94 | 581 | 6,03 | 0,22 | 575 6,11 0,36

12,5 mg.L™" 5,80 6,69 | 089 | 582 | 605 | 023 | 576 | 605 | 0,29

250 mg.L™" 5,82 6,60 | 0,78 | 583 | 6,06 | 0,23 | 579 | 6,02 | 0,23

50,0 mg.L™" 5,84 6,53 | 0,69 | 582 | 603 | 0,21 | 5,78 6,04 0,26

100,0 mg.L™ | 5,86 6,45 | 0,59 | 585 | 6,00 | 0,15 | 5,78 6,03 0,25

200,0mg.L™ | 5,89 6,46 | 057 | 589 | 601 | 0,12 | 583 | 6,02 | 0,19

Fonte: Da autora.

Conforme pode ser observado na Tabela 22, diferentemente dos testes com cloridrato de
propranolol, nos testes com L. minor em presenca da losartana, ndo se observaram reducdes

significativas de pH entre os dias inicial e final dos testes.
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4.4 Efeitos da mistura dos farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica para
a macrofita L. minor

4.4.1 Toxicidade da mistura dos farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica
medida por meio da inibi¢do do crescimento de L. minor, com base no numero de
frondes

A fim de se avaliar a toxicidade da mistura dos farmacos cloridrato de propranolol e
losartana potéssica para L. minor, calcularam-se a metade dos valores médios das
concentragOes efetivas, obtidos nos testes de inibigdo da taxa de crescimento baseada no
namero de frondes, em acdo individual, de cada farmaco (CE1o/2; CEj/2; CEso/2; CEzo/2;
CEgo/2). Tais concentracdes de cada um dos farmacos, conforme mostradas na Tabela 23,

foram, entdo, aplicadas no teste de mistura realizado com a macrofita.

Tabela 23 - Concentracgdes dos farmacos testados aplicadas no teste de mistura com a
macroéfita L. minor.

Farmaco CE10/2 CE20/2 CE50/2 CE70/2 CE30/2
(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
Cloridrato de 7,6 23,5 50,7 67,5 78,5
propranolol
Losartana 3,3 13,2 31,9 48,7 63,8
potéassica

Fonte: Da autora.

De forma semelhante ao realizado nos calculos dos testes de acdo individual com cada
farmaco, os efeitos de toxicidade da mistura foram avaliados por meio da inibicdo porcentual
da taxa de crescimento de L. minor, com base no numero de frondes. Na Tabela 24, estdo
mostrados os valores médios e 0s respectivos desvios-padrdo de porcentagem de inibicdo da
taxa de crescimento de L. minor promovidos pela mistura de farmacos, para cada valor de
CE,/2 testado.
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Tabela 24 - Valores médios de porcentagem de inibicdo da taxa de crescimento (%l,)
obtidos no teste de mistura realizado com L. minor.

Concentracao efetiva Média das %l Desvio-padréo
CE1o/2 5,79 2,29
CE20/2 7,13 4,53
CEso/2 26,57 1,26
CE7o/2 40,89 1,40
CEgo/2 50,53 2,76

Fonte: Da autora.

Os valores mostrados na Tabela 24 podem ser melhor visualizados no gréfico da Figura
19, o qual representa a toxicidade medida da mistura dos farmacos testados, conforme obtido

no teste de inibicdo do crescimento de L. minor.

Figura 19 — Valores médios e respectivos desvios-padrdo (barras) da porcentagem de
inibicdo da taxa de crescimento de L. minor exposta a diferentes niveis de
concentracbes da mistura de cloridrato de propranolol e losartana
potassica.
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Fonte: Da autora.
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Conforme visualizado na Tabela 24 e no gréfico da Figura 19, os efeitos de toxicidade da
mistura para L. minor claramente seguiram efeitos abaixo do aditivo em todas as
concentracdes efetivas testadas da mistura. Por exemplo, ao nivel da metade da concentracao
efetiva a 50% dos organismos, aplicada de cada um dos farmacos na mistura (CEs/2), 0s
efeitos de inibi¢do percentual da taxa de crescimento de L. minor foram de apenas cerca de
26% em comparagdo com o controle. O efeito de inibicdo de cerca de 50% da taxa de
crescimento so foi alcancado mediante a exposicao das macrofitas a metade da concentracédo
efetiva a 80% dos organismos, aplicada de cada um dos farmacos na mistura. Portanto, a
presenca de um dos farmacos modificou a toxicidade do outro na mistura, o que significa que
a toxicidade do cloridrato de propranolol e da losartana potassica em acdo combinada ndo é a
soma de suas toxicidades individuais para L. minor, ou seja, ocorreram intera¢fes quimicas
entre os dois farmacos testados na mistura para os efeitos de inibi¢cdo do crescimento de L.
minor. Deste modo, verifica-se que a avaliacdo dos efeitos toxicos de acdo individual de um
dado composto quimico sobre um certo organismo-alvo nem sempre é preditiva dos reais
efeitos a que esse organismo esta exposto no ecossistema. Pelo contrario, uma vez que 0s
farmacos ndo ocorrem sozinhos no meio ambiente e, sim, como misturas de diferentes
substancias ativas, metabdlitos e produtos de transformacdo (SANTOS et al., 2010), a
presenca simultanea de diversos farmacos e de outros compostos quimicos no ambiente pode
resultar em efeitos ecotoxicoldgicos diferentes do predito pela acdo desses mesmos compostos
em acdo individual, assim como ocorreu na avaliacdo ecotoxicoldgica dos efeitos dos

farmacos, em acdo combinada, realizada no presente trabalho.

4.4.2 Comparagdo dos efeitos da toxicidade medida da mistura com as toxicidades dos
farmacos em acéo individual e com a toxicidade de mistura predita pelos conceitos
de adicéo de concentragao e de acéo independente

A fim de se determinar se os efeitos de toxicidade medida de mistura seguiriam o
conceito preditivo de adicdo de concentracdo ou de agdo independente, calcularam-se o0s
efeitos de inibicdo da taxa de crescimento média para as respectivas concentragdes efetivas
testadas (CE,/2), utilizando-se das respectivas equacdes para predi¢do de toxicidade (1 e 2)
descritas no referencial tedrico deste trabalho. Para a avaliacdo do modelo de acéo
independente, foram calculados os valores da inibicdo da taxa de crescimento especifica

média de L. minor, que seriam causados, em a¢do individual, pelas concentra¢des aplicadas na
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mistura dos farmacos cloridrato de propranolol e da losartana potéssica, conforme mostrados

na Tabela 25 (efeitos do cloridrato de propranolol em acédo individual) e na Tabela 26 (efeitos

da losartana potéssica em acdo individual).

Tabela 25 - Valores de inibicdo (%) da taxa de crescimento média de L. minor, que
seriam causados em acdo individual pelo cloridrato de propranolol,
calculados para cada um dos 3 testes com esse farmaco, em cada uma das
concentracoes efetivas testadas na mistura.

Inibicdo da taxa de crescimento média de L. minor (%)
Concentracéao Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média Desvio-
efetiva (CE) de padréo
cloridrato de
propranolol
CEx/2 (7,6 mg.L™) 10,2 7,4 75 8,4 1,6
CEx/2 (23,5 mg.L™) 14,0 11,0 11,1 12,0 1,7
CEso/2 (50,7 mg.L™) 23,2 20,8 20,6 21,5 1,4
CE7/2 (67,5 mg.L™) 30,6 29,5 28,9 29,7 0,9
CEgo/2 (78,5 mg.L™) 36,2 36,1 35,3 35,9 0,5

Fonte: Da autora.

Tabela 26 - Valores de inibicdo (%) da taxa de crescimento média de L. minor, que
seriam causados em acdo individual pela losartana potassica, calculados
para cada um dos 3 testes com esse farmaco, em cada uma das
concentracoes efetivas testadas na mistura.

Inibicdo da taxa de crescimento média de L. minor (%)

Concentracao Teste 1 Teste 2 Teste 3 Media Desvio-

efetiva (CE) de padréao
losartana potéassica
CE10/2 (3,3 mg.LY) 9,4 7,9 9,2 8,8 0,8
CE/2 (13,2 mg.Lh) 13,6 11,6 13,1 12,8 1,0
CEso/2 (31,9 mg.L™) 25,0 22,2 24,1 23,8 1,4
CEzo/2 (48,7 mg.Lh) 38,5 35,7 37,3 37,2 14
CEgo/2 (63,8 mg.Lh) 50,8 48,8 50,0 49,9 1,0

Fonte: Da autora.
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Os valores medidos de toxicidade de mistura foram, entdo, comparados com os valores
tedricos preditos pelos efeitos de adicdo de concentragdo e de acdo independente, bem como

com os efeitos de acdo individual de cada farmaco, conforme mostrado na Tabela 27.

Tabela 27 - Toxicidade da mistura de cloridrato de propranolol e losartana potéssica
para L. minor, em comparagdo com as toxicidades medidas em acgdo
individual e a toxicidade da mistura predita pelos conceitos de adi¢do de
concentracao e acdo independente.

Inibicdo da taxa de crescimento média de L. minor (%)

Concentracdo | Medido Predito por Predito por Calculado | Calculado

efetiva no teste Adicédo de Acéo por acao por acao

de concentracdo) | independente | individual | individual

mistura (cloridrato | (losartana

propranolol) | potéssica)
CE10/2 5,8 10,0 16,5 8,4 8,8
CE20/2 7,1 20,0 23,3 12,0 12,8
CEso/2 26,6 50,0 40,2 21,5 23,8
CE70/2 40,9 70,0 55,8 29,7 37,2
CEgo/2 50,5 80,0 67,9 35,9 49,9

Fonte: Da autora.

Os dados comparativos dos efeitos de toxicidade medida da mistura com os efeitos
preditos por adicdo de concentracdo e de acdo independente, bem como com os efeitos de
cada um dos farmacos em acdo individual, conforme descritos na Tabela 27, podem ser

melhor visualizados no grafico comparativo mostrado na Figura 20.
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Figura 20 - Comparacéo da toxicidade medida da mistura de cloridrato de propranolol e
losartana potassica para L. minor, em relacdo as toxicidades em acdo
individual de cada farmaco e a toxicidade de mistura predita pelos conceitos
de adicdo de concentracdo e de acdo independente.
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Fonte: Da autora.

Conforme observado na Figura 20, ambos os modelos de adicdo de concentracdo e de
acdo independente superestimaram, em todos os niveis de concentracdo testados, os efeitos de
toxicidade da mistura dos farmacos cloridrato de propranolol e losartana potéssica no teste
com a L. minor. Portanto, uma vez que os efeitos de acdo combinada dos dois farmacos para
L. minor foram inferiores do que o predito por ambos os modelos, tais efeitos sdo chamados
de antagonismo. Nota-se, ainda, que os efeitos da mistura mostraram-se bastante proximos
aos efeitos de um dos farmacos em agdo individual, a losartana potassica.

De acordo com Spurgeon et al. (2010), em casos em que os efeitos de combinacdo de
compostos quimicos sofrem desvios de um ou de ambos os modelos de referéncia aqui
citados, como € o caso do que ocorreu no teste de mistura realizado no presente trabalho,
ocorrem divergéncias em relacdo as suposi¢des matematicas dos dois modelos de referéncia.
A fim de se compararem os desvios dos efeitos observados da mistura em relacdo aos preditos
pelos modelos de adigéo de concentracdo e de acdo independente, calcularam-se os valores
das proporcdes residuais de efeito (effect residual ratio, ERR), conforme Wang et al. (2010),

0s quais estdo mostrados na Tabela 28.
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Tabela 28 - Valores de proporcgdes residuais de efeito (% ERR), calculados para os
desvios dos efeitos da mistura de cloridrato de propranolol e losartana
potassica em relacdo aos valores preditos pelos modelos de adicdo de
concentracao e de acdo independente.

Nivel de concentracéo

ERR (%) em relacéo ao
modelo de adi¢do de

ERR (%) em relacéo ao
modelo de agdo

concentracao independente
CEjo/2 72 184
CEo/2 182 228
CEso/2 88 51
CE7o/2 71 36
CEgo/2 58 34

Fonte: Da autora.

A comparagéo entre os desvios dos efeitos de mistura em relagcdo aos valores preditos

pelos modelos de referéncia pode ser melhor visualizada no grafico da Figura 21.

Figura 21 - Comparacgao das proporc¢oes residuais de efeito (%0ERR) dos desvios dos
efeitos da mistura de cloridrato de propranolol e losartana potassica sobre
L. minor, em relacdo aos efeitos preditos pelos modelos de adigdo de
concentracdo e de acdo independente.
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Fonte: Da autora.

De acordo com o observado na Tabela 28 e no grafico da Figura 21, os desvios dos

efeitos da mistura, em compara¢do com ambos os modelos de referéncia, foram maiores nas
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concentragOes inferiores de efeito combinado dos farmacos. Nesses casos, 0s desvios foram
maiores em relacdo ao modelo de agdo independente. Por outro lado, nas concentragdes
superiores de efeito combinado, os desvios dos efeitos da mistura foram menores e mais
préximos dos valores preditos pelo modelo de acdo independente. Portanto, fazendo-se um
pararelo dos resultados obtidos no teste de mistura do presente trabalho com as afirmacdes de
Spurgeon et al. (2010), a presenca de um dos farmacos (a losartana potéssica ou o cloridrato
de propranolol) modificou a toxicidade do outro na mistura, em diferentes extensoes,
dependendo da concentracdo combinada dos farmacos. Assim, a toxicidade da mistura de
cloridrato de propranolol e losartana potassica sobre a L. minor ndo é a soma das suas
toxicidades individuais, como anteriormente visto, além de as probabilidades de resposta entre
esses dois farmacos ndo serem completamente independentes. Deste modo, claramente
ocorreram interacfes entre os farmacos em acdo combinada sobre a macrofita e, de acordo
com Spurgeon (2010), nenhum dos dois modelos leva em consideracdo essas possiveis
interagOes, conforme foi confirmado pelos resultados obtidos no teste de mistura realizado no
presente trabalho.

Na literatura, encontram-se outros exemplos de casos em que 0s modelos preditivos de
adicédo de concentracdo e de acdo independente ndo foram capazes de descrever a toxicidade
de acdo combinada de compostos quimicos, como resultado de interacdes entre esses. Dentre
esses exemplos, encontram-se outros casos de antagonismo, como foi 0 caso descrito neste
trabalho, além de casos de sinergismo e de interacGes dose (concentracdo)-dependente. Um
exemplo de antagonismo em relacdo ao modelo de adicdo de concentracdo foi relatado por
Posthuma et al. (1997) os quais, como resultado da avaliacdo dos efeitos de toxicidade em
acao combinada de cobre e zinco sobre o oligoqueta terrestre Enchytraeus crypticus, em testes
de concentracBGes corporais, observaram que os efeitos da mistura desses metais foram
menores do que os efeitos preditos por adicdo de concentracdo. Também Van Gestel e
Hensbergen (1997), ao avaliarem os efeitos de acdo combinada de cddmio e zinco sobre o
crescimento do artropode Folsomia candida, concluiram que os efeitos dessa mistura foram
antagonisticos. Exemplos de efeitos sinérgicos de mistura foram relatados, por exemplo, por
Meled, Thrasyvoulou e Belzunces (1998), em testes de acdo combinada do inseticida
deltametrina com o fungicida plocloraz, em abelhas Apis mellifera. Nesse estudo, os dois
compostos foram aplicados em doses subletais, quando considerados em acéo individual, mas
que produziram diferentes taxas de mortalidade ao agirem em acdo combinada nas abelhas.
Outros exemplos de interacdes sinérgicas entre compostos quimicos foram descritos em testes

de sobrevivéncia e de atividade da acetilcolinesterase no microcrustdceo marinho Tigriopus
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brevicornis, realizados por Forget et al. (1999), os quais observaram efeitos letais sinérgicos
notaveis principalmente para as misturas entre o metal cAdmio e o inseticida diclorvos e entre
os inseticidas diclorvos e malathion. Efeitos sinérgicos foram também relatados por esses
autores na inibicdo da atividade da acetilcolinesterase em Tigriopus brevicornis pelas misturas
dos metais e dos inseticidas testados.

Com relagdo ao efeito de mistura de farmacos, Cleuvers (2003) encontrou efeitos de
sinergismo entre a mistura dos anti-inflamatérios diclofenaco e ibuprofeno, em teste de
toxicidade aguda com Daphnia magna, em que os efeitos da mistura foram superiores aos
preditos pelos modelos de adi¢do de concentragdo e de acdo independente, em todos 0s niveis
testados de concentracbes combinadas dos farmacos. Efeitos concentracdo-dependentes de
mistura de farmacos foram observados por Cleuvers (2004), em testes agudos realizados com
esse mesmo cladocero. Esse autor testou os efeitos de agdo combinada dos anti-inflamatérios
diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno e acido acetilsalicilico e concluiu que nenhum efeito foi
observado na imobilidade da Daphnia magna nos niveis de concentracdes combinadas mais
baixos; porém, aos niveis mais elevados de CEsg e de CEgp, a toxicidade da mistura foi tdo ou
mais elevada do que a predita pelo modelo de adicdo de concentracdo. Portanto, conforme
afirma Spurgeon et al. (2010), as interacOes entre compostos quimicos em mistura sdo
comuns, embora difiram enormemente em magnitude e em significado bioldgico.

