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RESUMO 
 

Os fármacos e insumos farmacêuticos podem ser introduzidos no ambiente de forma 
direta, ou seja, através do descarte doméstico ou por efluentes da indústria 
farmacêutica, e ainda indiretamente, por meio da excreção humana e animal. Os 
antibióticos são considerados contaminantes emergentes, uma vez que são 
detectados em concentrações muito baixas no ambiente e seus efeitos sobre o 
ambiente e saúde humana permanecem incertos. Os β-lactâmicos representam mais 
de 70% dos antibióticos consumidos no Brasil. Assim, dentro deste contexto, este 
trabalho propôs avaliar o impacto ambiental do antibiótico amoxicilina (AMX) em 
diferentes organismos, considerando a sua presença nos recursos hídricos. Para 
tanto foram utilizados os ensaios de fitotoxicidade com sementes de tomate 
(Lycopersicon esculentum), pepino (Cucumis sativus) e alface (Lactuca sativa) e de 
toxicidade aguda com Artemia salina, assim como o teste com o estágio embrio-
larval de zebrafish (Danio rerio), considerando os efeitos letais, subletais e atividade 
de biomarcadores enzimáticos. A AMX não foi tóxica para as sementes de tomate, 
pepino e alface, não apresentando diferenças estatísticas significativas para os 
parâmetros de germinação das sementes e do desenvolvimento das raízes. Para o 
microcrustáceo A. salina, a AMX não induziu mortalidade significativa com valores 
de CL50 maior que 100 mg/L para 24 h e 48 h de exposição, sendo classificada como 
não tóxica (não categorizada) de acordo com o Globally Harmonized System (GHS). 
A AMX não provocou mortalidade significante nos embriões e larvas de zebrafish 
durante as 168 h de exposição, assim como não alterou significativamente a eclosão 
dos embriões e o equilíbrio de larvas de zebrafish. Entretanto, o antibiótico 
aumentou significativamente o tamanho das larvas desse peixe nas concentrações 
de 6,25; 12,5 e 25 mg/L. As atividades da catalase (CAT), da glutationa S-
transferase (GST) e da lactato desidrogenase (LDH) de embriões e larvas de peixe-
zebra foram inibidas significativamente nas exposições à 12,5 mg/L de AMX, 6,25; 
12,5; 25; 50 e 100 mg/L de AMX e 1,5; 3,0; 6,25 e 12,5 mg/L de AMX, 
respectivamente. Portanto, o antibiótico AMX não apresenta toxicidade aguda 
relevante para os organismos testados, mas causa alguns efeitos subletais em 
larvas de zebrafish em concentrações superiores às encontradas no ambiente 
aquático, o que indica a necessidade de se investigar exposições a esse composto a 
longo prazo. 
 
 
Palavras-chave: ecotoxicidade, fármacos, β-lactâmico, sementes, Artemia salina, 
zebrafish (Danio rerio), biomarcadores enzimáticos. 
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ABSTRACT 
 
Pharmaceuticals can be introduced directly into the environmental by household 
disposal or pharmaceutical industry waste and indirectly through the excretion of 
humans and animals. Antibiotics are considered emerging contaminants because 
they are typically present at very low levels in the environmental and their human or 
ecological health effects are unclear. β-lactams represent more than 70% of 
antibiotics consumed in Brazil. Thus, in this context, this work evaluated the 
environmental impact of antibiotic amoxicillin (AMX) in different organisms, 
considering its presence in water. For that, we used the phytotoxicity test with seeds 
of tomato (Lycopersicon esculentum), cucumber (Cucumis sativus) and lettuce 
(Lactuca sativa), brine shrimp toxicity assay (Artemia salina), and embryo-larval 
toxicity test zebrafish (D. rerio), considering the lethal and sublethal effects and 
biomarkers determinations. AMX showed no toxicity to seeds of tomato, cucumber 
and lettuce in relation to seed germination and root elongation endpoints. For 
microcrustacean A. salina, AMX did not induce significant mortality after 24 h and 48 
h exposure (LC50 > 100 mg/L) and it was classified as non-toxic (not categorized) 
according to the Globally Harmonized System (GHS). AMX also did not cause 
significant mortality in embryos and larvae zebrafish during 168 h of exposure. It had 
no significant effect on embryos hatching and larvae equilibrium. However, AMX 
significantly increased the larvae size at 6.25, 12.5 and 25 mg/L. Catalase (CAT), 
glutathione S-transferase (GST) and lactate dehydrogenase (LDH) activities in 
embryos and larvae of zebrafish were inhibited at 12.5 mg/L of AMX, 6.25, 12.5, 25, 
50 and 100 mg/L of AMX and 1.5, 3.0, 6.25 and 12.5 mg/L of AMX, respectively. 
Therefore, AMX showed no significant acute toxicity to tested organisms, but it 
induced sublethal effects on larvae zebrafish in concentrations greater than those 
found in the aquatic environment, indicating that long-term chronic exposures must 
be investigated.  
 
 
Keywords: Ecotoxicity, pharmaceuticals, ß-lactam, seeds, Artemia salina, zebrafsh 
(Danio rerio), enzymatic biomarkes. 
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1 INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento e as conquistas do homem contemporâneo desencadeiam 

condições para a melhoria da qualidade de vida, ao mesmo tempo em que 

aumentam os fenômenos de contaminação ambiental (Salles; Pelegrini; Pelegrini, 

2006). Nesse sentido, as águas superficiais, como rios, lagos e mares recebem 

grandes quantidades de rejeitos de fontes industriais, agrícolas e domésticas (Petrie; 

Barden; Kasprzyk-Hordern, 2015). 

