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OCENA TOKSYCZNOSCI PRODUKTOW FOTODEGRADACJI
CHLORPROMAZYNY PRZY UZYCIU TESTOW OSTRYCH NA
BRACHIONUS CALYCIFLORUS (WROTKI)

Jako modelowy farmaceutyk ulegajacy fotodegradacji zastosowano chlorpromazyng (CPZ).
Naswietlano jej roztwory lampami UVC i UVB (254 i 302 nm). Oprécz roztwordw CPZ na$wietlano
takze probki leku z dodatkiem kwaséw humusowych, azotanu (V) potasu i wodorowgglanu sodu.
Toksyczno$¢ probek przebadano dwoma testami toksyczno$ci ostrej na B. calyciflorus: Rotoxkit F
oraz Rotox Rapid (1 — godzinny test pokarmowy). Pomiedzy powyzszymi probkami wynikly roéznice
toksycznosci. W przypadku probek z dodatkiem azotandw i weglandow, wieksza czulo$é wykazat test
Rotoxkit F. Z kolei oba testy byly tak samo czule dla probek chlorpromazyny, oraz roztworéw
zawierajgcych kwasy humusowe, zaréwno naswietlanych jak i nienaswietlanych Ponadto przy
wyzszej dtugosci fali (302 nm) wszystkie omawiane dodatki podnosity toksycznos$¢ chlorpromazyny.

1. WSTEP

Chlorpromazyna nalezy do lekow neuroleptycznych (przeciwpsychotycznych)
i jest stosowana od ponad 50 lat. Jej degradacja w $rodowisku odbywa si¢ gtownie
w wodach  powierzchniowych w procesie fotodegradacji, pod wplywem
promieniowania UV z zakresu UVA (340-320nm) i UVB (320-280nm).
Fotodegradacja moze mie¢ charakter bezposredni i posredni. Bezposrednia przebiega
poprzez absorpcj¢ Swiatla stonecznego, natomiast w przebiegu posredniej uczestnicza
takie zwiagzki jak azotany, weglany czy kwasy humusowe. Zwigzki te s3
odpowiedzialne za generowanie wysoce reaktywnych form tlenu przyczyniajacych si¢
do rozktadu farmaceutykow.
Na podstawie badan przeprowadzonych przez Gocke [1], wiemy, ze naswietlanie CPZ
w zakresie bliskiego UV przy dlugosci fali 270nm powoduje fotojonizacje, podczas
gdy promieniowanie o dlugoséci fali 320-400nm, skutkuje utworzeniem wolnego
rodnika promazylowego w procesie dehalogenacji. Przy udziale reaktywnego rodnika
tlenowego moze zachodzi¢ reakcja utlenienia, do sulfotlenku.
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Powstajacy podczas naswietlania rodnik promazylowy jest wysoce aktywny
biologicznie.

Celem pracy byla ocena toksycznosci chlorpromazyny oraz mieszaniny po
fotodegradacji z wykorzystaniem testow ostrych na B. calyciflorus. Zastosowano dwa
testy: standardowy 24 — godzinny test (Rotoxkit F™, MicroBioTests®) [2]oparty na
reakcji letalnej oraz szybki 1 — godzinny test zahamowania pobierania pokarmu
opracowany w Zakladzie Badania Srodowiska (RotoxRapid).

2. MATERIALY | METODY

METODYKA NASWIETLANIA CHLORPROMAZYNY. W badaniach naswietlano
roztwory czystej chlorpromazyny (CPZ) — 60 mg/l oraz leku wraz z dodatkami:
azotanem potasu (100 mg/l), wodoroweglanem sodu (100 mg/l) oraz kwasami
humusowymi (50 mg/l). Zastosowano 2 lampy UV Bench Lamp (UVP Upland, USA)
o dhugosciach fali UVC — 254 nm i UVB — 302 nm. Probki naswietlano przez
60 minut. Po naswietlaniu wszystkie roztwory przenoszono do naczynek z ciemnego
szkla i przechowywano w temperaturze pokojowej. Analizy wykonano w ciagu
jednego dnia.