Deste modo, os resultados obtidos no presente trabalho, juntamente com outros relatados
na literatura, como os exemplos supracitados, alertam para o fato de que, muito embora 0s
modelos de adicdo de concentracdo e de acdo independente possam fornecer um
embasamento matematico inicial para predizer os efeitos de uma mistura de toxicantes
ambientais, os efeitos experimentais a que 0s organismos estdo expostos nos ecossistemas
podem ser muito diferentes desses efeitos preditos, o que torna a toxicidade de mistura um

desafio continuo para os regimes regulatérios.

4.4.3 Alteracdes macroscopicas promovidas pela mistura de farmacos

A acdo combinada dos farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica
ocasionou abscisdo na estrutura de algumas col6nias de L. minor, nos niveis de concentracdo
combinada de CEo/2 e CEgy/2, logo ap0s 48 h de teste com a mistura. No 6° dia de teste,

observou-se a adi¢do dos efeitos de padréo irregular de formacdo das col6nias com a necrose
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parcial de algumas frondes, no maior nivel de concentragdes combinadas testado. Tais
caracteristicas intensificaram-se no ultimo dia de teste e passaram a ser visiveis também nos
niveis de efeitos combinados de CEsy/2 e CE7/2 (FIGURA 22).

Figura 22 - Alteragdes macroscopicas observadas nas frondes de L. minor pela acéo

combinada dos farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica,
apos 7 dias de teste:

A) L. minor no controle

B) L. minor no nivel de acdo combinada de CEsz/2 dos farmacos
C) L. minor nivel de agdo combinada de CE7(/2 dos farmacos

D) L. minor nivel de acdo combinada de CEgy/2 dos farmacos

at P
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D)
Fonte: Da autora.

Portanto, quanto as alteragdes macroscopicas promovidas pela acdo da mistura de
cloridrato de propranolol e losartana potassica, houve uma adicdo dos efeitos individuais de
cada farmaco sobre a L. minor.
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4.4.4 Valores de pH medidos no teste de mistura

Os valores de pH medidos nas concentracdes combinadas dos farmacos, nos dias inicial e
final do teste de mistura, bem como a variacdo de pH (ApH) calculada entre esses dias, Sa0

mostrados no Tabela 29.

Tabela 29 - Valores de pH e de ApH medidos entre os dias inicial e final, nos 3 testes
realizados para a avaliacdo dos efeitos toxicos da losartana potassica sobre

a L. minor.
Niveis de concentragdes pH inicio pH fim ApH
combinadas

Controle 5,45 6,33 0,88

CE1o/2 571 6,40 0,69

CE/2 574 6,31 0,57

CEso/2 5,78 6,16 0,38

CE7o/2 5,82 6,10 0,28

CEgo/2 5,79 6,04 0,25

Fonte: Da autora.

Conforme observado na Tabela 29, o pH nédo variou mais do que 1,5 unidade durante o
teste, em nenhum nivel de concentracdo testado, conforme recomendado pela OECD (2006).
Quando se comparam os valores de pH entre 0s niveis de concentracdes combinadas testados,
no dia final de teste, observa-se uma reducdo gradativa de valores com o aumento das
concentracdes. Isso pode ser devido a menor taxa fotossintética, com menor captacéo relativa
de CO,, ocasionada pela reducdo do nimero de frondes e pelas necroses parciais ocorridas nas

macrofitas, com o0 aumento das concentra¢fes combinadas dos farmacos.

4.5 Derivacdo de critérios de qualidade da &gua para protecdo das comunidades
pelagicas de agua doce e salina com relagéo aos farmacos cloridrato de propranolol
e losartana potassica

4.5.1 Critérios de qualidade da &gua para protecdo das comunidades pelagicas de agua
doce e salina com relacé@o ao farmaco cloridrato de propranolol (CAS n° 318-98-9)

Uma vez que existe um conjunto minimo de dados disponiveis acerca dos efeitos
ecotoxicoldgicos do farmaco cloridrato de propranolol (CAS n° 318-98-9), critérios de

qualidade da agua foram derivados para a protecdo das espécies pelagicas de agua doce e
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salina com relagdo a esse farmaco, de acordo com Lepper (2005) e Umbuzeiro et al. (2011).
Na Tabela 30, constam os dados adotados para a derivacao desse critério.

Tabela 30 - Dados para derivacdo de critérios de protecdo da vida aquatica de espécies
pelagicas de &4gua doce e salina, com relacdo aos efeitos do cloridrato de
propranolol (CAS n° 318-98-9).

Nivel Ensaio Espécies Habitat Expressdo | Tempo Valor | Referéncia
tréfico do exposicdo | pg.L™
resultado
Peixes Cronico | Pimephales | Agua CENO 21 dias 10 Giltrow et
promelas doce al. (2009)
Peixes Cronico | Danio rerio | Agua CENO 21 dias 31,8 Madureira
doce etal.
(2011)
Peixes Cronico | Danio rerio | Agua CENO 10 dias 2000 Ferrari et
doce al. (2004)
Peixes Cronico | Oncorhync | Agua CENO 40 dias 1000 Owen et al.
hus mykiss | doce (2009)
Inverte- | Cronico | Daphnia Agua CENO 9 dias 55 Dzialowski,
brados magna doce Turner e
Brooks
(2006)
Inverte- | Cronico | Ceriodaphn | Agua CENO 7 dias 9 Ferrari et
brados ia dubia doce al. (2004)
Inverte- | Cronico | Brachionus | Agua CENO 2 dias 1000 Liuetal.
brados calyciflorus | doce (2009)
Inverte- | Crénico | Brachionus | Agua CENO 2 dias 180 Ferrari et
brados calyciflorus | doce al. (2004)
Algas Cronico | Pseudokirc | Agua CENO 3 dias 156 Liuetal.
hneriella doce (2009)
subcapitata
Algas Crénico | Pseudokirc | Agua CENO 4 dias 5000 Ferrari et
hneriella doce al. (2004)
subcapitata
Molus- | Cronico | Mytilus Agua CENO 10 dias 11 Solé et al.
cos galloprovin | salina (2010)
cialis

Fonte: Da autora.

De acordo com a Tabela 30, uma vez que trés CENO para, no minimo, trés espécies
representantes de trés niveis troficos estdo disponiveis, utilizou-se o fator de avaliagdo (FA)
de 10 a fim de derivar um critério de qualidade para a prote¢do das comunidades pelégicas de

agua doce, conforme o seguinte calculo:
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Valor crnico menor de 3 niveis troficos 9 pug/L
10 FA -~ 10

CQA = = 0,9 pg/L

Salienta-se que o valor determinado para o critério de qualidade da dgua acima descrito
refere-se ao farmaco propranolol na forma do sal cloridrato, de CAS n° 318-98-9. Assim,
considera-se que, até a concentracdo maxima de 0,9 pg.L™ desse farmaco, é improvavel que
ocorram efeitos adversos a especies pelagicas de ecossistemas de agua doce. Um comparativo
desse valor com dados de detecc¢édo do cloridrato de propranolol em aguas superficiais, como
de rios e corregos, permite concluir que as maiores concentracdes até entdo quantificadas
desse farmaco sdo, aproximadamente, de 1,5 a 100 vezes menores do que o critério de
qualidade aqui calculado (BENDZ et al., 2005; ROBERTS; THOMAS, 2006; HILTON;
THOMAS, 2003; TERNES, 1998; GINEBREDA et al. 2010).

Para a derivagdo de um critério de qualidade da agua para a protecdo de organismos
pelagicos de &guas salinas ou salobras, utilizou-se um FA de 50, uma vez que apenas uma
CENO de um grupo taxondmico marinho adicional esteve disponivel. O critério para aguas

salinas ou salobras foi entdo derivado conforme o seguinte célculo:

Valor cronico menor de 2 niveis troficos + 1 marinho 9 pg/L
cQA = 50 FA =g~ 18He/L

Portanto, é improvavel que ocorram efeitos adversos a espécies pelagicas de aguas salinas ou
salobras até a concentragdo méaxima de 0,18 pg.L™ de cloridrato de propranolol. As maiores
concentracOes relatadas desse farmaco em aguas salinas e salobras sdo, aproximadamente, de
3 a 10 vezes menores do que o critério de qualidade da agua calculado neste trabalho (WILLE
et al., 2010; THOMAS; HILTON, 2004). No entanto, muito embora as concentracdes
residuais individuais desse farmaco em ambientes aquaticos sejam relativamente baixas para
causar riscos a biota, deve-se sempre considerar que existe a possibilidade de ocorrerem
interacdes resultantes da acdo combinada de farmacos, as quais podem tanto atenuar
(antagonismo) quanto potencializar (sinergismo) os efeitos adversos sobre 0s organismos

aquaticos, conforme descrito no presente trabalho.
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4.5.2 Critério preliminar de qualidade da agua para protecdo da comunidade aquatica para
o farmaco losartana potéssica (CAS n. 124750-99-8)

A quantidade de dados ecotoxicoldgicos acerca dos efeitos do farmaco losartana potéssica
ainda € escassa e insuficiente para derivar-se um critério de qualidade da agua para
organismos pelagicos. Portanto, recorreu-se a dados de relagcbes quantitativas estrutura-
atividade (RQEA), disponibilizados pelo National Centers for Coastal Ocean Science
(NCCQOS), um centro de pesquisa do National Oceanic and Atmospheric Administration
(NOAA), dos Estados Unidos, extraidos de dados de Sanderson et al. (2004), obtidos por

meio do programa ECOSAR. Os valores desses dados sdo mostrados na Tabela 31.

Tabela 31 - Dados ecotoxicoldgicos para os efeitos do farmaco losartana potassica,
obtidos por meio de relagdes quantitativas estrutura-atividade (RQEA)
calculadas pelo ECOSAR.

Nivel trofico Valor predito de CEO (mais baixa
concentracao de efeito toxico) pg.L™

Peixe 13.000
Alga 1.817
Dafinideo 55

Fonte: NCCOS (USA) — The National Centers for Coastal Ocean Science.

Uma vez que os dados da previsdo RQEA apresentaram valores mais baixos do que os
escassos valores ecotoxicologicos disponiveis na literatura, calculou-se um critério preliminar
de qualidade (CPQA) da agua doce, conforme Umbuzeiro et al. (2011), previsto por meio do
modelo RQEA para peixes, invertebrados e algas, tendo-se dividido o valor mais baixo por
um FA de 1000, de acordo com o célculo a seguir:

Menor valor RQEA de 3 niveis troficos 55 pg/L
1000 FA ~ 1000

CPQA = = 0,055 pug/L

Para o célculo de um critério preliminar de qualidade da &gua para a protecdo das
espécies marinhas, o menor valor predito por RQEA foi dividido por um FA de 10.000
(UMBUZEIRO et al., 2011), conforme o seguinte calculo:
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Menor valor RQEA de 3 niveis troficos 55 pg/L
10.000 FA ~10.000

CPQA = = 0,0055 pg/L

Portanto, de acordo com os resultados obtidos para os célculos de critérios preliminares
de qualidade da agua para o farmaco losartana potassica, considera-se que, até as
concentracdes méaximas de 0,055 e de 0,0055 pg.L™? desse farmaco, é improvavel que
ocorram efeitos adversos aos organismos de agua doce e marinhos, respectivamente. Contudo,
salienta-se que esses sdo dados preliminares e, portanto, testes ecotoxicoldgicos adicionais,
sobretudo crénicos, como os realizados no presente trabalho, sdo necessarios para a derivacao
de critérios definitivos de qualidade da agua para a protecdo da comunidade aquatica contra

0s possiveis efeitos adversos ocasionados por esse farmaco.
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5 CONCLUSOES

Com relagéo aos testes de sensibilidade, os resultados obtidos neste trabalho permitem
concluir que o cloreto de s6dio mostrou-se uma substancia de referéncia adequada para testes
com o organismo L. minor, dada a consisténcia satisfatoria de respostas da macroéfita a esse
sal, verificada por meio do relativamente baixo valor de coeficiente de variacdo entre 0s
testes. Além disso, o uso do NaCl apresenta como vantagens a sua toxicidade relativamente
baixa, 0 que acarreta uma maior facilidade no descarte dos residuos gerados durante os testes
ecotoxicoldgicos.

Com relacdo aos resultados obtidos na avaliacdo ecotoxicologica do farmaco cloridrato
de propranolol com a L. minor, verificou-se que essa macréfita mostrou-se menos sensivel
aos efeitos desse farmaco em comparacdo com outros organismos-teste. Ainda assim, 0S
resultados obtidos na avaliacdo do pardmetro area foliar total para essa macrofita permitem
classificar o cloridrato de propranolol como uma substancia perigosa para o ambiente
aquatico, com relacéo aos seus efeitos de toxicidade aguda.

A comparagéo entre os resultados de concentragdo efetiva mediana, obtidos entre os 3
parametros avaliados nos testes com o cloridrato de propranolol, permitiu concluir que a
sensibilidade entre estes pode diferir significativamente, dependendo da substancia avaliada.
No caso do cloridrato de propranolol, a area foliar total mostrou-se ser o parametro mais
sensivel aos efeitos de toxicidade desse farmaco, o que confirma a necessidade de se avaliar
pelo menos um outro pardmetro além do nimero de frondes em testes de inibi¢do do
crescimento de L. minor.

Os resultados obtidos nos testes com a losartana potassica mostraram que a L. minor
foi mais sensivel aos efeitos desse farmaco do que outros organismos-teste ja avaliados.
Portanto, uma vez que a sensibilidade aos compostos quimicos pode diferir muito entre
animais e plantas e mesmo entre algas e plantas superiores, a realizagcdo de testes com L.
minor torna-se muito Gtil e adicional na avaliagdo do impacto de contaminantes ambientais.

A avaliacdo das alteragdes macroscopicas observadas no desenvolvimento das plantas
mostrou que, muito embora ambos os farmacos tenham promovido inibi¢cbes na taxa de
crescimento de L. minor, as agdes toxicas provocadas por eles nas plantas diferiram
qualitativamente entre si, 0 que pode ser indicativo de efeitos provocados por meio de

diferentes mecanismos de acgdo sobre a planta.
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Ambos os modelos de adicdo de concentracdo e de agdo independente, 0s quais s&o
usualmente utilizados para a predicdo da toxicidade de misturas, superestimaram os efeitos da
acao combinada dos farmacos cloridrato de propranolol e losartana potassica sobre L. minor.
Portanto, ocorreram interacdes antagonisticas entre esses dois farmacos nos efeitos sobre a
macrofita. Uma vez que esses modelos preditivos ndo levam em consideracdo as possiveis
interagBes entre compostos quimicos em uma mistura, resultados como os observados no
presente trabalho, juntamente com outros relatados na literatura, mostraram que a
aplicabilidade desses modelos para a previsdo de riscos ambientais de misturas reais é
limitada. No entanto, testar cada possivel combinacdo de compostos quimicos, presentes em
misturas ambientalmente relevantes, € impraticAvel, o que gera a necessidade de
desenvolverem-se modelos compreensiveis e capazes de predizer a toxicidade de misturas de
forma mais acurada e realistica, principalmente para espécies de organismos cujos processos
fisioldgicos envolvidos na resposta a toxicantes sdo ainda pouco investigados (MARTIN et
al., 2009). Nesse sentido, uma possivel alternativa para o propdsito de se desenvolver uma
base para a avaliacdo ambiental do risco de misturas, apontada por Martin et al. (2009),
consistiria na geracdo de um extenso conjunto de dados de estudos de misturas, perfazendo a
superficie de concentragGes-respostas como um todo, de forma que os dados assim gerados
pudessem ser usados para avaliar as probabilidades e magnitudes de desvios dos modelos
preditivos existentes. Portanto, os dados gerados na presente pesquisa contribuem, ainda que
de forma incipiente, para a geracdo desse conjunto de dados requeridos para a predi¢do de
efeitos de acdo combinada de contaminantes ambientais, principalmente sobre organismos-
teste ainda pouco utilizados em avaliacGes ecotoxicoldgicas, que sdo as macrofitas aquaticas.