Há diversos tipos de substâncias presentes na água que são consideradas 

contaminantes emergentes, tais como fármacos e medicamentos, praguicidas, 

produtos de higiene pessoal, nanomateriais, retardantes de chama e toxinas de 

algas (Richardson, 2008; Matamoros et al., 2012). Esses compostos podem ser 

definidos como substâncias cuja presença nos ecossistemas aquáticos foi 

constatada recentemente ou, cuja ocorrência e persistência estão relacionadas a 

níveis significativamente diferentes do esperado e, seus riscos sobre a saúde 

humana e o ambiente ainda permanecem incertos (USEPA, 2014). 

Anualmente, são produzidas toneladas de fármacos e insumos farmacêuticos 

com diferentes propriedades físico-químicas e biológicas para serem aplicados tanto 

na medicina humana como na veterinária (Bila, Dezotti, 2003; Giri, Pal, 2014). Eles 

apresentam elevada reatividade com os sistemas biológicos e são, em sua maioria, 

estáveis (Damasio et al., 2011).  

O monitoramento de fármacos em sistemas hídricos tem atraído a atenção de 

muitos pesquisadores, devido ao fato de serem frequentemente encontrados em 

efluentes de estações de tratamento de esgoto (ETE) e na água para 

abastecimento, uma vez que os processos e tecnologias convencionais de 

tratamento são limitados e incapazes de remover completamente esses 

contaminantes (Bila, Dezotti, 2003; Zhou et al., 2014).  

Embora esses compostos sejam encontrados em níveis vestigiais no 

ambiente, ou seja, em concentrações na ordem de nanogramas a microgramas por 

litro (ng/L a µg/L),  algumas classes terapêuticas apresentam pouca solubilidade em 

água e consequentemente, alto potencial de persistência podendo provocar a 

bioacumulação e a biomagnificação desses contaminantes. A bioacumulação pode 

induzir efeitos tóxicos em animais e seres humanos e atingir regiões distantes da 
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população inicial e a biomagnificação pode impactar os diferentes níveis tróficos da 

cadeia alimentar (Crane, Watts, Boucard, 2006; Carvalho et al., 2009; Pereira et al., 

2015). 

Sendo assim, algumas classes de fármacos merecem atenção especial, entre 

elas, estão os antibióticos, devido ao desenvolvimento de resistência bacteriana 

(Américo et al., 2013) e pelos impactos das exposições crônicas a esses compostos 

ainda serem desconhecidos (Ding, He, 2010; Oliveira et al., 2013).  

Os antimicrobianos alcançam o ambiente de forma direta, ou seja, através do 

descarte intencional de medicamentos vencidos ou não desejados em pias e vasos 

sanitários, assim como por efluentes das indústrias farmacêuticas ou ainda 

indiretamente, por meio da excreção na urina e fezes humanas e de animais. Outra 

forma de serem introduzidos no ambiente é através da sua aplicação na aquicultura, 

atividade que utiliza grandes quantidades e uma diversidade de antibióticos como 

estimulante do crescimento e para a prevenção de doenças (Boxall, 2004; Oliveira et 

al., 2013). 

Dados da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) mostram que o 

consumo anual de antibióticos no Brasil excedeu 1200 toneladas em 2004 e 2005, 

com cerca de 390 toneladas consumidas de amoxicilina, seguida por 184 toneladas 

de ampicilina, 163 toneladas de cefalexina, 133 toneladas de sulfametoxazol, 45 

toneladas de tetraciclina, 38 toneladas de norfloxacina, 30 toneladas de 

ciprofloxacina e 27 toneladas de trimetoprim (Locatelli; Sodré; Jardim, 2011).  

Em 2011, a ANVISA publicou medidas regulatórias (RDC nº 20/2011) para 

controlar o uso indiscriminado de antimicrobianos com o propósito de prevenir a 

resistência bacteriana e reduzir o impacto desses compostos à saúde humana 

social. Nesse período foi observada uma redução significativa nas vendas de 

antibióticos no país, mas a partir de abril de 2012 os números voltaram a crescer 

(Silva-Carvalho et al., 2009). 

Como descrito acima, a amoxicilina (AMX), um antibiótico β-lactâmico, é 

amplamente utilizada e facilmente detectada em sistemas hídricos, já que a sua 

metabolização é muito baixa e cerca de 80 a 90% desse fármaco é excretado, 

atingindo os efluentes na forma inalterada (Pérez-Parada et al., 2011). Neste 

contexto, o presente trabalho avaliou os efeitos tóxicos induzidos pela AMX em 

diferentes organismos, com o intuito de esclarecer os prováveis impactos ambientais 

e à saúde humana, advindos da presença desse fármaco nos sistemas hídricos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 A Evolução da Indústria Farmacêutica 

A indústria farmacêutica iniciou suas atividades na Europa, com pequenos 

boticários, onde os medicamentos eram elaborados a base de ervas ou substâncias 

químicas, em doses individuais e, artesanalmente (Isse, 2011). No Brasil, esse setor 

teve início, em 1930, também a partir de pequenos laboratórios (boticas) (Selan, 

Kannebley, Porto, 2007). 

Após a Segunda Guerra Mundial, iniciou-se o desenvolvimento do complexo 

farmacêutico internacional, concentrado principalmente, na Alemanha, Inglaterra, 

Japão e EUA, devido à necessidade crescente por novos medicamentos (Oliveira, 

1998). No Brasil, a dificuldade de importações, nesse momento, estimulou a 

produção de inúmeros ativos farmacêuticos, extratos glandulares e hormônios 

aumentando assim, a atratividade das empresas multinacionais e, iniciando a 

internacionalização da indústria farmacêutica (Palmeira-Filho, Pan, 2003; Isse, 2011; 

Santos, Ferreira, 2012).  