TESTY TOKSYCZNOSCI. Wykonano testy toksycznoéci z wykorzystaniem
stodkowodnego wrotka - Brachionus calyciflorus (Rotifera). Cysty pochodzity z
pakietu Rotoxkit F™ MicroBioTests® (Belgia). Badania przeprowadzono w
mikroptytce z 48 dotkami, do ktérych dodawano po 0,5 ml roztworu. Jedna ptytka
pozwala na réwnoczesne przebadanie dwdch prébek (24 celki na jeden roztwor).
Schemat ptytki przedstawia rys. 1. Kontrole dla kazdego testu wykonywano w dwoch
powtorzeniach, natomiast kazde badane st¢zenie w trzech.

Do kazdej celki dodano po 10 organizmoéw testowych.
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Rys. 1. Schemat plytki testowej 48 — dotkowe;j Rys. 2. Organizm testowy — B. calyciflorus
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TEST POKARMOWY (ROTOX RAPID). Uzupetniona ptytke z dodanymi
organizmami umieszczano w cieplarce o temperaturze 25°C. Po 1-godzinnej inkubacji
do wszystkich dotkéw testowych dodawano po 50 pl zawiesiny wodnej karminu
0 stezeniu 135 tys. czastek/ml. Nastgpnie plytke odstawiano na 15 minut, po czym
organizmy u$miercano za pomoca roztworu Lugola.

Efektem testowym w RotoxRapid jest zahamowanie pobierania pokarmu przez wrotki.
W przypadku braku toksycznosci probki w zotadku B. calyciflorus pojawia sie
czerwony pokarm (rys. 2). Wyniki podawano w procentach efektu toksycznego (ilos¢
nienajedzonych/ilo$¢ wszystkich wrotkéw*100%), dla kazdego stezenia wyrazonego
w procentach nierozcienczonego roztworu. Nastgpnie wyznaczono wartos¢ ECsy dla
kazdego przeprowadzonego testu.

TEST 24-GODZINNY (ROTOXKIT F) Z MODYFIKACJAMI. Czas trwania
testu wynosit 24h. Plytke napeilniona odpowiednimi roztworami i z dodanymi
organizmami, inkubowano w cieplarce o temperaturze 25 °C, w ciemnosci przez
24 godziny. Efektem testowym byta $mieré organizmu. Po inkubacji zliczano liczbe
martwych organizméw w kazdym dotku. Dalsze obliczenia wykonano jak dla Rotox
Rapid.

3. WYNIKI

Oznaczenia prébek: CPZ — chlorpromazyna; 0° — probka nie poddawana na$wietlaniu; 60’ — czas
nas$wietlania [min]; (254/302) — dlugos¢ fali uzytej do naswietlania [nm]; H — dodatek kw. humusowych;
A — dodatek azotandw; W — dodatek weglandéw

PROBKI NIENASWIETLANE. W przypadku probek z dodatkiem azotanow
i weglanow Rotoxkit F byt odpowiednio 5- i 3-krotnie czulszy niz Rotox Rapid. Dla
probek chlorpromazyny oraz CPZ z dodatkiem kwasow humusowych oba testy byty
tak samo wrazliwe.

2,00

1,50
5 O Rotoxkit F
g 100 T+ B Rotox Rapid
O p
wm

0,50 -

0,00 -

CPZ0' CPZHO' CPZAO CPZWO’

Rys. 3. Toksycznos¢ probek nienaswietlanych w testach Rotoxkit F i Rotox Rapid
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W tescie Rotoxkit F zardwno dodatek azotanow jak i weglanow powodowat 4-krotny
wzrost toksycznosci chlorpromazyny. W tescie pokarmowym prébki z azotanami
mialy pottorakrotnie wyzsza wartos¢ ECsy niz probki bez dodatkow, lecz byta to
roznica nieistotna statystycznie. Weglany takze nie wplywaly na toksycznos¢ CPZ w
teScie pokarmowym. W obu testach dodatek kwaséw humusowych obnizat
toksycznos¢ CPZ, jednak nie byty to rdznice istotne statystycznie.