Por fim, conclui-se que a realizacdo de testes ecotoxicolégicos com outros farmacos e por
meio de outras espécies de organismos-teste, além dos utilizados no presente trabalho, torna-
se necessaria a fim de que se possam calcular critérios de qualidade da dgua que visem a
nortear o estabelecimento de padrbes e ou de regulamentacdes para a preservacdo da biota

aquatica dos efeitos adversos causados por esses contaminantes.
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APENDICE A - Curvas concentragio-resposta com respectivas equacdes de regressio
nao-linear e valores dos parametros da equagcdo com respectivos
desvios-padrao dos 9 testes de sensibilidade realizados:

A) Teste de sensibilidade 1;
B) Teste de sensibilidade 2;
C) Teste de sensibilidade 3;
D) Teste de sensibilidade 4;
E) Teste de sensibilidade 5;
F) Teste de sensibilidade 6;
G) Teste de sensibilidade 7;
H) Teste de sensibilidade 8;
1) Teste de sensibilidade 9.
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Equacao:

y = a/ (1+exp (- (x-xc)))

Coeficiente de

Valor do

Valor do parametro

Valor do parametro k+

determinacao parametro a XCt desvio-padrao
(R?) +desvio-padrao desvio-padrao
0,98787 91,80497+5,09618 | 4073,76018+210,36873 | 8,6687.10"+1,1617. 10™
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Equacao:

y = a/ (1+exp (-k (x-xc)))

Coeficiente de

Valor do

Valor do parametro

Valor do parametro k+

determinacao parametro a Xct desvio-padrao
(R%) +desvio-padréo desvio-padréo
0,99512 84,70988+2,1859 | 3533,63205+100,27237 0,001%8,31112. 10”
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Equacao:

y = a/ (1+exp (-k (x-xc)))

Coeficiente de

Valor do

Valor do parametro

Valor do parametro k+

determinacao parametro a Xct desvio-padrao
(R%) +desvio-padréo desvio-padréo
0,98397 89,06493+4,2634 | 3530,23828+188,40789 | 9,59242.10+1,42061. 10™
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Valor do parametro
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determinacao parametro a Xct desvio-padrao
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Coeficiente de

Valor do

Valor do parametro

Valor do parametro k+

determinacao parametro a Xct desvio-padrao
(R?) +desvio-padrao desvio-padrao
0,99471 90,78612+3,1481 | 3852,71586+137,63742 | 8,2673.10"+7,06908. 10™




158

APENDICE B - Tabelas de valores de taxa de crescimento especifica média (i) e de
porcentagem de inibicdo da taxa de crescimento (%l,), medias e
desvio-padrao (o) referentes aos testes de sensibilidade ao cloreto de
sodio (NaCl) e aos testes com os farmacos cloridrato de propranolol e
losartana potassica, em acdo individual e em mistura, relativos aos
parametros nimero de frondes, &rea foliar total e peso fresco.

Tabela 1 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor referentes ao teste 1 de
sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo i Média de p ) I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,27817
Controle/2 0,27354 0,27463 0,00314 0 0 0
Controle/3 0,27219
1500/1 0,25788 6,09820
1500/2 0,24962 0,24761 0,01141 9,10705 9,83915 4,15566
1500/3 0,23532 14,31221
2500/1 0,22232 19,04915
2500/2 0,21667 0,21818 0,00362 | 21,10532 | 20,55378 1,31842
2500/ 3 0,21557 21,50686
3500/1 0,16979 38,17383
3500/2 0,15283 0,16121 0,00848 | 44,35128 | 41,30022 3,08942
3500/3 0,16100 41,37556
4500/ 1 0,12659 53,90613
4500/ 2 0,11396 0,12157 0,00671 | 58,50619 | 55,73205 2,44223
4500/ 3 0,12418 54,78384
5500/1 0,09250 66,31712
5500/2 0,08572 0,07728 0,02077 | 68,78620 | 71,85928 7,56247
5500/ 3 0,05362 80,47453
6500/ 1 0,03776 86,25186
6500/ 2 0,03495 0,03684 0,00164 | 87,27352 | 86,58436 0,59695
6500/3 0,03782 86,22771
7500/ 1 0,03776 86,25186
7500/ 2 0,04126 0,04053 0,00249 | 84,97749 | 85,24074 0,90857
7500/ 3 0,04259 84,49286
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Tabela 2 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor referentes ao teste 2 de
sensibilidade ao NaCl.

Concentragdo M Média de p c I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,26170
Controle/2 0,26562 0,26197 0,00353 0 0 0
Controle/3 0,25857
1500/1 0,23832 9,02761
1500/ 2 0,23981 0,23797 0,00204 | 8,45791 9,16074 0,77798
1500/ 3 0,23578 9,99669
2500/ 1 0,19980 23,73014
2500/ 2 0,19027 0,19851 0,00768 | 27,36667 24,22156 2,93047
2500/ 3 0,20547 21,56787
3500/1 0,15607 40,42396
3500/ 2 0,15482 0,14468 0,01865 | 40,90013 44,76990 7,11893
3500/ 3 0,12316 52,98549
4500/1 0,09537 63,59262
4500/ 2 0,07984 0,09196 0,01083 | 69,52366 64,89594 4,13316
4500/ 3 0,10067 61,57154
5500/ 1 0,07564 71,12556
5500/ 2 0,09912 0,09091 0,01324 | 62,16438 65,29524 5,05381
5500/3 0,09800 62,59580
6500/ 1 0,04851 81,48121
6500/ 2 0,05356 0,04840 0,00521 | 79,55270 81,52271 1,99108
6500/ 3 0,04313 83,53422
7500/ 1 0,04215 83,90942
7500/ 2 0,04313 0,04171 0,00169 | 83,53422 84,07764 0,64422
7500/3 0,03985 84,78928
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Tabela 3 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor referentes ao teste 3 de
sensibilidade ao NaCl.

Concentragdo M Média de p c I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,24716 0
Controle/2 0,25325 0,25124 0,00352 0 0 0
Controle/3 0,25329 0
1500/1 0,21974 12,53504
1500/ 2 0,22272 0,22451 0,00586 | 11,35116 10,63939 2,33438
1500/3 0,23106 8,03198
2500/ 1 0,18578 26,05329
2500/2 0,17667 0,18427 0,00696 | 29,67981 26,65587 2,77221
2500/3 0,19035 24,23450
3500/1 0,14277 43,17329
3500/2 0,12573 0,13929 0,01220 | 49,95657 44,55726 4,85752
3500/3 0,14938 40,54191
4500/ 1 0,10292 59,03346
4500/ 2 0,10596 0,09782 0,01157 | 57,82532 61,06527 4,60527
4500/ 3 0,08457 66,33703
5500/ 1 0,04019 84,00336
5500/ 2 0,04557 0,03806 0,00876 | 81,86267 84,84957 3,48787
5500/3 0,02843 88,68269
6500/ 1 0,03802 84,86517
6500/ 2 0,03802 0,03802 5,99.10" | 84,86517 84,86517 2,383.10”
6500/ 3 0,03802 84,86517
7500/ 1 0,0405 83,88441
7500/ 2 0,0405 0,03921 0,00222 | 83,88441 84,39410 0,88281
7500/3 0,0366 85,41348
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Tabela 4 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor referentes ao teste 4 de
sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,27179 0
Controle/2 0,27100 0,26876 0,00457 0 0 0
Controle/3 0,26351 0
1500/1 0,24326 9,49095
1500/2 0,23241 0,23614 0,00616 | 13,52580 12,13823 2,29350
1500/3 0,23276 13,39794
2500/ 1 0,20255 24,63739
2500/ 2 0,20731 0,20444 0,00252 | 22,86560 23,93264 0,93981
2500/3 0,20347 24,29494
3500/1 0,16209 39,69005
3500/2 0,14780 0,15716 0,00811 | 45,00761 41,52523 3,01729
3500/3 0,16159 39,87803
4500/ 1 0,10709 60,15485
4500/ 2 0,11743 0,11156 0,00531 | 56,30770 58,49134 1,97561
4500/ 3 0,11016 59,01147
5500/ 1 0,05940 77,89950
5500/2 0,05423 0,06113 0,00792 | 79,82319 77,25355 2,94621
5500/ 3 0,06978 74,03795
6500/ 1 0,04340 83,85118
6500/ 2 0,04340 0,04422 0,00142 | 83,85118 83,54558 0,52931
6500/ 3 0,04587 82,93438
7500/ 1 0,03511 86,93654
7500/ 2 0,04587 0,04228 0,00621 | 82,93438 84,26843 2,31065
7500/ 3 0,04587 82,93438
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Tabela 5 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor referentes ao teste 5 de
sensibilidade ao NaCl.

Concentragdo M Média de p c I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,26433 0
Controle/2 0,27535 0,27078 0,00575 0 0 0
Controle/3 0,27266 0
1500/1 0,23940 11,58906
1500/2 0,23681 0,23681 0,00259 | 12,54546 12,54642 0,95785
1500/3 0,23421 13,50476
2500/ 1 0,19410 28,31642
2500/ 2 0,19943 0,19946 0,00536 | 26,34968 26,33990 1,98143
2500/3 0,20484 24,35359
3500/1 0,13628 49,67010
3500/ 2 0,14505 0,14677 0,01145 | 46,43178 45,79571 4,22845
3500/ 3 0,15899 41,28526
4500/1 0,10401 61,58899
4500/ 2 0,09635 0,09944 0,00404 | 64,41657 63,27688 1,49138
4500/ 3 0,09795 63,82509
5500/ 1 0,04802 82,26602
5500/ 2 0,05669 0,05380 0,00501 | 79,06347 80,13099 1,84899
5500/3 0,05669 79,06347
6500/ 1 0,043402 83,97143
6500/ 2 0,043402 | 0,04340 0 83,97143 83,97143 0
6500/ 3 0,043402 83,97143
7500/ 1 0,041309 84,74432
7500/ 2 0,03665 0,03789 0,00300 | 86,46635 86,00650 1,10641
7500/3 0,03572 86,80884
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Tabela 6 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor referentes ao teste 6 de
sensibilidade ao NaCl.

Concentragdo M Média de p c I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,25860 0
Controle/2 0,26384 0,25844 0,00549 0 0 0
Controle/3 0,25287 0
1500/ 1 0,23107 10,58803
1500/ 2 0,23857 0,23697 0,00528 | 7,68601 8,30606 2,04375
1500/ 3 0,24127 6,64414
2500/ 1 0,21458 16,97124
2500/ 2 0,21469 0,21353 0,00191 | 16,92792 17,37600 0,73890
2500/ 3 0,21133 18,22884
3500/1 0,17681 31,58631
3500/ 2 0,17545 0,17419 0,00342 | 32,11282 32,59821 1,32315
3500/ 3 0,17032 34,09550
4500/1 0,11521 55,42122
4500/ 2 0,11646 0,11395 0,00332 | 54,93719 55,90682 1,28329
4500/ 3 0,11019 57,36205
5500/ 1 0,06762 73,83476
5500/ 2 0,05169 0,06117 0,00839 | 80,00035 76,32878 3,24708
5500/3 0,06422 75,15124
6500/ 1 0,03495 86,47612
6500/ 2 0,02136 0,02529 0,00841 | 91,73351 90,21402 3,25593
6500/ 3 0,01956 92,43244
7500/ 1 0,01937 92,50312
7500/ 2 0,02125 0,02165 0,00250 | 91,77630 91,62218 0,96725
7500/3 0,02433 90,58713




164

Tabela 7 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor referentes ao teste 7 de
sensibilidade ao NaCl.

Concentragdo M Média de p c I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,24990 0
Controle/2 0,25918 0,25500 0,00470 0 0 0
Controle/3 0,25592 0
1500/ 1 0,22961 9,95820
1500/2 0,23327 0,23106 0,00195 | 8,52027 9,38851 0,76404
1500/3 0,23030 9,68705
2500/ 1 0,22152 13,12748
2500/ 2 0,22039 0,22176 0,00150 | 13,57267 13,03455 0,59010
2500/3 0,22337 12,40350
3500/1 0,17339 32,00377
3500/ 2 0,17342 0,17272 0,00119 | 31,99072 32,26770 0,46848
3500/ 3 0,17134 32,80861
4500/1 0,09956 60,95670
4500/ 2 0,10006 0,10003 0,00046 | 60,75959 60,77141 0,17966
4500/ 3 0,10047 60,59795
5500/ 1 0,08589 66,31591
5500/ 2 0,09462 0,08881 0,00503 | 62,89476 65,17404 1,97391
5500/3 0,08590 66,31144
6500/ 1 0,01061 95,83791
6500/ 2 0,01143 0,01442 0,00589 | 95,51582 94,34665 2,30963
6500/ 3 0,02120 91,68621
7500/ 1 0,01956 92,33040
7500/ 2 0,00797 0,01353 0,00581 | 96,87584 94,69262 2,27800
7500/3 0,01308 94,87163
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Tabela 8 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor referentes ao teste 8 de
sensibilidade ao NaCl.

Concentragdo M Média de p c I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,25712 0
Controle/2 0,25753 0,25736 0,00022 0 0 0
Controle/3 0,25745 0
1500/1 0,24347 5,39852
1500/ 2 0,24191 0,23925 0,00601 | 6,00469 7,03893 2,33605
1500/ 3 0,23237 9,71357
2500/ 1 0,20408 20,70361
2500/2 0,19984 0,20178 0,00214 | 22,35022 21,59652 0,83208
2500/ 3 0,20142 21,73573
3500/1 0,16946 34,15753
3500/2 0,17447 0,17382 0,00408 | 32,21026 32,46203 1,58468
3500/3 0,17753 31,01831
4500/ 1 0,09650 62,50596
4500/ 2 0,09506 0,09633 0,00120 | 63,06273 62,56948 0,46476
4500/ 3 0,09744 62,13974
5500/ 1 0,08455 67,14707
5500/ 2 0,09539 0,09151 0,00604 | 62,93730 64,44487 2,34540
5500/3 0,09458 63,25023
6500/ 1 0,02920 88,65370
6500/ 2 0,03188 0,02688 0,00648 | 87,61388 89,55616 2,51788
6500/ 3 0,01956 92,40090
7500/ 1 0,03495 86,41976
7500/ 2 0,03188 0,02962 0,00675 | 87,61388 88,49238 2,62456
7500/ 3 0,02202 91,44350
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Tabela 9 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor referentes ao teste 9 de
sensibilidade ao NaCl.

Concentragdo M Média de p c I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,25504 0
Controle/2 0,26328 0,26235 0,00690 0 0 0
Controle/3 0,26874 0
1500/1 0,23435 10,67394
1500/2 0,23085 0,23448 0,00370 | 12,00872 10,62399 1,41037
1500/3 0,23824 9,18931
2500/ 1 0,19618 25,22134
2500/ 2 0,18881 0,18891 0,00722 | 28,03034 27,99291 2,75305
2500/3 0,18174 30,72706
3500/1 0,16306 37,84791
3500/ 2 0,17678 0,17200 0,00775 | 32,61731 34,43885 2,95465
3500/ 3 0,17617 32,85131
4500/1 0,11149 57,50265
4500/ 2 0,10563 0,10902 0,00304 | 59,73844 58,44319 1,15933
4500/ 3 0,10995 58,08848
5500/ 1 0,07718 70,57938
5500/ 2 0,06293 0,07403 0,00990 | 76,01216 71,78210 3,77523
5500/3 0,08197 68,75475
6500/ 1 0,04362 83,37001
6500/ 2 0,02226 0,03253 0,01070 | 91,51426 87,59838 4,08000
6500/ 3 0,03172 87,90888
7500/ 1 0,03648 86,09413
7500/ 2 0,02846 0,03284 0,00406 | 89,15010 87,48246 1,54701
7500/ 3 0,03357 87,20314
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Tabela 10 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do

parametro namero de frondes, referentes ao teste 1 com o farmaco
cloridrato de propranolol.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,26496
Controle/2 0,25784 0,27059 0,01630 0 0 0
Controle/3 0,28896
1,56/1 0,26445 2,26911
1,56/2 0,28043 0,26707 0,01227 | -3,63650 1,30209 4,53311
1,56/3 0,25632 5,27366
3,1/1 0,23367 13,64410
3,1/2 0,25107 0,24527 0,01005 7,21347 9,35701 3,71272
3,1/3 0,25107 7,21347
6,2/1 0,23097 14,64249
6,2/2 0,23998 0,23655 0,00487 | 11,31057 12,58031 1,80178
6,2/3 0,23869 11,78786
12,5/1 0,23392 13,54960
12,5/2 0,23093 0,23107 0,00278 | 14,65736 14,60238 1,02640
12,5/3 0,22837 15,60019
25,0/1 0,22004 18,67929
25,0/2 0,24051 0,23059 0,01025 | 11,11406 14,78341 3,78770
25,0/3 0,23120 14,55689
50,0/1 0,20756 23,29290
50,0/2 0,20191 0,21023 0,00994 | 25,38137 | 22,30456 3,67213
50,0/3 0,22123 18,23940
100,0/1 0,14320 47,07662
100,0/2 0,14951 0,14575 0,00332 | 44,74547 | 46,13444 1,22812
100,0/3 0,14454 46,58123
200,0/1 0,02711 89,97986
200,0/2 0,02942 0,02530 0,00527 | 89,12802 | 90,65058 1,946600
200,0/3 0,01936 92,84385
400,0/1 0 100,00000
400,0/2 0 0 0 100,00000 | 100,000000 0
400,0/3 0 100,00000
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Tabela 11 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do

parametro namero de frondes, referentes ao teste 2 com o farmaco
cloridrato de propranolol.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)