Nos anos 90, mudanças regulatórias e econômicas como, a redução da 

proteção tarifária e das barreiras não tarifárias, a estabilização da moeda, a política 

cambial flexível, o controle da inflação, a criação da agência reguladora para o setor, 

nesse caso, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), a promulgação da 

Lei sobre Patentes e da Lei dos Genéricos, propiciaram o crescimento do mercado 

farmacêutico nacional (Selan, Kannebley, Porto, 2007; Rosenberg, Fonseca, Ávila, 

2010; Santos, Ferreira, 2012). 

Atualmente, o setor industrial farmacêutico é composto, mundialmente, por 

mais de 10 mil empresas. Em 2014, esse setor cresceu 8,8%, com empresas líderes 

sediadas nos Estados Unidos e na Europa e suas subsidiárias presentes em 

diversos países (Santos, Ferreira, 2012; IMS Health, 2015). Como pode ser 

observado na Tabela 1, as vendas globais das indústrias farmacêuticas totalizaram 

US$ 1.014,2 bilhões de dólares em 2014, com a América do Norte captando o maior 

percentual desse valor (IMS Health, 2015).  
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TABELA 1. Porcentagem das vendas globais das indústrias farmacêuticas 
distribuídas por região no ano de 2014. 

Região Percentual US$ Bilhões 
América do Norte 40,0 406,2 

Europa 24,0 243 
Ásia, África e Austrália 19,8 201,5 

Japão 8,8 88 
América Latina 7,4 75,5 

TOTAL 100 1.014,2 
Fonte: Modificado de IMS Health (2015). 

 

Os EUA são os maiores produtores e consumidores desse mercado, seguidos 

pela Alemanha. Em 2010, o Brasil foi o 8º maior mercado farmacêutico do mundo, 

com previsão de subir algumas posições nesse ranking, em relação ao consumo 

mundial, nos próximos anos (Santos, Ferreira, 2012; IMS Health, 2015). 

As principais características de competição desse setor são os investimentos 

em pesquisa e desenvolvimento, com as estratégias de promoção e marketing para 

inserção das marcas no mercado e a diferenciação dos produtos por meio das 

classes terapêuticas (Rosenberg; Fonseca; Ávila, 2010). 

Ainda em relação à movimentação financeira desse setor industrial, na Tabela 

2 podem ser observadas as cinco classes de medicamentos mais vendidas no 

mundo e os valores em dólares que cada uma dessas classes representou nesse 

mercado, em 2014 (IMS Health, 2015).  

 

TABELA 2. Vendas globais de medicamentos por classes terapêuticas no ano de 
2014. 

Classe terapêutica Vendas (US$ Milhões) 
Antineoplásicos 74,45 
Antidiabéticos 63,57 
Analgésicos 59,79 

Anti-hipertensivos 47,54 
Antibióticos 40,27 

Fonte: Modificado de IMS Health (2015). 

 

2.2 A Presença e o Impacto de Fármacos no Meio Ambiente 

Atualmente, existem vários estudos que indicam a presença de uma 

variedade de compostos farmacêuticos e seus metabólitos no meio ambiente, 

principalmente nos recursos hídricos, em concentrações na ordem de microgramas 
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a nanogramas por litro (µg/L - ng/L) (Bila, Dezotii, 2003; Brain et al. 2004; Crane, 

Watts, Boucard, 2006; Américo et al., 2013).  

Os fármacos são moléculas biologicamente ativas e a grande maioria deles 

apresentam características lipofílicas, baixa volatilidade e pouca biodegradabilidade. 

Esses fatores sugerem a susceptibilidade de serem transportados para o ambiente 

aquático, assim como o potencial para bioacumulação e persistência no ambiente 

(Crane, Watts, Boucard, 2006; Américo et al., 2013). 

Esses compostos são considerados contaminantes emergentes, uma vez que 

foram constatados recentemente no ambiente ou porque seus efeitos sobre a biota 

ainda são pouco conhecidos ou permanecem incertos e, por esse motivo ainda não 

foram inseridos na legislação que regulamenta a qualidade da água (USEPA, 2014). 

Fármacos e medicamentos podem ser introduzidos no ambiente de várias 

maneiras como demonstrado na Figura 1, atingindo as águas superficiais e até 

mesmo as subterrâneas. O solo e a água podem ser contaminados por esses 

compostos através das excretas humana e de animais, na forma original ou como 

um metabólito ativo, assim como, pelo descarte incorreto de medicamentos vencidos 

ou em desuso nas pias, vasos sanitários ou no lixo comum (Andreozzi et al., 2004; 

Carvalho et al., 2009; Américo et al., 2013; Giri, Pal, 2014). 

 

FIGURA 1. Esquema com as possíveis rotas de entrada de fármacos e 
medicamentos no meio ambiente. 

 
Fonte: Adaptado de Américo et al. (2013). 
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Outra fonte importante de contaminação ambiental por fármacos se dá 

através dos efluentes gerados pelas indústrias farmacêuticas durante a síntese, 

processamento e envasamento (Andreozzi et al., 2004; Carvalho et al., 2009; 

Américo et al., 2013; Giri, Pal, 2014). A aquicultura também colabora com a 

contaminação das águas superficiais, subterrâneas e do sedimento, devido ao uso 

de antibióticos como aditivos alimentares de peixes, com o intuito de promover o 

crescimento e prevenir doenças (Bila, Dezotii, 2003). 

O fator preocupante em relação à presença de fármacos e medicamentos no 

ambiente aquático é que as tecnologias convencionais de tratamento utilizadas 

pelas estações de tratamento de água (ETA) e de esgotos (ETE) apresentam 

limitações na remoção desses contaminantes. Tal fato favorece a presença dos 

mesmos na água utilizada para o consumo humano (Andreozzi et al., 2004; Crane, 

Watts, Boucard, 2006; Fent, Weston, Caminada, 2006; Américo et al., 2013; Giri, 

Pal, 2014), assim como afeta os organismos integrantes da cadeia trófica aquática, 

resultando no desequilíbrio das populações (Carvalho et al., 2009; Américo et al., 

2013). 