PROBKI NASWIETLANE PRZY A= 254NM: Dla probki CPZW60°(254) w tescie
Rotoxkit F efekt toksyczny wystapit w 4-krotnie nizszym st¢zeniu niz w Rotox Rapid.
Dla probek zawierajacych azotany czuto$¢ testu letalnego byta trzykrotnie wyzsza niz
pokarmowego. W przypadku probek samej chlorpromazyny oraz CPZ z dodatkiem
kwasow humusowych oba testy wykazaty podobna wrazliwos¢.
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Rys. 4. Toksycznos¢ probek naswietlanych przyA=254nm w uzytych testach Rotoxkit F i Rotox Rapid

W teécie 24-godzinnym azotany spowodowaly 4-krotny wzrost toksycznosci CPZ.
Probki z weglanami za$ okazaty si¢ tak samo toksyczne jak probki z dodatkiem
kwaséw humusowych, i tak jak one nie wykazaly istotnego wptywu na toksycznosé
badanego zwiazku.

W tescie pokarmowym dodatek azotanow oraz kwaséw humusowych nie zmieniat
toksycznosci  chlorpromazyny, natomiast w przypadku weglanoéw spadek jej
toksycznosci byt ponad 4-krotny.

PROBKI NASWIETLANE PRZY A= 302NM: Probki z weglanami byty az 7-krotnie
bardziej toksyczne w te$cie Rotoxkit F, a z azotanami 3-krortnie w poréwnaniu do
testu pokarmowego, natomiast sama CPZ oraz roztwory zawierajagce kwasy
humusowe, wykazaty zblizong toksyczno$¢ w obu testach.

Wyniki otrzymane po naswietlaniu przy tej dlugosci fali rozktadajg si¢ dla kazdego
z testow w podobnych proporcjach, do obu poprzednich poréwnan. Swiadczy to
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0 utrzymujacym si¢ trendzie, na ktory nie ma wpltywu zmiana dlugosci fali przy
naswietlaniu probek.
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Rys. 5. Toksyczno$¢ probek naswietlanych przyA=302nm w uzytych testach Rotoxkit F i Rotox Rapid

W tescie Rotoxkit F w najwiekszym stopniu toksyczno$¢ podwyzszaty azotany (10—
krotnie), nastgpnie weglany (7—krotnie) , zas kwasy humusowe tylko 2-krotnie.

Dla testu Rotox Rapid najwickszy wzrost toksycznosci CPZ odnotowano dla
azotanoéw (3—krotny) oraz kwaséw humusowych (2—krotny). Weglany nie wptywaty
na toksyczno$¢ badanego leku.

4. WNIOSKI

Rotoxkit F byl czulszy niz Rotox Rapid w przypadku probek z dodatkiem
azotanow 1 weglanow zaro6wno nienaswietlanych jak i naswietlanych (254 i 302nm).

Azotany, weglany oraz kwasy humusowe nasilaja toksycznos¢ CPZ w tescie 24-
godzinnym w przypadku naswietlania lampg o A=302 nm. Natomiast w tescie
pokarmowym taki sam efekt wywierajg azotany oraz kwasy humusowe.

Z posrod préobek naswietlanych przy A=254 nm jedynie azotany podnoszg
toksycznos¢ CPZ w tescie Rotoxkit F, natomiast odwrotng tendencje obserwujemy
w tescie Rotox Rapid w przypadku probek z dodatkiem weglanow.

Toksyczno$¢ CPZ wzrosta takze w tescie letalnym dla probek nienaswietlanych
z dodatkiem azotanow i weglanow.
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EVALUATION OF TOXICITY OF CHLORPROMAZINE PHOTODEGRADATION PRODUCTS
WITH ACUTE TOXICITY TESTS ON BRACHIONUS CALYCIFLORUS (ROTIFERS).

Human pharmaceuticals are widespread in the aquatic environment. One of the main way of
elimination them from aquatic ecosystems is photodegradation. Chlorpromazine (CPZ) is photolabile
under irradiation with UV light. The solutions of chlorpromazine (60 mg/l) were irradiated with UVC
(254 nm) and UVB (302nm) light. CPZ was also exposed in solutions containing humic acids (50mg/l1),
potassium nitrate (100 mg/l) and sodium bicarbonate (100mg/l). Toxicity of samples was assessed with
two acute tests with rotifer Brachionus calyciflorus: Rotoxkit F and Rotox Rapid (ingestion test).
Between samples were observed some differences of toxicity. Rotoxkit F was more sensitive for samples
of chlorpromazine with nitrates and bicarbonates, but both tests had the same sensitivity for samples of
CPZ and for samples with addition of humic acids (irradiated as well as no irradiated). The toxicity of
CPZ increased in both tests after irradiation of solutions with additions under UVB = 302 nm.
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