Repeticdo

Controle/1 0,26829 0

Controle/2 0,26958 0,26736 0,00281 0 0 0
Controle/3 0,26420 0

1,56/1 0,27248 -1,91602

1,56/2 0,25978 0,26693 0,00650 2,83295 0,16046 2,42994
1,56/3 0,26852 -0,43554

3,1/1 0,25600 4,24924

3,1/2 0,25129 0,25464 0,00291 6,00910 4,75747 1,09030
3,1/3 0,25662 4,01407

6,2/1 0,24399 8,74015

6,2/2 0,23156 0,23562 0,00725 | 13,38734 | 11,87109 2,71191
6,2/3 0,23130 13,48577

12,5/1 0,23402 12,46999

12,5/2 0,23003 0,22914 0,00537 | 13,96069 14,29346 2,01061
12,5/3 0,22338 16,44970

25,0/1 0,22258 16,74718

25,0/2 0,21478 0,21955 0,00418 | 19,66407 17,88194 1,56249
25,0/3 0,22128 17,23457

50,0/1 0,20957 21,61489

50,0/2 0,20261 0,20247 0,00717 | 24,21627 | 24,27050 2,68314
50,0/3 0,19522 26,98035

100,0/1 0,13322 50,16953

100,0/2 0,12889 0,12821 0,00540 | 51,78954 | 52,04501 2,01539
100,0/3 0,12251 54,17595

200,0/1 0,02397 91,03316

200,0/2 0,027815 | 0,02790 0,00397 | 89,59628 | 89,56323 1,48673
200,0/3 0,03192 88,06024

400,0/1 0 100,00000

400,0/2 0 0 0 100,00000 | 100,00000 0
400,0/3 0 100,00000
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Tabela 12 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do

parametro namero de frondes, referentes ao teste 3 com o farmaco
cloridrato de propranolol.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)

Repeticdo

Controle/1 0,25811

Controle/2 0,25735 0,25898 0,00220 0 0 0
Controle/3 0,26148

1,56/1 0,26373 -1,83585

1,56/2 0,25453 0,25630 0,00672 | 1,71858 1,03420 2,59641
1,56/3 0,25064 3,21986

3,1/1 0,25551 1,33934

3,1/2 0,23909 0,24422 0,00980 | 7,67859 5,69730 3,77926
3,1/3 0,23807 8,07392

6,2/1 0,23470 9,37298

6,2/2 0,23110 0,23261 0,00187 | 10,76475 | 10,18012 0,72207
6,2/3 0,23204 10,40263

12,5/1 0,22306 13,86864

12,5/2 0,22938 0,22368 0,00542 | 11,42787 | 13,62975 2,09269
12,5/3 0,21860 15,59275

25,0/1 0,22002 15,04385

25,0/2 0,21282 0,21499 0,00437 | 17,82467 | 16,98658 1,68773
25,0/3 0,21213 18,09124

50,0/1 0,19814 23,49176

50,0/2 0,20308 0,19900 0,00373 | 21,58344 | 23,15970 1,43925
50,0/3 0,19578 24,40390

100,0/1 0,13283 48,71124

100,0/2 0,13722 0,14101 0,01061 | 47,01613 | 45,54975 4,09649
100,0/3 0,15300 40,92187

200,0/1 0,02781 89,25976

200,0/2 0,03192 0,03055 0,00237 | 87,67403 | 88,20261 0,91552
200,0/3 0,03192 87,67403

400,0/1 0 100,00000

400,0/2 0 0 0 100,00000 | 100,00000 0
400,0/3 0 100,00000
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Tabela 13 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do

parametro area foliar total, referentes ao teste 1 com o farmaco cloridrato

de propranolol.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)

Repeticdo

Controle/1 0,27694 0

Controle/2 0,28454 0,28060 0,00380 0 0 0
Controle/3 0,28033 0

1,56/1 0,27523 1,91376

1,56/2 0,27956 0,27830 0,00268 | 0,37063 0,81848 0,95377
1,56/3 0,28012 0,17106

3,1/1 0,26913 4,08989

3,1/2 0,27428 0,27256 0,00298 | 2,25160 2,86436 1,06133
3,1/3 0,27428 2,25160

6,2/1 0,27443 2,20025

6,2/2 0,27191 0,27359 0,00145 | 3,09820 2,49957 0,51843
6,2/3 0,27443 2,20025

12,5/1 0,26381 5,98345

12,5/2 0,26310 0,26334 0,00041 | 6,23720 6,15262 0,14650
12,5/3 0,26310 6,23720

25,0/1 0,23772 15,28094

25,0/2 0,24972 0,24472 0,00624 | 11,00444 | 12,78631 2,22556
25,0/3 0,24672 12,07356

50,0/1 0,21665 22,79015

50,0/2 0,195208 | 0,20010 0,01474 | 30,43275 | 28,69206 5,25254
50,0/3 0,18841 32,85330

100,0/1 0,10894 61,17516

100,0/2 0,12702 0,11726 0,00912 | 54,73402 | 58,21196 3,25128
100,0/3 0,11581 58,72671

200,0/1 0,01121 96,00335

200,0/2 -0,00727 | 0,01353 0,02204 | 102,58978 | 95,17861 7,85606
200,0/3 0,03664 86,94272

400,0/1 -0,02001 107,13096

400,0/2 0,01518 | -0,00552 0,01839 | 94,59139 | 101,96651 | 6,55557
400,0/3 -0,01172 104,17718
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Tabela 14 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do

parametro area foliar total, referentes ao teste 2 com o farmaco cloridrato

de propranolol.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)

Repeticdo

Controle/1 0,27038 0

Controle/2 0,25478 0,26059 0,00852 0 0 0
Controle/3 0,25663 0

1,56/1 0,24614 5,54810

1,56/2 0,24384 0,24488 0,00116 | 6,43122 6,02978 0,44700
1,56/3 0,24467 6,11002

3,1/1 0,22743 12,72757

3,1/2 0,23712 0,23401 0,00570 | 9,00951 10,20160 2,18870
3,1/3 0,23749 8,86773

6,2/1 0,19553 24,96758

6,2/2 0,19829 0,19768 0,00192 | 23,90699 | 24,14214 0,73658
6,2/3 0,19922 23,55184

12,5/1 0,21802 16,33569

12,5/2 0,19874 0,20496 0,01132 | 23,73641 | 21,34862 4,34295
12,5/3 0,19812 23,97377

25,0/1 0,17337 33,47208

25,0/2 0,18715 0,18097 0,00700 | 28,18377 | 30,55616 2,68573
25,0/3 0,18238 30,01262

50,0/1 0,16364 37,20627

50,0/2 0,17176 0,16710 0,00419 | 34,08976 | 35,87725 1,60804
50,0/3 0,16591 36,33572

100,0/1 0,06250 76,01786

100,0/2 0,06715 0,06149 0,00622 | 74,23055 | 76,40277 2,38805
100,0/3 0,05483 78,95990

200,0/1 -0,00482 101,84962

200,0/2 -0,00286 | 0,00040 0,00741 | 101,09907 | 99,84624 2,84483
200,0/3 0,00889 96,59001

400,0/1 0,00063 99,75970

400,0/2 -0,01253 | -0,00470 0,00693 | 104,81009 | 101,80415 | 2,65894
400,0/3 -0,00219 100,84265
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Tabela 15 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do

parametro area foliar total, referentes ao teste 3 com o farmaco cloridrato

de propranolol.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)

Repeticdo

Controle/1 0,25171 0

Controle/2 0,24676 0,24242 0,01206 0 0 0
Controle/3 0,22879 0

1,56/1 0,22074 8,94478

1,56/2 0,22798 0,22365 0,00382 | 5,95623 7,74284 157774
1,56/3 0,22223 8,32752

3,1/1 0,20768 14,33071

3,1/2 0,21959 0,21616 0,00738 | 9,41595 10,83355 3,04665
3,1/3 0,22120 8,75401

6,2/1 0,19889 17,95582

6,2/2 0,20603 0,20978 0,01317 | 15,01191 | 13,46383 5,43401
6,2/3 0,22442 7,42376

12,5/1 0,19996 17,51581

12,5/2 0,20566 0,19801 0,00878 | 15,16383 | 18,31775 3,62209
12,5/3 0,18842 22,27361

25,0/1 0,19169 20,92587

25,0/2 0,19447 0,19148 0,00310 | 19,77822 | 21,01241 1,27967
25,0/3 0,18828 22,33316

50,0/1 0,14760 39,11417

50,0/2 0,16131 0,15707 0,00822 | 33,45885 | 35,20687 3,39006
50,0/3 0,16231 33,04760

100,0/1 0,08881 63,36692

100,0/2 0,10683 0,09188 0,01368 | 55,93214 | 62,10042 5,64265
100,0/3 0,079994 67,00219

200,0/1 0,00440 98,18624

200,0/2 -0,01597 | -0,00502 0,01027 | 106,58773 | 102,07180 | 4,23607
200,0/3 -0,00349 101,44142

400,0/1 -0,03748 115,46168

400,0/2 -0,04729 | -0,03848 0,00835 | 119,50849 | 115,87535 | 3,44498
400,0/3 -0,03068 112,65589
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Tabela 16 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do

parametro peso fresco, referentes ao teste 1 com o farmaco cloridrato de

propranolol.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)

Repeticdo

Controle/1 0,30975 0

Controle/2 0,30452 0,30862 0,00367 0 0 0
Controle/3 0,31160 0

1,56/1 0,30729 0,43095

1,56/2 0,30443 0,30723 0,00276 | 1,35766 0,45147 0,89610
1,56/3 0,30996 -0,43419

3,1/1 0,31021 -0,51551

3,1/2 0,30834 0,29981 0,01642 | 0,09156 2,85587 5,32231
3,1/3 0,28087 8,99154

6,2/1 0,29604 4,07755

6,2/2 0,30306 0,29628 0,00666 | 1,80327 4,00028 2,15941
6,2/3 0,28973 6,12002

12,5/1 0,29292 5,08752

12,5/2 0,30403 0,29411 0,00939 | 1,48730 4,70278 3,04141
12,5/3 0,28537 7,53352

25,0/1 0,25528 17,28305

25,0/2 0,27385 0,27038 0,01370 | 11,26849 | 12,39142 4,43803
25,0/3 0,28201 8,62271

50,0/1 0,22910 25,76676

50,0/2 0,18745 0,21032 0,02112 | 39,26083 | 31,85109 6,84398
50,0/3 0,21441 30,52566

100,0/1 0,07216 76,61990

100,0/2 0,09276 0,08729 0,01328 | 69,94280 | 71,71466 4,30226
100,0/3 0,09696 68,58128

200,0/1 -0,06633 121,49202

200,0/2 -0,13090 | -0,09239 0,03404 | 142,41374 | 129,93652 | 11,02845
200,0/3 -0,07994 125,90379

400,0/1 -0,17897 157,98854

400,0/2 -0,17897 | -0,17897 0 157,98854 | 157,98854 |0
400,0/3 -0,17897 157,98854
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Tabela 17 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do

parametro peso fresco, referentes ao teste 2 com o farmaco cloridrato de

propranolol.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)

Repeticdo

Controle/1 0,34526 0

Controle/2 0,34923 0,34791 0,00229 0 0 0
Controle/3 0,34923 0

1,56/1 0,35309 -1,49006

1,56/2 0,33627 0,34770 0,00990 | 3,34628 0,06136 2,84629
1,56/3 0,35373 -1,67215

3,1/1 0,32743 5,88700

3,1/2 0,31962 0,32533 0,00500 | 8,13133 6,49026 1,43772
3,1/3 0,32894 5,45246

6,2/1 0,30528 12,25305

6,2/2 0,30616 0,30557 0,00051 | 11,99880 | 12,16830 0,14679
6,2/3 0,30528 12,25305

12,5/1 0,29893 14,07831

12,5/2 0,29706 0,29705 0,00188 | 14,61506 | 14,61743 0,540318
12,5/3 0,29517 15,15893

25,0/1 0,29893 14,07831

25,0/2 0,29985 0,29893 0,00093 | 13,81254 | 14,07888 0,26664
25,0/3 0,29800 14,34581

50,0/1 0,26210 24,66515

50,0/2 0,26089 0,26089 0,00121 | 25,01166 | 25,01264 0,34799
50,0/3 0,25968 25,36112

100,0/1 0,11332 67,42878

100,0/2 0,08727 0,10792 0,01855 | 74,91517 | 68,97993 5,33167
100,0/3 0,12317 64,59583

200,0/1 0,02094 93,98024

200,0/2 0 0,01810 0,016867 | 100,00000 | 94,79589 4,84802
200,0/3 0,03337 90,40743

400,0/1 -0,15889 104,56709

400,0/2 -0,15889 | -0,01878 0,00500 | 104,56709 | 105,39687 | 1,43722
400,0/3 -0,02455 107,05642
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Tabela 18 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do
parametro peso fresco, referentes ao teste 3 com o farmaco cloridrato de

propranolol.

Concentracdo V] Média de o I; (%) Média de I, o
(mg.L?)/ H (%)

Repeticdo

Controle/1 0,35623

Controle/2 0,35808 0,35767 0,00128 0 0 0
Controle/3 0,358700

1,56/1 0,35623 0,40208

1,56/2 0,35053 0,35433 0,00329 1,99638 0,93352 0,92047
1,56/3 0,35623 0,40208

3,1/1 0,32743 8,45563

3,1/2 0,32667 0,32537 0,00293 8,66865 9,03182 0,82045
3,1/3 0,32201 9,97118

6,2/1 0,32279 9,75112

6,2/2 0,32743 0,32434 0,00267 8,45563 9,31929 0,74795
6,2/3 0,32279 9,75112

12,5/1 0,31389 12,24116

12,512 0,31472 0,31389 0,00083 12,00826 12,24161 | 0,23357
12,5/3 0,31305 12,47541

25,0/1 0,31389 12,24116

25,0/2 0,31305 0,31248 0,00176 12,47541 12,63437 | 0,49233
25,0/3 0,31051 13,18654

50,0/1 0,24691 30,96678

50,0/2 0,24557 0,24511 0,00207 31,34181 31,47040 | 0,57873
50,0/3 0,24285 32,10261

100,0/1 0,13239 62,98441

100,0/2 0,12631 0,13418 0,00889 64,68427 62,48537 2,48626
100,0/3 0,14383 59,78744

200,0/1 0,02094 94,14454

200,0/2 0 0,01810 0,01687 | 100,00000 | 94,93793 | 4,71570
200,0/3 0,03337 90,669243

400,0/1 -0,09169 125,63614

400,0/2 -0,04362 -0,06700 0,02406 | 112,19718 | 118,72913 | 6,72732
400,0/3 -0,06567 118,35407
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Tabela 19 — Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do
parametro namero de frondes, referentes ao teste 1 com o farmaco
losartana potassica.