Como apresentado anteriormente na Tabela 2, os antibióticos se destacam 

entre as classes terapêuticas mais vendidas mundialmente e, consequentemente, 

constituem-se um importante contaminante ambiental.  

 

2.2.1 Antibióticos 
Os antibióticos são compostos capazes de inibir o crescimento ou induzir a 

morte de fungos ou bactérias, sendo assim classificados como bacteriostáticos e 

bactericidas, respectivamente (Guimarães; Momesso; Pupo, 2010). Eles ocupam a 

quinta colocação em consumo mundial das classes medicamentosas (Tabela 2), 

pois são extremamente utilizados na medicina humana e veterinária para prevenir e 

tratar infecções microbianas (Kümmerer, 2009). 

Os antibióticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos podem ser 

classificados em beta-lactâmicos, tetraciclinas, aminoglicosídeos, macrolídeos, 

peptídicos cíclicos, estereptograminas e, os de origem sintética em sulfonamidas, 

fluorquinolonas e oxazolidinonas (Guimarães; Momesso; Pupo, 2010). 

Os β-lactâmicos são os mais prescritos, pois apresentam um amplo espectro 

de ação, eficácia clínica e segurança (Marín, Gudiol, 2003; Guimarães; Momesso; 

Pupo, 2010). Eles inibem irreversivelmente a enzima transpeptidase, que confere 
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uma estrutura rígida à parede celular da bactéria, responsável pela proteção desse 

microrganismo contra as variações osmóticas do meio (Guimarães; Momesso; Pupo, 

2010; Katzung, 2010). 

A presença do anel beta-lactâmico (Figura 2 – A), grupo farmacofórico que 

define essa classe, fundido a um anel tiazolidínico (Figura 2 – B), origina as 

penicilinas (Figura 2), as quais apresentam cadeias laterais no anel β-lactâmico, que 

determinam suas propriedades farmacológicas e antibacterianas.  

 

FIGURA 2. Estrutura química geral das penicilinas.  

 
Fonte: Adaptado de Calixto e Cavalheiro (2012). 

 

Dados da ANVISA mostram que, o consumo anual de antibióticos no Brasil 

excedeu 1.200 toneladas em 2004 e 2005 sendo que, os β-lactâmicos 

representaram mais de 70% dos antimicrobianos consumidos em ambos os anos, 

com destaque para a amoxicilina e ampicilina (Locatelli; Sodré; Jardim, 2011). 

Além da aplicação humana, os criadouros de gados, aves, suínos, equinos, 

ovinos e também a aquicultura utilizam antibióticos, frequentemente, como 

promotores de crescimento dos animais e para prevenir e controlar suas doenças. 

Tal fato também contribui com a distribuição desses contaminantes no ambiente, 

principalmente nos ecossistemas aquáticos (Brain et al., 2004; Carballeira, et al., 

2012; Américo et al., 2013; Giri, Pal, 2014). A Tabela 3 apresenta as concentrações 

dos principais antibióticos encontrados nos recursos hídricos, entre eles, os β-

lactâmicos. 
 

 
 

A: anel beta-lactâmico 
B: anel tiazolidínico 
 

A					B	
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TABELA 3. Concentrações dos principais antibióticos presentes nos recursos 
hídricos de diferentes locais do mundo.  

Matriz Classe Antibiótico [ ] µg/L Local Referência 

Água 
superficial 

β-lactâmico 

Ampicilina 0,025 China Yin et al. (2010) 
Penicilina G 0,040 China Yin et al. (2010) 

Cefalexina 0,029 Brasil Locatelli; Sodré; 
Jardim ( 2011) 

Macrolídeo 

Eritromicina 0,60 China Xu et al. (2007) 

Eritromicina 2,40 Espanha 
Smith; Balaam; 

Ward (2007) 

Eritromicina 0,10 Alemanha 
Smith; Balaam; 

Ward (2007) 

Quinolona 

Ciprofloxacino 0,0280 Áustria 
Ferdig; Kaleta; 

Buchberger 
(2005) 

Ciprofloxacino 0,0025 Brasil 
Locatelli; Sodré; 
Jardim ( 2011) 

Ofloxacino 0,0280 Áustria 
Ferdig; Kaleta; 

Buchberger 
(2005) 

Sulfonamida 

Sulfametoxazol 4,70 Espanha Smith; Balaam; 
Ward (2007) 

Sulfametoxazol 6,30 Países 
Baixos 

Smith; Balaam; 
Ward (2007) 

Sulfametoxazol 0,30 Alemanha 
Smith; Balaam; 

Ward (2007) 

Águas 
residuais 

β-lactâmico Penicilina G 5,20 EUA 
Brown et al. 

(2006) 

Lincosamida Lincomicina 2,00 EUA Brown et al. 
(2006) 

Macrolídeo 
Claritromicina 0,30 Suíça McArdell et al. 

(2003) 

Eritromicina 0,20 Suíça 
McArdell et al. 

(2003) 

Quinolona 

Ciprofloxacino 0,67 Portugal 
Seifrtová et al. 

(2008) 

Ciprofloxacino 11,00 Portugal Seifrtová et al.  
(2008) 

Norfloxacino 0,23 Portugal Seifrtová et al. 
(2008) 

Norfloxacino 0,0022 Brasil 
Locatelli et al. 

(2011) 

Ofloxacino 0,24 Áustria 
Ferdig; Kaleta; 

Buchberger 
(2005) 

Ofloxacino 35,50 EUA 
Brown et al. 