Concentracdo V] Média de p o] I (%) Média de I, o
(mg.LY)/ (%)

Repeticdo

Controle/l 0,26473 0

Controle/2 0,26461 | 0,26274 0,00334 0 0 0
Controle/3 0,25888 0

0,78/1 0,26456 -0,69270

0,78/2 0,25785 | 0,26236 0,00390 1,86115 0,14590 1,31528
0,78/3 0,26466 -0,73076

1,56/1 0,23392 10,96960

1,56/2 0,23445 | 0,23186 0,00403 10,76910 | 11,75371 1,53504
1,56/3 0,22721 13,52244

3,1/1 0,23065 12,21458

3,1/2 0,23044 | 0,22970 0,00147 12,29218 | 12,57632 0,56070
3,1/3 0,22800 13,22222

6,2/1 0,21961 16,41667

6,2/2 0,21759 | 0,21724 0,00256 17,18390 | 17,31793 0,97520
6,2/3 0,21452 18,35321

12,5/1 0,21613 17,73848

12,5/2 0,21503 | 0,21575 0,00064 18,16030 | 17,88311 0,24012
12,5/3 0,21610 17,75056

25,0/1 0,20739 21,06643

25,0/2 0,21433 | 0,21012 0,00370 18,42551 | 20,02715 1,40741
25,0/3 0,20864 20,58950

50,0/1 0,16276 38,05144

50,0/2 0,14886 | 0,15676 0,00714 43,34222 | 40,33630 2,71809
50,0/3 0,15865 39,61525

100,0/1 0,07679 70,77324

100,0/2 0,06165 | 0,06912 0,00757 76,53377 | 73,69241 2,88105
100,0/3 0,06892 73,77020

200,0/1 0,05598 78,69188

200,0/2 0,04483 | 0,05075 0,00561 82,93811 | 80,68312 2,13536
200,0/3 0,05145 80,41936
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Tabela 20 — Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do
parametro namero de frondes, referentes ao teste 2 com o farmaco
losartana potassica.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)

Repeticdo

Controle/1 0,25198 0

Controle/2 0,25719 | 0,25247 0,00449 0 0 0
Controle/3 0,24824 0

0,78/1 0,24925 1,27468

0,78/2 0,25387 | 0,25155 0,00231 -0,5529 0,36531 0,91384
0,78/3 0,25153 0,37419

1,56/1 0,23416 7,25171

1,56/2 0,23907 | 0,23592 0,00274 5,30624 6,55516 1,08400
1,56/3 0,23453 7,10753

3,1/1 0,22997 8,91402

3,1/2 0,22675 | 0,22928 0,00227 10,18847 9,18394 0,90043
3,1/3 0,23114 8,44934

6,2/1 0,21347 15,44692

6,2/2 0,20673 | 0,20717 0,00609 18,11715 17,94154 2,41161
6,2/3 0,20132 20,26055

12,5/1 0,21120 16,34810

12,5/2 0,20721 | 0,20894 0,00204 17,92677 17,24154 0,80967
12,5/3 0,20842 17,44975

25,0/1 0,19463 22,90981

25,0/2 0,20618 | 0,19969 0,00591 18,33452 | 20,90473 2,33941
25,0/3 0,19827 21,46986

50,0/1 0,17773 29,60472

50,0/2 0,18809 | 0,17955 0,00778 25,50012 | 28,88100 3,08338
50,0/3 0,17285 31,53815

100,0/1 0,05961 76,38790

100,0/2 0,07080 | 0,06550 0,00561 71,96105 | 74,05495 2,22308
100,0/3 0,06611 73,81590

200,0/1 0,05983 76,30365

200,0/2 0,05540 | 0,05693 0,00251 78,05732 | 77,45075 0,99397
200,0/3 0,05556 77,99129
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Tabela 21 — Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do
parametro namero de frondes, referentes ao teste 3 com o farmaco
losartana potassica.

Concentracdo i Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)

Repeticdo

Controle/1 0,27448 0

Controle/2 0,26317 0,27067 0,00649 0 0 0
Controle/3 0,27435 0

0,78/1 0,26907 0,59125

0,78/2 0,26876 0,26711 0,00312 0,70564 1,31342 1,15320
0,78/3 0,26351 2,64338

1,56/1 0,25242 6,74193

1,56/2 0,25914 0,25661 0,00365 4,25970 5,19338 1,35052
1,56/3 0,25828 4,57852

3,1/1 0,24414 9,80224

3,1/2 0,23605 0,23865 0,00476 | 12,79006 11,83062 1,75749
3,1/3 0,23575 12,89957

6,2/1 0,23056 14,81949

6,2/2 0,22417 0,22511 0,00504 | 17,17842 16,83243 1,86418
6,2/3 0,22060 18,49937

12,5/1 0,20440 24,48507

12,5/2 0,20916 0,20435 0,00482 | 22,72593 | 24,50035 1,78210
12,5/3 0,19951 26,29004

25,0/1 0,20646 23,72422

25,0/2 0,20645 0,20505 0,00242 | 23,72563 | 24,24232 0,89615
25,0/3 0,20225 25,27710

50,0/1 0,18505 31,63286

50,0/2 0,18188 0,18473 0,00270 | 32,80252 | 31,74956 0,99973
50,0/3 0,18727 30,81330

100,0/1 0,06572 75,71912

100,0/2 0,06572 0,06565 0,00013 | 75,71912 | 75,74674 0,04784
100,0/3 0,06550 75,80200

200,0/1 0,05634 79,18598

200,0/2 0,04951 0,05621 0,00663 | 81,70775 | 79,23353 2,45080
200,0/3 0,06278 76,80685
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Tabela 22 — Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do
parametro area foliar total, referentes ao teste 1 com o farmaco losartana

potéssica.

Concentragdo U Média de o] I; (%) Média de o
(mg.L™)/ H I- (%)

Repeticdo

Controle/1 0,28703 0

Controle/2 0,26733 0,27466 0,01077 0 0 0
Controle/3 0,26963 0

0,78/1 0,27236 0,83740

0,78/2 0,26958 0,27031 0,00180 1,84956 1,58499 0,65658
0,78/3 0,26898 2,06801

1,56/1 0,22458 18,23451

1,56/2 0,24537 | 0,23729 0,01114 10,66485 13,60626 | 4,05697
1,56/3 0,24192 11,91942

3,1/1 0,23526 14,34524

3,1/2 0,24217 0,23126 | 0,01336 11,83001 15,80099 | 4,86505
3,1/3 0,21636 21,22773

6,2/1 0,21994 19,92445

6,2/2 0,22533 0,22009 | 0,00517 17,96019 19,86848 | 1,88092
6,2/3 0,21500 21,72079

12,5/1 0,23301 15,16310

12,5/2 0,22550 0,22648 | 0,00611 17,89988 17,54364 | 2,22393
12,5/3 0,22092 19,56795

25,0/1 0,20038 27,04540

25,0/2 0,22116 0,20580 | 0,01349 19,47895 25,07209 | 4,91326
25,0/3 0,19586 28,69192

50,0/1 0,12957 52,82466

50,0/2 0,15340 0,14023 | 0,01211 44,14897 48,94501 | 4,40984
50,0/3 0,13771 49,86140

100,0/1 0,05276 80,78928

100,0/2 0,09926 0,07643 | 0,02326 63,86233 72,17311 | 8,46760
100,0/3 0,07727 71,86771

200,0/1 0,01724 93,72203

200,0/2 0,01456 0,01656 | 0,00177 94,69966 93,96881 | 0,64395
200,0/3 0,01789 93,48475
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Tabela 23 — Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do
parametro area foliar total, referentes ao teste 2 com o farmaco losartana

potéssica.
Concentragdo Il Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,20025 0
Controle/2 0,22091 0,21833 0,01693 0 0 0
Controle/3 0,23382 0
0,78/1 0,22294 -2,11508
0,78/2 0,23983 0,23263 0,00871 -9,84740 -6,55220 3,99064
0,78/3 0,23512 -7,69414
1,56/1 0,20991 3,85668
1,56/2 0,21743 0,21683 0,00665 0,41169 0,68405 3,04560
1,56/3 0,22316 -2,21623
3,1/1 0,20670 5,32274
3,1/2 0,20989 0,20924 0,00228 3,86571 4,16242 1,04408
3,1/3 0,21112 3,29880
6,2/1 0,19077 12,61914
6,2/2 0,19214 0,18824 0,00561 11,99527 13,78056 2,57092
6,2/3 0,18181 16,72728
12,5/1 0,19941 8,66485
12,5/2 0,20385 0,19605 0,00991 6,63251 10,20436 454171
12,5/3 0,18489 15,31572
25,0/1 0,18863 13,60206
25,0/2 0,18520 0,18768 0,00216 15,17299 14,03796 0,99174
25,0/3 0,18920 13,33883
50,0/1 0,14803 32,19612
50,0/2 0,14429 0,14686 0,00223 33,91280 32,73235 1,02372
50,0/3 0,14827 32,08813
100,0/1 0,06199 71,60633
100,0/2 0,06096 0,06239 0,00168 72,07915 71,42089 0,76795
100,0/3 0,06424 70,57720
200,0/1 0,07172 67,15071
200,0/2 0,07492 0,07196 0,00284 65,68363 67,03929 1,30352
200,0/3 0,06924 68,28353
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Tabela 24 — Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do
parametro area foliar total, referentes ao teste 3 com o farmaco losartana

potéssica.
Concentragdo Il Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,24498 0
Controle/2 0,25464 0,25224 | 0,00640 0 0 0
Controle/3 0,25709 0
0,78/1 0,23178 8,10930
0,78/2 0,23578 0,23586 | 0,00412 6,52614 6,49348 1,63240
0,78/3 0,24002 4,84500
1,56/1 0,24214 4,00536
1,56/2 0,24406 0,24443 0,00250 3,24328 3,09644 0,99054
1,56/3 0,24709 2,04067
3,1/1 0,22125 12,28417
3,1/2 0,22126 0,21846 | 0,00484 12,28307 13,39180 1,91942
3,1/3 0,21287 15,60816
6,2/1 0,20710 17,89618
6,2/2 0,20525 0,20594 0,00101 18,62934 18,35552 0,40024
6,2/3 0,20547 18,54104
12,5/1 0,18992 24,70504
12,5/2 0,19404 0,18795 0,00727 23,07406 25,48577 2,88250
12,5/3 0,17990 28,67822
25,0/1 0,18486 26,71275
25,0/2 0,17069 0,17517 | 0,00840 32,33157 30,55556 3,33114
25,0/3 0,16995 32,62235
50,0/1 0,15525 38,44976
50,0/2 0,16612 0,16283 0,00658 34,14092 35,44716 2,60763
50,0/3 0,16711 33,75081
100,0/1 0,080800 67,96730
100,0/2 0,07775 0,08146 | 0,00409 69,17507 67,70329 1,62001
100,0/3 0,08584 65,96749
200,0/1 0,01046 95,85362
200,0/2 0,00337 0,00659 | 0,00359 98,66521 97,38652 1,42293
200,0/3 0,00595 97,64074




182

Tabela 25 — Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do
parametro peso fresco, referentes ao teste 1 com o farmaco losartana

potéssica.
Concentragdo U Média de p o] I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,32688 0
Controle/2 0,32812 0,32785 0,00086 0 0 0
Controle/3 0,32853 0
0,78/1 0,32532 0,77169
0,78/2 0,31965 0,32343 0,00327 2,50114 1,34817 0,99850
0,78/3 0,32532 0,77169
1,56/1 0,26834 18,15096
1,56/2 0,26326 0,27139 0,01001 19,70044 17,21980 3,05458
1,56/3 0,28258 13,80801
3,1/1 0,28314 13,63612
3,1/2 0,28314 0,28103 0,00365 13,63612 14,27917 1,11380
3,1/3 0,27682 15,56528
6,2/1 0,26131 20,29600
6,2/2 0,26131 0,26131 0,00000 20,29600 20,29600 0,00000
6,2/3 0,26131 20,29600
12,5/1 0,25732 21,51211
12,5/2 0,25596 0,25991 0,00570 21,92514 20,72094 1,74033
12,5/3 0,26645 18,72558
25,0/1 0,24756 24,48908
25,0/2 0,24464 0,24487 0,00258 25,37838 25,30831 0,78654
25,0/3 0,24242 26,05748
50,0/1 0,19599 40,22002
50,0/2 0,18964 0,19455 0,00438 42,15698 40,65670 1,33658
50,0/3 0,19804 39,59304
100,0/1 0,08622 73,70132
100,0/2 0,10304 0,09677 0,00919 68,56899 70,48291 2,80383
100,0/3 0,10105 69,17843
200,0/1 -0,01280 103,90480
200,0/2 0,01175 0,00480 0,01536 96,41652 98,53532 4,68441
200,0/3 0,01546 95,28466
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Tabela 26 — Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, avaliados por meio do
parametro peso fresco, referentes ao teste 3 com o farmaco losartana

potéssica.
Concentragdo Il Média de p o I (%) Média de I, o
(mg.Lh)/ (%)
Repeticdo
Controle/1 0,34593 0
Controle/2 0,34660 0,34526 0,00178 0 0 0
Controle/3 0,34324 0
0,78/1 0,33980 1,58186
0,78/2 0,34459 0,34410 0,00408 0,19258 0 0
0,78/3 0,34792 -0,77196
1,56/1 0,33338 3,43950
1,56/2 0,34187 0,33995 0,00585 0,98074 0,33416 1,18328
1,56/3 0,34459 0,19258
3,1/1 0,31801 7,89293
3,1/2 0,31305 0,31554 0,00248 9,32812 1,53760 1,69357
3,1/3 0,31555 8,60430
6,2/1 0,29517 14,50700
6,2/2 0,29131 0,28887 0,00782 15,62536 8,60845 0,71760
6,2/3 0,28012 18,86649
12,5/1 0,26210 24,08626
12,5/2 0,25721 0,26281 0,00599 25,50100 16,33295 2,26425
12,5/3 0,26912 22,05091
25,0/1 0,25845 25,14275
25,0/2 0,25721 0,25762 0,00071 25,50100 23,87939 1,73432
25,0/3 0,25721 25,50100
50,0/1 0,24285 29,66109
50,0/2 0,24008 0,24006 0,00280 30,46455 25,38158 0,20683
50,0/3 0,23725 31,28392
100,0/1 0,14383 58,34144
100,0/2 0,16427 0,15584 0,01068 52,42035 30,46985 0,81143
100,0/3 0,15943 53,82310
200,0/1 0,09130 73,55679
200,0/2 0,07887 0,08846 0,00853 77,15706 54,86163 3,09414
200,0/3 0,09521 72,42310
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Tabela 27 - Valores de inibicdo do crescimento de L. minor, referentes ao teste de
mistura dos fAdrmacos losartana potassica e cloridrato de propranolol.

Concentragdo de M Média de o I, (%) Meédia de I, o
efeito combinado V] (%)
(CEL/2) - Repeticao

Controle/1 0,271496
Controle/2 0,26489 0,26212 | 0,01103 0 0 0
Controle/3 0,24997
CEp/2-1 0,24102 8,04665
CEp/2-2 0,25301 0,24693 | 0,00600 3,47492 5,79424 2,28660
CEy;n/2-3 0,24675 5,86116
CEy/2 -1 0,24629 6,03844
CEy/2 -2 0,25361 0,24342 | 0,01188 3,24369 7,13072 4,53300
CEp/2 -3 0,23037 12,11002
CEs/2 -1 0,19222 26,66688
CEg/2 -2 0,19590 0,19248 | 0,00330 | 25,26024 | 26,56615 1,25857
CEs/2 -3 0,18932 27,77133
CEz/2 -1 0,15692 40,13360
CEz/2 -2 0,15721 0,15494 | 0,00367 | 40,02403 | 40,88670 1,40037
CEz/2 -3 0,15071 42,50247
CEgy/2 -1 0,13403 48,86552
CEgy/2 -2 0,13364 0,12966 | 0,00724 | 49,01330 | 50,53389 2,76272
CEgo/2 — 3 0,121300 53,72286
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APENDICE C - Dados brutos referentes aos testes de sensibilidade e aos testes de ac&o
individual e de acdo combinada dos farmacos cloridrato de propranolol
e losartana potassica

Tabela 1 — Contagem do numero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 1 de sensibilidade ao NaCl.

Concentracao Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticéo
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Controle/1 18 24 30 43 51 67 90
Controle/2 16 21 28 39 47 61 83
Controle/3 15 20 28 40 47 60 77
1500/1 14 17 28 30 42 55 67
1500/2 15 18 26 34 40 56 64
1500/3 16 21 24 32 39 51 65
2500/1 16 18 25 33 39 45 57
2500/2 14 18 23 32 35 43 52
2500/3 14 16 23 28 33 43 51
3500/1 13 16 21 27 29 31 37
3500/2 12 16 16 23 25 27 33
3500/3 14 16 18 25 25 31 37
4500/1 12 14 15 21 23 25 25
4500/2 12 15 16 22 20 23 25
4500/3 12 16 15 21 24 24 26
5500/1 12 15 15 18 18 21 22
5500/2 12 15 15 18 18 20 21
5500/3 13 14 16 18 15 17 18
6500/1 12 13 15 16 15 15 15
6500/2 12 15 15 16 16 16 15
6500/3 13 16 15 17 16 16 16
7500/1 12 13 15 16 15 15 15
7500/2 12 14 15 16 16 16 15
7500/3 12 16 15 17 16 16 16
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Tabela 2 — Contagem do numero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 2 de sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Controle/1 16 22 28 40 50 59 73
Controle/2 16 22 28 38 50 57 79
Controle/3 16 22 27 36 48 56 75
1500/1 16 18 25 32 43 52 60
1500/2 16 18 27 32 46 52 60
1500/3 16 17 26 31 43 50 59
2500/1 16 18 25 28 34 44 48
2500/2 15 16 19 25 28 39 45
2500/3 15 16 24 27 30 43 50
3500/1 14 16 18 22 24 30 37
3500/2 14 16 18 24 24 30 36
3500/3 16 16 18 24 24 26 30
4500/1 13 15 16 18 19 22 23
4500/2 14 15 16 17 17 21 22
4500/3 15 15 16 19 21 23 25
5500/1 12 13 16 20 19 20 17
5500/2 12 13 15 19 20 20 22
5500/3 12 13 16 20 20 21 21
6500/1 12 13 16 16 16 16 16
6500/2 12 13 16 16 16 16 17
6500/3 12 13 16 16 16 16 15
7500/1 12 12 16 16 16 15 15
7500/2 12 13 16 16 16 16 15
7500/3 12 12 16 16 15 15 15
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Tabela 3 — Contagem do numero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 3 de sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Controle/1 16 24 28 39 48 59 65
Controle/2 16 24 28 37 49 60 69
Controle/3 16 24 28 38 50 59 69
1500/1 16 21 27 33 40 51 54
1500/2 16 22 26 33 40 52 56
1500/3 16 21 27 33 40 52 61
2500/1 15 19 24 26 32 41 43
2500/2 14 19 24 26 29 36 42
2500/3 14 20 24 27 30 40 46
3500/1 14 18 21 24 26 28 34
3500/2 14 17 21 23 25 25 30
3500/3 13 18 20 24 26 30 33
4500/1 12 16 18 20 22 22 23
4500/2 13 15 17 21 23 23 23
4500/3 12 15 17 19 20 20 20
5500/1 12 15 16 16 17 16 15
5500/2 12 15 16 16 17 16 16
5500/3 12 15 16 16 16 15 14
6500/1 12 15 16 16 16 15 13
6500/2 12 15 16 16 16 16 15
6500/3 12 15 16 16 16 14 12
7500/1 12 14 16 16 16 16 15
7500/2 12 16 16 16 16 16 14
7500/3 12 14 16 16 16 15 15
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Tabela 4 — Contagem do numero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 4 de sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Controle/1 16 23 28 40 50 61 82
Controle/2 16 21 28 40 50 59 80
Controle/3 16 24 28 38 50 59 78
1500/1 15 19 26 32 42 50 65
1500/2 16 22 25 31 40 51 64
1500/3 16 22 27 32 41 51 64
2500/1 15 19 24 28 34 43 49
2500/2 15 16 23 28 32 42 50
2500/3 16 17 23 28 34 42 50
3500/1 13 16 18 24 26 30 36
3500/2 15 16 17 24 26 28 35
3500/3 13 16 16 23 25 30 36
4500/1 13 16 16 21 22 22 25
4500/2 12 16 16 19 23 24 25
4500/3 14 15 16 21 22 24 25
5500/1 13 15 16 16 17 16 20
5500/2 12 15 16 16 17 17 17
5500/3 12 15 15 16 16 18 20
6500/1 12 14 16 16 16 16 14
6500/2 12 15 16 16 16 16 16
6500/3 12 15 15 15 16 14 16
7500/1 12 14 15 16 15 15 15
7500/2 12 14 16 16 16 16 16
7500/3 12 14 15 16 16 15 14
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Tabela 5 — Contagem do numero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 5 de sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Controle/1 16 21 29 36 49 59 76
Controle/2 16 22 28 40 50 62 83
Controle/3 16 23 28 42 49 61 83
1500/1 16 21 27 33 45 51 65
1500/2 16 19 26 32 42 50 63
1500/3 16 23 27 33 43 53 63
2500/1 16 18 23 28 32 42 47
2500/2 15 17 24 28 33 40 48
2500/3 14 18 24 27 32 41 50
3500/1 15 16 19 23 24 26 34
3500/2 14 16 19 23 24 27 35
3500/3 12 16 19 24 24 29 35
4500/1 13 15 18 20 22 22 24
4500/2 13 16 16 21 21 20 24
4500/3 13 16 17 20 21 21 24
5500/1 13 15 16 17 16 17 17
5500/2 12 15 18 17 16 17 16
5500/3 12 14 15 15 17 17 17
6500/1 12 15 16 16 16 16 16
6500/2 12 15 16 16 15 15 15
6500/3 12 14 16 16 16 16 14
7500/1 12 14 14 15 16 16 15
7500/2 12 14 16 16 16 15 15
7500/3 12 15 16 16 15 16 15




190

Tabela 6 — Contagem do numero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 6 de sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Controle/1 16 24 28 36 47 57 78
Controle/2 16 24 28 37 48 59 80
Controle/3 16 24 28 35 47 55 75
1500/1 16 22 27 35 42 48 64
1500/2 16 23 27 35 44 51 67
1500/3 16 24 27 36 46 53 67
2500/1 16 19 24 29 39 46 53
2500/2 15 19 24 30 38 46 51
2500/3 15 19 24 29 38 45 50
3500/1 14 17 21 24 28 33 43
3500/2 15 16 20 24 28 33 43
3500/3 13 18 20 24 27 33 39
4500/1 13 16 17 22 24 24 25
4500/2 13 16 16 23 24 24 25
4500/3 12 16 16 21 21 22 25
5500/1 12 15 16 17 18 17 19
5500/2 12 14 15 16 16 16 17
5500/3 12 15 16 17 17 17 19
6500/1 12 16 16 15 16 16 15
6500/2 13 16 16 16 16 15 14
6500/3 12 15 16 16 14 14 14
7500/1 12 14 15 15 13 14 14
7500/2 12 15 16 15 15 14 14
7500/3 12 15 15 15 16 14 14
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Tabela 7 — Contagem do numero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 7 de sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Controle/1 16 23 28 36 47 57 69
Controle/2 16 24 28 39 48 58 76
Controle/3 16 24 28 39 48 57 74
1500/1 16 23 27 36 42 50 62
1500/2 16 22 28 36 42 51 63
1500/3 16 22 27 36 44 49 61
2500/1 16 19 24 31 41 47 55
2500/2 16 18 24 31 39 46 55
2500/3 14 18 24 31 37 46 53
3500/1 14 17 20 23 27 34 41
3500/2 14 16 21 24 27 34 40
3500/3 13 16 21 24 27 34 37
4500/1 13 16 16 20 22 22 23
4500/2 13 15 17 21 21 22 23
4500/3 12 16 16 21 21 21 23
5500/1 12 16 16 19 20 21 20
5500/2 12 15 16 20 21 21 21
5500/3 12 15 16 20 20 20 20
6500/1 12 14 15 14 14 13 13
6500/2 12 15 16 16 15 13 13
6500/3 12 14 15 14 13 14 14
7500/1 12 15 16 16 14 14 14
7500/2 12 14 15 14 13 13 13
7500/3 12 14 15 14 15 13 13
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Tabela 8 — Contagem do numero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 8 de sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Controle/1 16 24 28 38 49 60 72
Controle/2 16 24 28 38 48 60 73
Controle/3 16 24 27 36 48 59 74
1500/1 16 24 28 35 47 55 67
1500/2 16 22 27 35 44 56 64
1500/3 16 22 28 33 44 52 61
2500/1 16 19 24 28 36 43 51
2500/2 16 18 24 28 36 41 49
2500/3 16 19 24 28 35 43 50
3500/1 14 17 21 25 30 33 38
3500/2 14 17 22 24 30 34 40
3500/3 15 17 21 24 30 38 40
4500/1 13 16 18 20 21 22 23
4500/2 12 16 17 20 24 22 20
4500/3 13 15 17 20 22 22 22
5500/1 13 16 16 18 20 21 21
5500/2 12 15 15 20 21 21 21
5500/3 12 15 15 20 19 22 21
6500/1 12 15 15 16 16 15 14
6500/2 12 15 15 15 15 15 15
6500/3 12 15 15 15 14 14 14
7500/1 12 15 15 16 16 15 12
7500/2 12 15 14 15 14 14 13
7500/3 12 14 14 14 14 14 14
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Tabela 9 — Contagem do numero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 9 de sensibilidade ao NaCl.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Controle/1 17 24 28 38 50 60 72
Controle/2 16 24 28 38 50 60 75
Controle/3 16 24 29 40 50 61 78
1500/1 16 21 25 33 45 55 60
1500/2 16 21 25 35 44 51 58
1500/3 16 24 27 35 45 54 64
2500/1 15 17 22 26 36 43 45
2500/2 16 17 24 26 34 42 45
2500/3 16 18 24 25 30 43 46
3500/1 15 16 22 23 28 33 38
3500/2 13 17 21 24 28 35 40
3500/3 13 16 20 24 28 35 39
4500/1 13 16 17 21 22 22 25
4500/2 12 16 17 18 21 22 24
4500/3 13 16 19 20 24 23 24
5500/1 13 15 16 16 18 21 21
5500/2 12 16 16 16 18 18 18
5500/3 13 16 15 17 18 21 22
6500/1 12 16 16 16 16 15 15
6500/2 12 15 16 14 15 14 14
6500/3 12 16 15 15 15 15 15
7500/1 12 16 16 16 16 15 15
7500/2 12 14 15 14 15 14 14
7500/3 12 15 16 15 15 15 15
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Tabela 10 — Contagem do namero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 1 com o fdrmaco cloridrato de propranolol.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7

Controle/1 16 21 28 39 48 59 76
Controle/2 16 22 28 39 45 57 75
Controle/3 16 22 28 39 51 67 92
1,56/1 16 24 28 38 48 60 89
1,56/2 16 24 28 38 49 61 90
1,56/3 16 24 28 38 48 60 89
3,11 16 21 28 34 40 52 63
3,1/2 16 22 28 39 46 56 68
3,1/3 16 21 28 40 51 63 88
6,2/1 16 21 26 30 39 53 60
6,2/2 16 21 26 32 40 56 63
6,2/3 16 22 28 33 43 50 67
12,5/1 16 20 28 29 38 52 63
12,5/2 16 20 27 31 43 50 60
12,5/3 16 21 25 35 39 51 61
25,0/1 16 20 27 34 37 43 59
25,0/2 16 20 24 28 42 55 62
25,0/3 16 21 25 29 40 50 62
50,0/1 16 18 24 33 36 42 55
50,0/2 16 19 25 29 35 40 53
50,0/3 16 20 27 29 39 46 56
100,0/1 16 20 22 25 27 32 32
100,0/2 16 19 24 26 28 31 35
100,0/3 16 18 22 25 26 35 31
200,0/1 13 16 15 15 15 15 15
200,0/2 13 16 15 16 15 16 15
200,0/3 14 16 15 16 15 14 15
400,0/1 12 15 12 12 12 12 12
400,0/2 12 16 12 12 12 12 12
400,0/3 12 15 12 12 12 12 12
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Tabela 11 — Area foliar total (mm?) de L. minor, em cada tratamento e nos controles,
referente ao teste 1 com o farmaco cloridrato de propranolol.

Concentracéo
(mg.LY/Repeticdo

Area foliar total (mm®)

Dia0 Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Diab5 | Dia6 | Dia7

Controle/1 57,76 70,88 | 103,23 | 140,32 | 160,88 | 223,19 | 319,30 | 411,87
Controle/2 61,10 76,26 | 96,97 | 122,98 | 143,13 | 223,71 | 294,72 | 453,38
Controle/3 57,33 88,97 | 108,32 | 128,15 | 138,10 | 234,49 | 332,03 | 403,47
1,56/1 51,25 42,59 | 72,55 | 97,58 | 137,59 | 180,36 | 262,19 | 359,42
1,56/2 50,30 56,26 | 75,87 | 100,88 | 136,13 | 210,36 | 304,41 | 359,10
1,56/3 42,59 54,89 | 68,64 | 108,85 | 138,18 | 256,32 | 296,83 | 332,13
3,1/1 57,76 72,49 | 111,07 | 129,23 | 171,89 | 182,11 | 370,36 | 409,78
3,1/2 63,10 85,29 | 91,71 | 137,65 | 178,24 | 209,58 | 272,66 | 455,15
3,1/3 57,33 79,24 | 111,76 | 132,45 | 160,41 | 253,16 | 306,82 | 327,64
6,2/1 54,79 62,31 | 91,51 | 106,63 | 175,57 | 208,05 | 196,36 | 393,86
6,2/2 59,08 74,34 | 97,72 | 109,57 | 136,00 | 217,93 | 209,66 | 327,91
6,2/3 57,78 79,61 | 97,27 | 111,07 | 171,50 | 183,64 | 180,72 | 412,22
12,5/1 54,88 73,91 | 100,26 | 114,07 | 140,97 | 173,04 | 267,19 | 366,38
12,5/2 54,99 77,27 | 112,68 | 121,45 | 158,51 | 208,03 | 270,91 | 345,05
12,5/3 60,76 77,37 | 94,93 | 120,44 | 150,32 | 194,40 | 282,60 | 331,98
25,0/1 58,07 86,14 | 99,31 | 123,05 | 148,19 | 192,37 | 283,86 | 308,24
25,0/2 57,39 | 78,97 | 101,28 | 122,64 | 137,09 | 221,29 | 231,05 | 366,17
25,0/3 51,39 82,25 | 105,32 | 118,90 | 159,77 | 165,54 | 307,64 | 377,59
50,0/1 46,86 68,64 | 98,96 | 107,02 | 117,23 | 156,89 | 194,84 | 211,94
50,0/2 58,61 77,97 | 92,66 | 105,53 | 119,58 | 155,79 | 210,24 | 229,83
50,0/3 64,19 67,03 | 81,73 | 119,16 | 138,20 | 146,00 | 207,41 | 254,52
100,0/1 64,69 81,78 | 85,90 | 97,71 | 99,03 | 107,13 | 134,08 | 143,65
100,0/2 66,53 70,14 | 92,06 | 92,99 | 104,98 | 118,98 | 121,21 | 163,51
100,0/3 57,33 85,05 | 86,30 | 89,87 | 94,20 | 96,94 | 127,04 | 134,80
200,0/1 66,98 71,07 | 73,11 | 75,67 | 51,21 | 65,76 | 84,78 | 76,09
200,0/2 67,53 71,84 | 71,07 | 79,14 | 56,76 | 64,23 | 76,62 | 67,27
200,0/3 59,73 72,45 | 57,39 | 83,20 | 43,57 | 67,55 | 75,31 | 83,14
400,0/1 74,05 72,14 | 68,00 | 69,40 | 51,55 | 66,10 | 70,46 | 64,63
400,0/2 59,98 60,24 | 59,563 | 48,91 | 51,55 | 58,18 | 69,95 | 65,59
400,0/3 68,67 58,98 | 44,27 | 52,18 | 56,62 | 59,95 | 61,12 | 61,66




196

Tabela 12 — Peso fresco (mg) de L. minor, em cada tratamento e nos controles, referente
ao teste 1 com o farmaco cloridrato de propranolol.

Concentracdo (mg.L")/Repeticéo

Peso fresco (mg)

Dia inicial* Dia final

Controle/1 3,5 30,6
Controle/2 3,5 29,5
Controle/3 3,5 31,0
1,56/1 3,5 31,1
1,56/2 3,5 31,8
1,56/3 3,5 32,0
3,1/1 3,5 30,7
3,1/2 3,5 30,3
3,1/3 3,5 25,0
6,2/1 3,5 27,8
6,2/2 3,5 29,2
6,2/3 3,5 26,6
12,5/1 35 27,2
12,5/2 3,5 29,4
12,5/3 3,5 25,8
25,0/1 3,5 20,9
25,0/2 3,5 23,8
25,0/3 35 25,2
50,0/1 3,5 17,4
50,0/2 3,5 13,0
50,0/3 3,5 15,7
100,0/1 35 5,8
100,0/2 3,5 6,7
100,0/3 3,5 6,9
200,0/1 35 2,2
200,0/2 35 14
200,0/3 35 2,0
400,0/1 3,5 1,0
400,0/2 3,5 1,0
400,0/3 3,5 1,0

*Peso fresco referente a amostra da cultura similar a utilizada no inicio do teste.
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Tabela 13 — Contagem do namero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 2 com o fdrmaco cloridrato de propranolol.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7

Controle/1 16 23 28 39 47 60 82
Controle/2 16 23 28 40 47 61 82
Controle/3 16 21 28 37 45 59 78
1,56/1 16 23 28 39 46 61 86
1,56/2 16 23 28 37 45 60 76
1,56/3 16 21 28 40 48 58 80
3,11 16 22 28 37 45 58 73
3,1/2 16 23 28 37 44 58 71
3,1/3 16 22 28 37 43 58 75
6,2/1 16 20 27 36 42 56 64
6,2/2 16 22 27 36 40 53 61
6,2/3 16 20 27 36 40 51 60
12,5/1 16 20 27 32 39 53 62
12,5/2 16 17 25 32 36 51 58
12,5/3 16 20 27 31 36 49 60
25,0/1 16 20 26 32 36 50 58
25,0/2 16 20 25 31 36 46 56
25,0/3 16 17 24 29 34 45 59
50,0/1 16 19 25 31 33 42 57
50,0/2 16 19 26 32 35 40 53
50,0/3 16 19 24 29 33 41 49
100,0/1 16 16 19 24 27 29 30
100,0/2 16 16 16 20 24 29 30
100,0/3 16 16 16 20 25 28 28
200,0/1 16 16 16 16 16 16 16
200,0/2 15 16 16 16 16 16 16
200,0/3 14 16 16 16 16 15 16
400,0/1 12 12 12 12 12 12 12
400,0/2 12 12 12 12 12 12 12
400,0/3 12 12 12 12 12 12 12
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Tabela 14 — Area foliar total (mm?) de L. minor, em cada tratamento e nos controles,
referente ao teste 2 com o farmaco cloridrato de propranolol.