(2006) 

Ofloxacino 10,70 Portugal Seifrtová et al. 
(2008) 
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A maior preocupação em relação à presença de antibióticos no ambiente é 

quanto à possibilidade da indução de resistência bacteriana, um efeito irreversível 

favorecido por concentrações baixas desse composto, como as que são 

encontradas no ambiente (Bila, Dezotii, 2003; Andreozzi et al., 2004; Crane, Watts, 

Boucard, 2006), e pelos impactos das exposições crônicas a esses compostos que 

ainda são desconhecidas (Oliveira et al., 2013). 

 

2.2.1.1. Amoxicilina  

A amoxicilina (AMX), objeto desse estudo, é uma aminopenicilina (Figura 3) 

de amplo espectro, ou seja, com ação tanto em bactérias gram-positivas como em 

gram-negativas. Esse fármaco pode ser comercializado em associação ao ácido 

clavulânico, que é um inibidor de betalactamase (Marín, Gudiol, 2003; Andreozzi et 

al, 2004; Medrano, Pedroche, Garrido, 2006).  

 
FIGURA 3. Fórmula estrutural da amoxicilina. 

 
Fonte: Locatelli; Sodré; Jardim (2011). 

 

A AMX é amplamente utilizada em terapias humanas e veterinárias e é 

facilmente detectada em sistemas hídricos, já que sua metabolização é muito baixa 

e, cerca de 80 a 90% desse fármaco é excretado, atingindo os efluentes na sua 

forma inalterada (Pérez-Parada et al., 2011).   

Ela constitui o antibiótico mais vendido na Itália, Alemanha, Reino Unido e 

Brasil (Andreozzi et al, 2004). Em 2005, de acordo com a ANVISA, cerca de 390 

toneladas de AMX foram consumidas no Brasil (Locatelli; Sodré; Jardim, 2011). 

Devido ao alto consumo a nível mundial, esse fármaco é encontrado com frequência 

no ambiente aquático, como demonstra a Tabela 4. 
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TABELA 4. Concentrações do antibiótico amoxicilina presentes em diferentes 
recursos hídricos de diversos países. 

Matriz Meio [ ] (µg/L) Local Referência 

Águas residuais 

ETE 6,94 Austrália 
Watkinson et al. 

(2009) 
ETE 1,66 Hong Kong Minh et al. (2009) 

Efluente 
hospitalar 

0,9 Austrália 
Ferdig; Kaleta; 

Buchberger (2005) 

Água superficial 

Rio 0,024 Itália Bruno et al. (2001) 

Rio 0,2 Austrália 
Ferdig; Kaleta; 

Buchberger (2005) 
Rio 0,025 China Yin et al. (2010) 

Rio 0,017 Brasil 
Locatelli; Sodre; 
Jardim (2011) 

Mar 0,076 Hong Kong Minh et al. (2009) 
Água de 
consumo 

Água da 
torneira 

0,0125 China Yin et al. (2010) 

 

Na literatura há alguns estudos sobre os efeitos agudos e subcrônicos da 

AMX para algas, bactérias, microcrustáceos e peixes como podem ser observados 

na Tabela 5.  

 
TABELA 5. Efeitos agudos e subcrônicos da amoxicilina em diferentes organismos 
da cadeia trófica e tempos de exposição.  

Espécie Duração Efeito/Endpoint [ ] mg/L Referência 
Vibrio fischeri 5 min Luminescência/IC50 1320 Park; Choi (2008) 

V. fischeri 15 min Luminescência/IC50 3597 Park; Choi (2008) 
Microcystis 
aeruginosa 

7 dias Crescimento/EC50 0,0037 
Holten-Lützhøft et 

al. (1999) 
Rhodomonas 

salina 
7 dias Crescimento/EC50 3108 

Holten-Lützhøft et 
al. (1999) 

Synechococcus 
leopolensis. 

96 h Crescimento/EC50 0,0022 
Andreozzi et al. 

(2004) 

Lemma gibba 7 dias 
Peso úmido, clorofila 
e carotenoides/EC10 

>1 Brain et al. (2004) 

Daphnia magna 24 h Imobilização/EC50 >1000 Park; Choi (2008) 
D. magna 48 h Imobilização/EC50 >1000 Park; Choi (2008) 

Moina 
macrocopa 

24 h Imobilização/EC50 >1000 Park; Choi (2008) 

M. macrocopa 48 h Imobilização/EC50 >1000 Park; Choi (2008) 
Oryzias latipes 48 h Mortalidade/LC50 >1000 Park; Choi (2008) 

O. latipes 96 h Mortalidade/LC50 >1000 Park; Choi (2008) 

Danio rerio 96 h Mortalidade/LC50 >1125 
Oliveira et al. 

(2013) 
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A maior preocupação com esse contaminante está relacionada a sua 

persistência no meio ambiente e, consequentemente, aos efeitos induzidos à biota 

aquática e à saúde humana, em longo prazo, ou seja, pela exposição crônica 

(Crane; Watts; Boucard, 2006).  

 
2.3 Efeitos Ecotoxicológicos 

Diante do exposto, há uma preocupação crescente com a presença de 

fármacos e seus metabólitos no ambiente em relação aos possíveis efeitos sobre a 

saúde humana e ambiental (Vasconcelos, 2011; Américo et al, 2013). 

Dentro deste contexto, este trabalho propôs avaliar o impacto ambiental do 

antibiótico amoxicilina em diferentes organismos do ecossistema, considerando a 

presença desse contaminante no ambiente aquático. 

 

2.3.1 Teste de fitotoxicidade 
O ensaio de toxicidade aguda com sementes é um teste simples de 

biomonitoramento ambiental, desenvolvido para avaliar os efeitos de contaminantes 

na germinação de sementes e no desenvolvimento da raiz (Salvatore, Carafa, 

Carratù, 2008; Mitelut, Popa, 2011; Souza, 2011). 