Concentracéo
(mg.LY/Repeticdo

Area foliar total (mm®)

Dia0 Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Diab5 | Dia6 | Dia7

Controle/1 46,55 57,46 | 77,63 | 97,87 | 166,28 | 185,71 | 234,65 | 300,41
Controle/2 55,09 59,85 | 82,62 | 123,48 | 153,41 | 201,02 | 257,75 | 328,46
Controle/3 48,65 52,42 | 75,62 | 100,41 | 132,13 | 172,64 | 226,27 | 292,07
1,56/1 53,20 53,84 | 77,00 | 100,02 | 165,47 | 192,24 | 260,41 | 284,75
1,56/2 50,10 47,08 | 71,89 | 108,75 | 139,10 | 185,78 | 252,17 | 317,48
1,56/3 56,10 52,25 | 86,35 | 115,99 | 161,76 | 200,30 | 261,34 | 304,64
3,1/1 57,32 59,14 | 84,75 | 116,04 | 139,61 | 182,98 | 259,33 | 280,61
3,1/2 49,54 59,58 | 77,12 | 103,43 | 148,83 | 189,97 | 232,51 | 246,49
3,1/3 49,65 55,10 | 69,00 | 102,04 | 129,69 | 182,67 | 236,58 | 250,88
6,2/1 57,76 53,52 | 86,46 | 109,54 | 142,59 | 178,05 | 222,97 | 217,12
6,2/2 60,62 61,35 | 79,83 | 106,99 | 153,38 | 164,29 | 218,43 | 240,88
6,2/3 58,01 59,41 | 78,97 | 98,73 | 128,78 | 162,32 | 207,75 | 227,56
12,5/1 56,22 59,52 | 82,09 | 108,41 | 125,16 | 158,60 | 215,45 | 264,11
12,5/2 59,13 49,84 | 80,30 | 108,27 | 132,64 | 151,62 | 220,12 | 264,11
12,5/3 60,25 55,22 | 77,77 | 101,22 | 140,32 | 154,45 | 203,86 | 241,51
25,0/1 61,12 58,13 | 72,45 | 107,60 | 135,53 | 160,26 | 208,54 | 200,26
25,0/2 56,72 49,21 | 77,82 | 92,11 | 119,30 | 140,27 | 204,36 | 208,96
25,0/3 51,15 52,99 | 69,33 | 98,42 | 123,03 | 145,65 | 186,89 | 228,45
50,0/1 60,43 51,25 | 74,34 | 93,15 | 111,12 | 137,60 | 176,69 | 187,11
50,0/2 55,18 55,62 | 80,40 | 100,20 | 134,19 | 145,60 | 175,98 | 194,63
50,0/3 59,88 57,28 | 64,74 | 93,74 | 125,62 | 139,83 | 164,96 | 187,75
100,0/1 61,84 60,69 | 67,01 | 96,09 | 89,04 | 81,39 | 83,84 | 80,48
100,0/2 53,96 57,13 | 62,29 | 83,15 | 95,02 | 83,68 | 80,43 | 87,54
100,0/3 51,57 57,13 | 59,37 | 87,97 | 78,19 | 72,40 | 79,46 | 80,40
200,0/1 59,43 48,79 | 61,82 | 69,57 | 52,17 | 71,05 | 63,30 | 55,30
200,0/2 65,08 57,77 | 58,85 | 6543 | 61,44 | 49,33 | 72,57 | 70,80
200,0/3 57,08 48,86 | 58,13 | 61,65 | 66,87 | 58,29 | 58,42 | 62,00
400,0/1 55,88 42,81 | 53,62 | 52,17 | 43,63 | 51,27 | 47,68 | 57,15
400,0/2 58,11 61,62 | 50,77 | 44,46 | 51,22 | 57,98 | 49,21 | 49,31
400,0/3 55,40 42,78 | 49,13 | 48,54 | 51,15 | 55,61 | 51,89 | 52,70
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Tabela 15 — Peso fresco (mg) de L. minor, em cada tratamento e nos controles, referente
ao teste 2 com o fdrmaco cloridrato de propranolol.

Concentracdo (mg.L")/Repeticéo

Peso fresco (mg)

Dia inicial* Dia final
Controle/1 1,9 21,3
Controle/2 1,9 21,9
Controle/3 1,9 21,9
1,56/1 1,9 22,5
1,56/2 1,9 20,0
1,56/3 1,9 22,6
3,1/1 1,9 18,8
3,1/2 1,9 17,8
3,1/3 1,9 19,0
6,2/1 1,9 16,1
6,2/2 1,9 16,2
6,2/3 1,9 16,1
12,5/1 1,9 15,4
12,5/2 1,9 15,2
12,5/3 1,9 15,0
25,0/1 1,9 15,4
25,0/2 1,9 15,5
25,0/3 1,9 15,3
50,0/1 1,9 11,9
50,0/2 1,9 11,8
50,0/3 1,9 11,7
100,0/1 1,9 42
100,0/2 1,9 3,5
100,0/3 1,9 45
200,0/1 1,9 2,2
200,0/2 1,9 19
200,0/3 1,9 2,4
400,0/1 1,9 1,7
400,0/2 1,9 1,7
400,0/3 1,9 1,6

*Peso fresco referente a amostra da cultura similar a utilizada no inicio do teste.
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Tabela 16 — Contagem do namero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 3 com o fdrmaco cloridrato de propranolol.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7

Controle/1 16 24 28 38 47 58 76
Controle/2 16 24 28 38 46 58 76
Controle/3 16 23 28 38 48 58 77
1,56/1 16 24 28 39 47 58 81
1,56/2 16 23 28 37 48 57 72
1,56/3 16 24 28 38 46 57 71
3,11 16 24 28 38 48 58 73
3,1/2 16 23 28 35 46 55 63
3,1/3 16 23 27 37 45 55 62
6,2/1 16 24 27 35 43 53 64
6,2/2 16 23 26 34 40 53 62
6,2/3 16 23 27 33 42 53 62
12,5/1 16 21 26 31 37 49 60
12,5/2 16 21 28 31 41 52 60
12,5/3 16 20 25 30 36 47 58
25,0/1 16 20 25 31 36 49 57
25,0/2 16 21 25 30 36 45 57
25,0/3 16 19 26 28 36 45 55
50,0/1 16 18 25 30 36 42 47
50,0/2 16 20 26 29 36 44 51
50,0/3 16 20 25 30 36 43 47
100,0/1 16 16 20 25 29 29 29
100,0/2 16 16 23 25 30 30 30
100,0/3 16 16 22 26 31 33 33
200,0/1 15 16 16 16 16 16 16
200,0/2 14 16 16 16 16 16 16
200,0/3 14 16 16 16 16 16 16
400,0/1 12 12 12 12 12 12 12
400,0/2 12 12 12 12 12 12 12
400,0/3 12 12 12 12 12 12 12
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Tabela 17 — Area foliar total (mm?) de L. minor, em cada tratamento e nos controles,
referente ao teste 3 com o farmaco cloridrato de propranolol.

Concentracéo
(mg.LY/Repeticdo

Area foliar total (mm®)

Dia0 Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Diab5 | Dia6 | Dia7

Controle/1 50,86 69,59 | 96,98 | 104,48 | 145,47 | 177,44 | 208,63 | 294,82
Controle/2 49,95 57,01 | 88,53 | 99,49 | 128,36 | 170,31 | 223,26 | 278,44
Controle/3 60,18 62,76 | 93,61 | 110,56 | 148,82 | 190,36 | 256,25 | 292,34
1,56/1 62,07 68,36 | 96,36 | 119,00 | 156,41 | 186,40 | 254,04 | 290,74
1,56/2 55,53 66,49 | 92,67 | 113,52 | 144,85 | 185,09 | 243,31 | 269,20
1,56/3 56,56 60,19 | 85,66 | 106,33 | 131,52 | 181,86 | 219,75 | 260,09
3,1/1 61,06 62,36 | 95,79 | 105,61 | 135,60 | 185,35 | 218,63 | 249,78
3,1/2 57,20 66,03 | 90,21 | 96,52 | 137,80 | 180,71 | 206,23 | 252,70
3,1/3 55,44 63,37 | 7454 | 98,22 | 135,73 | 179,83 | 205,26 | 248,49
6,2/1 61,80 67,87 | 92,11 | 109,72 | 147,71 | 174,85 | 201,70 | 243,08
6,2/2 58,45 66,88 | 88,63 | 115,70 | 132,17 | 163,07 | 213,59 | 251,35
6,2/3 53,88 67,64 | 87,74 | 116,52 | 139,08 | 178,85 | 228,35 | 257,34
12,5/1 53,72 59,01 | 85,86 | 89,91 | 114,67 | 144,45 | 184,57 | 214,42
12,5/2 57,18 70,54 | 99,43 | 100,94 | 134,40 | 151,41 | 196,88 | 243,63
12,5/3 61,56 65,11 | 90,81 | 90,53 | 128,53 | 148,76 | 198,84 | 225,98
25,0/1 50,10 66,19 | 81,32 | 90,82 | 107,39 | 127,59 | 174,81 | 194,32
25,0/2 55,46 67,89 | 89,74 | 100,77 | 128,37 | 149,88 | 191,99 | 215,23
25,0/3 57,34 67,16 | 86,28 | 99,80 | 129,18 | 144,27 | 187,17 | 215,22
50,0/1 61,35 68,78 | 86,59 | 97,62 | 107,34 | 138,74 | 163,13 | 168,14
50,0/2 53,16 61,19 | 81,04 | 97,29 | 113,96 | 128,05 | 154,93 | 164,42
50,0/3 55,59 64,58 | 85,29 | 96,68 | 112,39 | 124,72 | 149,35 | 176,05
100,0/1 53,65 57,30 | 70,57 | 75,68 | 77,89 | 91,45 | 85,67 | 98,27
100,0/2 53,36 61,46 | 75,08 | 78,83 | 69,52 | 111,42 | 112,34 | 105,98
100,0/3 57,05 59,48 | 77,06 | 72,34 | 78,46 | 107,90 | 108,54 | 91,10
200,0/1 52,73 56,42 | 61,41 | 62,50 | 60,11 | 57,52 60,67 | 54,98
200,0/2 47,22 49,53 | 58,84 | 55,72 | 55,05 | 41,88 | 54,09 | 45,05
200,0/3 58,12 52,59 | 62,76 | 62,50 | 55,33 | 53,84 | 59,27 | 59,14
400,0/1 53,02 53,35 | 55,13 | 50,05 | 45,03 | 41,22 | 45,93 | 42,33
400,0/2 49,94 57,11 | 60,68 | 56,15 | 46,85 | 45,09 | 40,73 | 36,15
400,0/3 53,22 53,60 | 47,73 | 53,37 | 52,81 | 47,29 | 60,21 | 43,29
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Tabela 18 — Peso fresco (mg) de L. minor, em cada tratamento e nos controles, referente
ao teste 3 com o farmaco cloridrato de propranolol.

Concentracdo (mg.L")/Repeticéo

Peso fresco (mg)

Dia inicial* Dia final
Controle/1 1,9 23,0
Controle/2 1,9 23,3
Controle/3 1,9 23,4
1,56/1 1,9 23,0
1,56/2 1,9 22,1
1,56/3 1,9 23,0
3,1/1 1,9 18,8
3,1/2 1,9 18,7
3,1/3 1,9 18,1
6,2/1 1,9 18,2
6,2/2 1,9 18,8
6,2/3 1,9 18,2
12,5/1 1,9 17,1
12,5/2 1,9 17,2
12,5/3 1,9 17,0
25,0/1 1,9 17,1
25,0/2 1,9 17,0
25,0/3 1,9 16,7
50,0/1 1,9 10,7
50,0/2 1,9 10,6
50,0/3 1,9 10,4
100,0/1 1,9 48
100,0/2 1,9 4.6
100,0/3 1,9 5,2
200,0/1 1,9 2,2
200,0/2 1,9 19
200,0/3 1,9 2,4
400,0/1 1,9 1,0
400,0/2 1,9 1,4
400,0/3 1,9 1,2

*Peso fresco referente a amostra da cultura similar a utilizada no inicio do teste.
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Tabela 19 — Contagem do namero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 1 com o fAdrmaco losartana potassica.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7

Controle/1 16 21 28 37 47 58 78
Controle/2 16 21 28 40 47 55 80
Controle/3 16 21 28 39 47 56 74
0,78/1 16 23 28 41 50 62 87
0,78/2 16 23 28 42 49 64 82
0,78/3 16 23 28 39 50 61 80
1,56/1 16 19 24 30 40 50 62
1,56/2 16 20 26 31 42 51 62
1,56/3 16 20 25 30 38 49 61
3,11 16 19 27 31 39 50 61
3,1/2 16 20 26 31 39 51 61
3,1/3 16 18 24 29 36 47 62
6,2/1 16 18 26 30 35 46 58
6,2/2 16 20 25 30 35 47 58
6,2/3 16 19 25 31 35 43 58
12,5/1 16 18 24 30 35 46 55
12,5/2 16 18 24 29 34 44 57
12,5/3 16 18 24 30 36 43 57
25,0/1 16 18 24 30 32 43 54
25,0/2 16 18 23 29 33 45 56
25,0/3 16 18 23 29 31 43 53
50,0/1 16 18 20 24 28 35 39
50,0/2 16 18 20 24 24 34 36
50,0/3 16 17 20 25 29 33 37
100,0/1 13 16 19 20 20 20 20
100,0/2 16 17 20 20 20 20 20
100,0/3 15 16 18 20 20 20 20
200,0/1 16 16 17 19 19 19 19
200,0/2 13 16 17 18 18 17 16
200,0/3 14 16 17 19 19 18 17
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Tabela 20 — Area foliar total (mm?) de L. minor, em cada tratamento e nos controles,
referente ao teste 1 com o farmaco losartana potéssica.

Concentracéo
(mg.LY/Repeticdo

Area foliar total (mm®)

Dia0 Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7

Controle/1 44,46 47,78 | 70,33 | 96,05 | 108,55 | 161,30 | 255,52 | 343,53
Controle/2 55,81 63,18 | 75,79 | 100,57 | 152,37 | 179,81 | 299,91 | 368,04
Controle/3 53,45 60,70 | 79,67 | 114,43 | 148,18 | 176,62 | 298,67 | 370,18
0,78/1 54,33 64,06 | 87,45 | 107,08 | 153,30 | 208,25 | 323,57 | 388,85
0,78/2 50,24 60,85 | 79,83 | 96,54 | 141,18 | 202,81 | 264,97 | 363,76
0,78/3 50,58 64,71 | 86,18 | 108,70 | 157,14 | 232,81 | 313,65 | 380,30
1,56/1 49,79 56,39 | 61,99 | 91,06 | 118,66 | 120,06 | 216,30 | 259,07
1,56/2 47,38 53,42 | 65,30 | 100,14 | 124,79 | 150,42 | 230,40 | 272,09
1,56/3 45,24 58,23 | 65,10 | 97,98 | 125,85 | 142,10 | 203,82 | 255,05
3,1/1 47,12 58,56 | 69,02 | 94,46 | 110,26 | 123,25 | 206,24 | 264,98
3,1/2 53,44 56,62 | 77,26 | 90,70 | 122,75 | 156,97 | 218,57 | 292,80
3,1/3 49,70 58,46 | 70,37 | 87,77 | 112,69 | 129,02 | 196,15 | 233,00
6,2/1 52,45 62,58 | 67,22 | 93,95 | 107,35 | 131,08 | 204,39 | 257,85
6,2/2 48,67 57,05 | 74,30 | 96,86 | 109,97 | 138,49 | 196,96 | 243,83
6,2/3 51,58 55,77 | 70,51 | 92,63 | 119,72 | 143,76 | 200,53 | 233,63
12,5/1 48,15 54,07 | 66,60 | 89,20 | 114,65 | 132,39 | 187,71 | 256,05
12,5/2 49,92 51,06 | 67,86 | 91,94 | 114,38 | 133,13 | 187,53 | 252,19
12,5/3 53,13 59,63 | 76,16 | 97,18 | 118,66 | 145,34 | 188,80 | 255,56
25,0/1 55,98 62,11 | 78,65 | 91,96 | 109,74 | 136,95 | 194,37 | 231,53
25,0/2 49,03 58,40 | 72,80 | 97,51 | 112,49 | 134,80 | 193,15 | 240,45
25,0/3 48,01 57,66 | 71,02 | 82,59 | 107,04 | 124,05 | 164,93 | 189,32
50,0/1 55,38 58,68 | 70,14 | 85,68 | 109,61 | 115,08 | 126,94 | 134,30
50,0/2 50,31 58,04 | 69,29 | 88,36 | 103,80 | 109,27 | 128,29 | 150,28
50,0/3 53,90 63,31 | 76,46 | 94,16 | 112,35 | 110,89 | 118,75 | 144,29
100,0/1 51,57 54,20 | 71,01 | 70,00 | 79,99 | 72,21 | 77,95 | 75,06
100,0/2 47,93 60,58 | 69,02 | 78,73 | 91,86 | 8593 | 96,63 | 97,20
100,0/3 54,67 57,88 | 61,25 | 82,52 | 84,62 | 82,38 | 95,26 | 97,00
200,0/1 51,74 57,88 | 57,63 | 55,08 | 56,89 | 52,45 | 59,97 | 60,18
200,0/2 48,08 50,36 | 53,15 | 58,75 | 50,60 | 48,83 | 55,40 | 56,43
200,0/3 48,24 56,19 | 58,90 | 60,00 | 47,50 | 53,69 | 55,70 | 56,41
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Tabela 21 — Peso fresco (mg) de L. minor, em cada tratamento e nos controles, referente
ao teste 1 com o farmaco losartana potassica.