Durante a germinação da semente um dos fatores ambientais mais influentes 

nesse processo é a disponibilidade de água. A reidratação dos tecidos ocorre pela 

absorção de água por embebição e, consequentemente, a intensificação da 

respiração e de todas as outras atividades metabólicas, que resultam no 

fornecimento de energia e nutrientes necessários para o crescimento do embrião 

(Brito-Pelegrini et al., 2005). 

Assim, durante as etapas de germinação da semente e desenvolvimento da 

raiz ocorrem inúmeros processos fisiológicos que possibilitam que os contaminantes 

presentes no solo ou na água possam ser absorvidos e acumulados nos tecidos das 

plantas em concentrações suficientes para provocar danos e retardar o seu 

crescimento (Souza, 2011; Brito-Pelegrini et al., 2005). 

O parâmetro de determinação do desenvolvimento da raiz é mais sensível do 

que o de germinação das sementes no teste de fitotoxicidade, porém as duas 

informações se complementam no que se refere aos efeitos tóxicos sobre 

organismos vegetais (Brito-Pelegrini et al., 2005; Mitelut, Popa, 2011; Souza, 2011). 
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As vantagens dos ensaios de fitotoxicidade são: a redução do tempo de 

exposição, o baixo custo, a independência de aparelhos sofisticados e ambientes 

extremamente controlados para realização do teste e a facilidade de obtenção de 

sementes em comércio local (Brito-Pelegrini et al., 2005; Souza, 2011). 

 

2.3.2 Teste de toxicidade aguda com Artemia salina 
A. salina é um microcrustáceo de água salgada utilizado como bioindicador de 

contaminação ambiental para estabelecer a toxicidade de contaminantes através da 

estimativa da concentração média letal (CL50) (Bednarczuk et al., 2010; Pimentel et 

al., 2011; Rotini et al., 2015).  

Esse microcrustáceo apresenta ampla distribuição geográfica, o que pode ser 

atribuída à reprodução partenogenética, ou seja, produção de descendentes na 

ausência do macho. A A. salina é um organismo filtrador com tolerância à salinidade 

e com capacidade de eclosão em um curto espaço de tempo. Ela se locomove 

ativamente em direção à luz (fototropismo positivo) e serve de alimento para 

organismos maiores na cadeia trófica, sendo assim, um elo entre as comunidades 

planctônicas e as cadeias superiores (Bednarczuk et al, 2010; Pimentel et al., 2011). 

Portanto, devido a essas características esse microcrustáceo é utilizado na 

avaliação da ecotoxicidade. Além disso, o teste de toxicidade aguda com A. salina é 

de fácil execução, baixo custo, rápido e não exige equipamentos especiais para sua 

realização (Bednarczuk et al., 2010; Pimentel et al., 2011; Rotini et al., 2015).   

 

2.3.3 Ensaio de toxicidade com embriões e larvas de zebrafish (D. rerio) 
O zebrafish, também conhecido como paulistinha ou zebrafish, é um 

teleósteo, de 3-4 cm de tamanho, tropical de água doce, nativo de rios do Sul da 

Ásia (Índia, Bangladesh, Nepal e Paquistão), pertencente à família dos Cyprinidae, à 

ordem dos Cypriniformes e a espécie Danio rerio. A característica mais marcante 

desse peixe é o seu padrão de listras pretas e brancas ao longo do corpo. Ele possui 

nadadeiras anal e caudal e, os machos são geralmente mais delgados e escuros 

que as fêmeas (Lawrence, 2007; Spence et al., 2008; Scholz et al., 2008). 

Como outros peixes, o zebrafish apresenta os estágios larval, juvenil e adulto 

de desenvolvimento. O estágio larval inicia-se logo após a eclosão do ovo, que 

ocorre em 48-72 horas pós-fertilização (hpf). Em 24-48 horas após a eclosão, as 
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larvas inflam suas bexigas natatórias e 5 dias pós-fertilização (dpf), a organogênese 

dos principais órgãos é concluída. Portanto, o zebrafish apresenta um curto ciclo de 

desenvolvimento, atingindo a maturidade sexual com cerca de 3 meses de idade 

(Scholz et al., 2008). 

Nas últimas décadas, ensaios utilizando embriões e larvas do zebrafish (D. 

rerio) têm atraído à atenção de toxicologistas como organismos modelo para 

estudos da toxicidade de compostos químicos em relação ao desenvolvimento 

desse vertebrado tanto para a avaliação do risco ambiental quanto humano (Scholz 

et al., 2008; Carlsson et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Oliveira et al., 2016).  

Algumas outras características têm contribuído para a popularidade do 

zebrafish entre a comunidade científica internacional como modelo experimental, 

são elas: o tamanho pequeno e a facilidade de manutenção em laboratório, o rápido 

desenvolvimento e o alto rendimento na produção de ovos (100 ovos por dia e por 

fêmea), a transparência desses ovos e larvas, permitindo assim acompanhar toda a 

organogênese do peixe e observar a presença de malformações, além da 

similaridade genética com os humanos, que oferece uma posição privilegiada desse 

organismo-teste na investigação genética e toxicológica (Kimmel et al., 1995; 

Lawrence, 2007; Spence et al., 2008; Scholz et al., 2008; Domingues et al., 2010; 

Tierney, 2011). Além disso, o genoma do zebrafish já está totalmente sequenciado e 

apresenta uma similaridade genética de aproximadamente 70% com os humanos 

(Howe et al., 2013).  

O teste com embriões permite avaliar uma grande variedade de parâmetros 

letais e subletais relacionados à sobrevivência e ao desenvolvimento, assim como 

parâmetros bioquímicos através da determinação de biomarcadores enzimáticos. 

Além disso, a correlação forte na toxicidade aguda entre os estágios iniciais da vida 

e os adultos, os testes com os estágios embrio-larval de zebrafish foram propostos, 

principalmente por razões éticas, como substituto para testes com  organismos 

adultos. No entanto, tal correlação ainda deve ser verificada em níveis sub-letais. 

Por esta razão, é importante comparar a sensibilidade dos parâmetros como 

comportamento, marcadores bioquímicos e genotoxicidade em diferentes estágios 

(Domingues et al., 2010). 
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2.3.3.1 Atividade de biomarcadores enzimáticos em larvas de zebrafish (D. 

rerio) 

Os biomarcadores são parâmetros que permitem explorar a resposta 

biológica do organismo através de alterações bioquímicas, celulares, histológicas, 

fisiológicas e comportamentais relacionadas e assim, determinar a intensidade de 

um efeito tóxico (Jesus; Carvalho, 2008; Pitanga, 2011; Oliveira, 2014). 

Na monitoração ambiental existem diferentes grupos de biomarcadores 

utilizados, dentre eles os de biotransformação, estresse oxidativo e estresse 

químico. Os biomarcadores de biotransformação apresentam o principal mecanismo 

para manter a homeostase durante a exposição a toxicantes, envolvendo a 

destoxificação e eliminação desses contaminantes. A glutationa S-transferase (GST) 

é a principal enzima envolvida no processo de destoxificação de fase II. Ela está 

presente no fígado em elevadas concentrações catalisando a conjugação da 

glutationa com diversos compostos que possuem centro eletrofílicos (Brandão, 2011; 

Neves, 2012; Oliveira, 2014). 

O estresse oxidativo é produzido por um desequilíbrio entre espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e os sistemas antioxidantes do organismo (Brandão, 2011; 

Oliveira, 2014). As ROS podem atacar vários constituintes celulares, incluindo 

proteínas, ácidos nucleicos e lipídeos levando à interrupção da função e integridade 

celular (Brandão, 2011).  O estresse oxidativo pode ser avaliado por diversos 

biomarcadores, como por exemplo a catalase (CAT) que age contra a ROS 

convertendo o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio (Neves, 2012; Oliveira et 

al., 2013). 

Já as alterações na atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) têm 

sido observadas em condições de estresse químico. Essa enzima está envolvida no 

processo de conversão de piruvato em lactato pela via anaeróbia nos processos de 

produção de energia celular, e simultaneamente converte o NADH em NAD+. Pelo 

fato desta enzima ser induzida a baixos níveis de oxigênio, ela também é uma 

ferramenta importante na avaliação do estado respiratório dos organismos aquáticos 

(Neves, 2012; Silva, 2015). 
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3 OBJETIVOS 
 

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o impacto ambiental da amoxicilina, 

em diferentes organismos de um ecossistema, considerando a sua presença nos 

recursos hídricos. 

Para atingir este objetivo, foram propostos os seguintes objetivos específicos: 

 

• Avaliar a fitotoxicidade da amoxicilina utilizando sementes de tomate 

(Lycopersicon esculentum), pepino (Cucumis sativus) e alface (Lactuca 

sativa); 

• Avaliar a toxicidade aguda da amoxicilina utilizando o microcrustáceo A. 

salina; 

• Avaliar os efeitos letais e subletais da amoxicilina sobre o desenvolvimento 

embrio-larval de zebrafish (D. rerio); 

• Avaliar as alterações bioquímicas da amoxicilina sobre as larvas de 

zebrafish (D. rerio), através de biomarcadores enzimáticos.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Material 
 

4.1.1 Substância química  
A amoxicilina trihidratada (CAS nº. 61336-70-7) foi adquirida da empresa 

Sigma-Aldrich®, com 98,7% de pureza. 

 

4.1.2 Preparo das soluções 
O fármaco foi preparado com água MiliQ ultra pura e colocado em ultrassom 

por 20 minutos para completa dissolução. As soluções-estoques foram preparadas 

no momento do uso.  

As concentrações dos ensaios com sementes, A. salina e zebrafish foram 

determinadas de acordo com os protocolos Seed Germination/Root Elongation 

Toxicity (US EPA, 1996), OECD 202 (2004) e Meyer e colaboradores (1982) e 

OECD 236 (2013), respectivamente, e estabelecidas após teste preliminares.  

 

4.2 Métodos 
  

4.2.1 Teste de fitotoxicidade utilizando sementes de tomate (L. 
esculentum), pepino (C. sativus) e alface (L. sativa) 

O ensaio de fitotoxicidade foi realizado de acordo com Ecological Effects 

Teste Guideline - Seed Germination/Root Elongation Toxicity Teste (OPPTS 

850.4200), desenvolvido pela Agência de Proteção Ambiental (US EPA, 1996) com 

algumas adaptações a fim de avaliar os efeitos da amoxicilina em relação à 

germinação das sementes (número de sementes germinadas) e ao crescimento das 

raízes (medição do comprimento da radícula de cada plântula formada). 

As sementes de tomate (L. esculentum), pepino (C. sativus) e alface (L. 

sativa) da marca Topseed foram obtidas em comércio local. Antes de iniciar o 

ensaio, foi realizada uma etapa de assepsia das mesmas em solução de hipoclorito 

de sódio 0,1% por 10 minutos, visando prevenir o crescimento microbiano e/ou 

fúngico. Posteriormente, as sementes foram enxaguadas em água deionizada, por 

três vezes. 
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A etapa de separação das sementes danificadas foi realizada a fim de 

remover aquelas que não tinham capacidade germinativa. Para isso, um béquer 

contendo água deionizada suficiente para cobrir as sementes foi utilizado e, com o 

auxílio do bastão de vidro, agitou-se a água em movimentos circulares de modo que 

as sementes com capacidade germinativa ficassem no fundo do recipiente e aquelas 

sem capacidade germinativa ou danificadas, na superfície. O conteúdo da parte 

superior foi removido com auxílio de uma peneira e a água foi descartada 

preservando as sementes do fundo do béquer. 