Concentragio (mg.L')/Repeticio

Peso fresco (mg)

Dia inicial* Dia final
Controle/1 3,5 34,5
Controle/2 3,5 34,8
Controle/3 35 34,9
0,78/1 3,5 31,5
0,78/2 3,5 29,6
0,78/3 3,5 29,5
1,56/1 3,5 22,9
1,56/2 3,5 22,1
1,56/3 3,5 25,3
3,1/1 3,5 25,4
3,12 3,5 25,4
3,1/3 3,5 24,3
6,2/1 3,5 21,8
6,2/2 3,5 21,8
6,2/3 3,5 21,8
12,5/1 3,5 21,2
12,5/2 3,5 21,0
12,5/3 3,5 22,6
25,0/1 3,5 13,8
25,0/2 3,5 13,2
25,0/3 3,5 14,0
50,0/1 3,5 19,8
50,0/2 3,5 19,4
50,0/3 3,5 19,1
100,0/1 3,5 6,4
100,0/2 3,5 7,2
100,0/3 3,5 7,1
200,0/1 3,5 3,2
200,0/2 3,5 3,8
200,0/3 3,5 3,9

*Peso fresco referente a amostra da cultura similar a utilizada no inicio do teste.
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Tabela 22 — Contagem do namero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 2 com o fAdrmaco losartana potassica.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7

Controle/1 16 24 28 37 45 55 75
Controle/2 16 24 28 35 47 57 77
Controle/3 16 22 28 33 43 56 70
0,78/1 16 22 27 34 44 53 73
0,78/2 16 24 27 34 47 58 73
0,78/3 16 24 28 36 45 57 73
1,56/1 16 22 27 32 40 53 64
1,56/2 16 23 27 31 42 52 69
1,56/3 16 23 27 33 43 51 65
3,11 16 23 28 32 40 50 65
3,1/2 16 23 26 31 40 48 64
3,1/3 16 22 27 31 40 53 62
6,2/1 16 23 25 29 39 45 58
6,2/2 16 21 25 29 36 43 55
6,2/3 16 18 25 28 33 40 53
12,5/1 16 23 24 28 33 39 55
12,5/2 16 21 25 28 33 43 57
12,5/3 16 18 25 28 33 38 53
25,0/1 16 16 24 28 37 43 51
25,0/2 15 17 23 28 37 41 49
25,0/3 16 17 24 28 35 44 51
50,0/1 15 16 21 25 33 37 38
50,0/2 16 17 24 27 35 40 43
50,0/3 16 16 22 24 33 37 38
100,0/1 16 18 20 20 20 20 20
100,0/2 16 16 20 20 20 21 21
100,0/3 15 17 19 20 20 20 20
200,0/1 15 16 17 19 19 19 19
200,0/2 15 16 16 19 18 18 19
200,0/3 14 16 17 18 19 18 18
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Tabela 23 — Area foliar total (mm?) de L. minor, em cada tratamento e nos controles,
referente ao teste 2 com o farmaco losartana potéssica.

Concentracéo
(mg.LY/Repeticdo

Area foliar total (mm®)

Dia0 Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7

Controle/1 52,81 65,31 | 76,40 | 100,65 | 109,06 | 139,31 | 163,87 | 219,36
Controle/2 54,28 56,15 | 74,31 | 92,80 | 129,46 | 161,21 | 185,36 | 249,00
Controle/3 47,07 50,85 | 69,83 | 87,45 | 112,20 | 148,97 | 188,37 | 238,91
0,78/1 50,97 52,31 | 71,23 | 86,61 | 109,77 | 138,37 | 184,92 | 245,80
0,78/2 50,94 57,27 | 74,71 | 89,58 | 110,71 | 157,00 | 206,32 | 270,96
0,78/3 52,93 66,73 | 80,15 | 103,34 | 121,28 | 171,02 | 233,88 | 272,48
1,56/1 52,39 57,69 | 68,95 | 85,34 | 106,38 | 147,39 | 196,27 | 221,64
1,56/2 46,50 53,74 | 68,70 | 97,84 | 108,99 | 132,87 | 185,89 | 220,72
1,56/3 49,14 62,45 | 76,97 | 90,96 | 107,45 | 145,91 | 186,34 | 233,92
3,1/1 48,67 54,45 | 70,05 | 90,95 | 103,46 | 150,76 | 194,84 | 199,53
3,1/2 50,62 53,55 | 74,38 | 85,18 | 98,97 | 141,88 | 180,48 | 216,05
3,1/3 52,38 50,95 | 80,83 | 93,19 | 104,51 | 150,52 | 188,86 | 226,62
6,2/1 54,49 56,04 | 74,25 | 86,48 | 100,26 | 127,34 | 167,04 | 210,27
6,2/2 46,29 49,45 | 67,40 | 82,85 | 89,59 | 114,63 | 162,58 | 197,20
6,2/3 50,05 51,63 | 64,88 | 81,98 | 90,12 | 109,12 | 149,26 | 185,61
12,5/1 46,83 51,86 | 72,21 | 77,89 | 92,91 | 116,29 | 148,84 | 191,60
12,5/2 45,07 49,36 | 71,06 | 83,28 | 89,01 | 114,66 | 145,45 | 194,13
12,5/3 56,61 63,31 | 77,98 | 84,59 | 108,31 | 133,45 | 166,44 | 188,37
25,0/1 46,22 50,84 | 63,60 | 79,62 | 90,47 | 115,34 | 139,37 | 174,14
25,0/2 46,79 52,10 | 56,19 | 68,88 | 90,33 | 112,68 | 129,66 | 167,54
25,0/3 47,88 49,95 | 57,19 | 69,31 | 84,28 | 122,71 | 147,16 | 187,13
50,0/1 45,86 51,74 | 63,04 | 71,83 | 82,55 | 94,91 | 117,57 | 130,05
50,0/2 49,99 49,59 | 68,63 | 83,47 | 109,37 | 129,37 | 170,47 | 193,16
50,0/3 51,80 50,61 | 64,92 | 80,94 | 89,16 | 110,30 | 134,71 | 145,48
100,0/1 51,82 5452 | 68,62 | 78,74 | 78,37 | 81,86 | 90,07 | 79,73
100,0/2 52,61 56,78 | 59,49 | 73,87 | 75,14 | 89,97 | 85,94 | 76,44
100,0/3 44,33 45,19 | 59,20 | 65,81 | 69,88 | 72,54 | 76,98 | 68,18
200,0/1 50,33 53,86 | 56,03 | 57,11 | 55,36 | 56,22 | 54,27 | 89,62
200,0/2 47,84 58,28 | 50,92 | 53,46 | 55,01 | 51,60 | 53,39 | 88,33
200,0/3 49,08 47,13 | 50,65 | 54,90 | 56,48 | 53,90 | 56,29 | 85,90
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Tabela 24 — Contagem do namero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste 3 com o fAdrmaco losartana potassica.

Concentracdo Numero de frondes por unidade experimental
(mg.LY)/Repeticio
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7

Controle/1 16 23 28 36 50 60 87
Controle/2 16 23 28 36 47 60 78
Controle/3 16 24 28 39 48 60 89
0,78/1 16 23 28 36 48 58 85
0,78/2 16 23 28 39 49 60 81
0,78/3 16 24 28 36 48 59 80
1,56/1 16 24 28 35 45 55 76
1,56/2 16 22 28 37 46 55 78
1,56/3 16 23 28 36 46 57 77
3,11 16 22 28 35 45 52 69
3,1/2 16 21 28 33 43 51 64
3,1/3 16 23 28 35 46 52 63
6,2/1 16 21 28 30 44 50 61
6,2/2 16 24 27 30 40 50 62
6,2/3 16 21 24 28 36 48 60
12,5/1 16 22 27 30 36 44 54
12,5/2 16 22 25 30 37 45 55
12,5/3 16 22 26 28 36 43 52
25,0/1 16 18 26 29 37 43 51
25,0/2 15 17 25 29 34 43 49
25,0/3 16 18 25 29 34 43 50
50,0/1 16 18 23 27 35 39 43
50,0/2 16 17 22 24 31 39 43
50,0/3 15 19 21 25 33 38 45
100,0/1 16 17 20 20 20 20 21
100,0/2 16 17 20 20 20 20 21
100,0/3 15 17 20 20 20 20 20
200,0/1 15 17 18 18 19 19 19
200,0/2 16 16 18 18 18 18 19
200,0/3 15 16 19 19 19 19 20
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Tabela 25 — Area foliar total (mm?) de L. minor, em cada tratamento e nos controles,
referente ao teste 3 com o farmaco losartana potéssica.

Concentracéo
(mg.LY/Repeticdo

Area foliar total (mm®)

Dia0 Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7

Controle/1 57,20 65,57 | 87,56 | 102,84 | 135,17 | 203,10 | 214,63 | 302,15
Controle/2 53,26 58,40 | 84,68 | 113,55 | 139,24 | 205,37 | 259,71 | 306,96
Controle/3 55,03 68,46 | 89,34 | 108,88 | 147,76 | 202,57 | 265,54 | 323,80
0,78/1 58,67 63,88 | 84,65 | 112,74 | 137,45 | 183,94 | 224,02 | 296,16
0,78/2 50,88 57,26 | 85,42 | 109,74 | 131,39 | 184,26 | 241,77 | 330,10
0,78/3 56,62 57,95 | 86,35 | 104,65 | 130,01 | 176,37 | 215,76 | 303,86
1,56/1 51,77 61,09 | 88,46 | 102,40 | 128,69 | 177,19 | 203,82 | 276,98
1,56/2 59,26 57,26 | 86,86 | 109,36 | 130,14 | 165,91 | 203,67 | 290,46
1,56/3 52,24 55,37 | 87,56 | 104,57 | 127,38 | 181,93 | 214,62 | 289,96
3,1/1 52,61 60,45 | 81,65 | 97,38 | 114,97 | 155,72 | 193,48 | 246,82
3,1/2 54,26 44,16 | 80,62 | 88,57 | 113,24 | 162,93 | 200,68 | 245,93
3,1/3 56,41 60,64 | 89,88 | 106,53 | 126,85 | 178,15 | 207,10 | 242,05
6,2/1 53,80 63,06 | 81,32 | 96,36 | 109,23 | 158,00 | 184,68 | 223,65
6,2/2 53,06 53,67 | 89,56 | 95,39 | 105,51 | 156,89 | 172,58 | 216,86
6,2/3 54,35 54,39 | 82,47 | 96,13 | 99,76 | 144,02 | 170,05 | 231,23
12,5/1 51,39 61,85 | 72,47 | 84,14 | 111,84 | 140,85 | 149,02 | 186,53
12,5/2 51,15 60,46 | 70,28 | 79,72 | 100,10 | 139,38 | 149,32 | 190,32
12,5/3 56,55 66,68 | 88,30 | 97,04 | 112,39 | 147,67 | 174,08 | 194,65
25,0/1 55,67 55,47 | 74,91 | 94,53 | 111,32 | 149,95 | 160,04 | 196,78
25,0/2 52,25 54,71 | 70,86 | 91,96 | 104,63 | 123,22 | 148,28 | 174,43
25,0/3 55,19 59,35 | 75,25 | 95,02 | 108,37 | 137,70 | 160,12 | 178,28
50,0/1 50,51 59,06 | 65,52 | 78,08 | 93,13 | 120,83 | 137,83 | 143,33
50,0/2 56,42 57,69 | 70,57 | 83,72 | 93,72 | 127,01 | 151,36 | 177,54
50,0/3 57,49 57,58 | 75,15 | 83,49 | 99,28 | 125,06 | 153,48 | 183,87
100,0/1 50,60 55,85 | 65,30 | 70,92 | 83,97 | 89,73 | 87,19 | 85,33
100,0/2 52,90 57,18 | 68,07 | 76,49 | 84,41 | 93,04 | 86,00 | 87,91
100,0/3 49,24 54,34 | 68,96 | 68,23 | 76,70 | 86,60 | 83,42 | 86,60
200,0/1 52,91 52,07 | 56,50 | 51,05 | 53,86 | 56,67 | 54,58 | 55,70
200,0/2 56,62 56,24 | 64,10 | 61,40 | 56,71 | 58,17 | 66,14 | 58,70
200,0/3 58,93 57,39 | 61,38 | 59,37 | 57,33 | 64,65 | 63,60 | 59,82
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Tabela 26 — Peso fresco (mg) de L. minor, em cada tratamento e nos controles, referente
ao teste 3 com o farmaco losartana potassica.

Concentracdo (mg.L")/Repeticéo

Peso fresco (mg)

Dia inicial* Dia final

Controle/1 1,9 21,4
Controle/2 1,9 215
Controle/3 1,9 21,0
0,78/1 1,9 20,5
0,78/2 1,9 21,2
0,78/3 1,9 21,7
1,56/1 1,9 19,6
1,56/2 1,9 20,8
1,56/3 1,9 21,2
3,1/1 1,9 17,6
3,1/2 1,9 17,0
3,1/3 1,9 17,3
6,2/1 1,9 15,0
6,2/2 1,9 14,6
6,2/3 1,9 13,5
12,5/1 1,9 11,9
12,5/2 1,9 11,5
12,5/3 1,9 12,5
25,0/1 1,9 11,6
25,0/2 1,9 11,5
25,0/3 1,9 11,5
50,0/1 1,9 10,4
50,0/2 1,9 10,2
50,0/3 1,9 10,0
100,0/1 1,9 5,2
100,0/2 1,9 6,0
100,0/3 1,9 5,8
200,0/1 1,9 3,6
200,0/2 1,9 3,3
200,0/3 1,9 3,7

*Peso fresco referente 2 amostra da cultura similar a utilizada no inicio do teste.
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Tabela 27 — Contagem do namero de frondes de L. minor, em cada tratamento e nos
controles, referente ao teste de mistura dos farmacos cloridrato de

propranolol e losartana potassica.

Concentracao de
efeito combinado
(CE4/2)-Repeticdo

Numero de frondes por unidade experimental

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Controle-1 16 24 28 39 48 60 86
Controle-2 16 24 29 42 48 60 79
Controle-3 16 24 28 38 45 56 72
CE/2-1 16 23 27 36 41 54 68
CE/2-2 16 23 28 39 45 55 74
CE/2-3 16 24 27 37 45 54 71
CEx/2 -1 16 23 27 37 44 54 70
CEx/2-2 16 24 28 39 45 57 74
CEx/2-3 16 23 26 36 41 51 62
CEs/2-1 16 18 25 32 32 38 49
CEx/2-2 16 19 27 32 35 38 51
CEso/2 -3 16 18 25 32 34 37 47
CEx/2-1 16 16 17 25 30 33 34
CEx/2-2 16 16 20 26 31 32 35
CE«/2-3 16 16 17 25 30 31 33
CEg/2 -1 15 16 17 20 24 30 30
CEg/2 -2 16 16 16 20 24 30 31
CEg/2 -3 16 16 16 20 21 29 29
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ANEXO A - Composicdo do meio de cultivo Steinberg modificado apds 1SO 20079

(OECD, 2006).

Macroelementos g/L

Solucdo-estoque 1:

KNO;3 17,50
KH,PO, 4,5
K,;HPO, 0,63

Solugéo-estoque 2:
MgS0O,.7H20 5,00

Solugéo-estoque 3:
Ca(NO3)2.4H,0 14,75
Microelementos mg/L

Solucdo-estoque 4:

H3BO;3 120,0
Solugéo-estoque 5:
ZnSQ,. 7TH0 180,0
Solugéo-estoque 6:
Na,MoQ,. 2H,0 44,0
Solugéo-estoque 7:
MnCl,. 4H,0 180,0
Solugéo-estoque 8:
FeCls.6H,0 760,00
EDTA-sal dissédico 1500,00

As solucBes-estoque de 1 a 7 foram esterilizadas por autoclavagem a 121°C por 20

minutos.

A solucéo final do meio Steinberg modificado foi preparada adicionando-se 20 mL das
solucdes-estoque 1, 2 e 3 e 1 mL das solucdes-estoque 4, 5 6, 7 e 8 a,
aproximadamente, 900 mL de agua deionizada. O pH da solucdo monitorado esteve a
5,5 £0,2. O volume final foi acertado para 1000 mL com agua deionizada