O ensaio foi conduzido utilizando 10 sementes distribuídas uniformemente em 

placa de Petri. As placas de Petri foram preenchidas com discos de papel de filtro 

Whatman número 2 (9 cm de diâmetro) e esterilizadas em luz UV por 20 minutos a 

fim de evitar possíveis contaminações por fungos. Um volume de 2,5 mL das 

soluções de AMX foi utilizado para umedecer toda a extensão do papel tendo o 

cuidado de evitar a formação de bolsas de ar e assim possibilitar a saturação do 

papel. Todos os testes foram realizados em triplicata e na presença de controles 

negativo (água destilada) e positivo (sulfato de zinco heptaidratado a 10 mg/L). 

Ensaios preliminares foram realizados, como recomendado pelo protocolo, com as 

seguintes concentrações: 0,01; 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 mg/L (Apêndice A). Em 

seguida, foram determinadas as seguintes concentrações para o teste: 0,15; 0,3; 

0,75; 1,5; 3,0; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/L. As placas de Petri assim preparadas, 

foram incubadas em estufa à 20 ± 1°C por um período de 120 horas, sob ausência 

de luz. Após a incubação, as placas foram observadas em relação à germinação das 

sementes e ao crescimento das raízes e comparadas com os respectivos controles 

negativos, obedecendo o critério de validação, no qual 80% das sementes do 

controle negativo devem germinar e ter pelo menos 5 mm de protrusão radicular 

(Figura 4). 
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FIGURA 4. Desenvolvimento das sementes de pepino (Cucumis sativus) após 120 
horas de incubação com água destilada - controle negativo (A) e com sulfato de 
zinco - controle positivo (B). 

 
Fonte: O próprio autor 

 

4.2.2 Teste de toxicidade aguda com A. salina  
O teste de toxicidade aguda com A. salina foi desenvolvido de acordo com o 

protocolo de Meyer e colaboradores (1982) com algumas modificações. O parâmetro 

utilizado para avaliar o efeito tóxico agudo da AMX sobre os náuplios de A. salina foi 

a imobilidade. 

A água salina para eclosão dos cistos desidratados e seleção dos náuplios de 

A. salina foi preparada com sal marinho sintético (3,5%) e água deionizada. Essa 

mesma água foi utilizada parar preparar as soluções de AMX. Para eclosão dos 

ovos, os cistos foram colocados em água salina por 48 horas, sob aeração e 

iluminação constante, a 25 ± 2ºC (Figura 5). As diluições foram preparadas para se 

obter as seguintes concentrações do fármaco: 0,15; 0,3; 0,75; 1,5; 3,0; 6,25; 12,5; 

25; 50 e 100 mg/L. 

Os ensaios foram realizados em placas de 24 poços adicionando 2 mL de 

cada concentração testada em quadruplicada e com 5 náuplios por poço, coletados 

individualmente com auxílio de uma pipeta Pasteur. O teste foi realizado na 

presença de controles negativo (água salina) e positivo (Dodecil sulfato de sódio; 10 

mg/L). Após 24 e 48 horas de exposição, com auxílio de lupa, os organismos que 

permaneciam imóveis mesmo com uma leve agitação ou que só fossem capazes de 

movimentar as antenas foram considerados mortos e contados a fim de se obter a 

porcentagem de imobilidade comparada ao controle negativo. A CL50 foi 

determinada como a concentração estimada capaz de matar 50% dos náuplios após 

24 e 48 horas de exposição. Os valores de CL50 foram calculados pelo método de 

análise Probit e a classificação da toxicidade aguda foi realizada de acordo com o 

(A) (B) 
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Globally Harmonized System (GHS) em categoria I (CL50 ≤ 1 mg/L), categoria II (1 < 

CL50 ≤ 10 mg/L) e categoria III (10 < CL50 <100 mg/L). 

 
FIGURA 5. Artefatos utilizados para eclosão dos ovos de A. salina. 

 
Fonte: O próprio autor 

 

4.2.3 Teste de toxicidade com o estágio embrio-larval de zebrafish (D. 
rerio)   

 

4.2.3.1 Manutenção dos peixes adultos 

Os peixes adultos machos e fêmeas de zebrafish (D. rerio) foram gentilmente 

fornecidos pelo Instituto de Ciências Biológicas (IB/UnB), Universidade de Brasília 

(Brasília, DF, Brasil) e mantidos em sistema de recirculação ZebTEC (Tecniplast, 

West Chester, Pensilvânia, EUA) usando água obtida por osmose reversa (comitê 

de ética aprovado – PROTOCOLO No. 102/14). A água passa por vários níveis de 

filtragem (filtro de carbono ativado e filtro biológico) é então desinfetada por luz UV e 

os parâmetros de pH e condutividade são regulados automaticamente.  

A temperatura foi mantida à 26 ± 1ºC, condutividade à 750 ± 50 µS/cm, pH a 

7,5 ± 0,5 e oxigênio dissolvido igual ou acima de 95% de saturação, com ciclo 

claro:escuro de 12:12h, mantido por temporizador. Os peixes adultos foram 

alimentados duas vezes ao dia com uma ração comercial (TetraMin Tropical 

Flakes®) e uma vez ao dia com organismo vivo (A. salina). O excesso de 

alimentação foi rigorosamente evitado e o restante dos alimentos e fezes foram 

removidas diariamente para assegurar a qualidade ideal da água. 
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4.2.3.2 Obtenção dos ovos 
No dia anterior ao teste, machos e fêmeas em uma proporção de 2:1, foram 

colocados em câmaras de reprodução com água nas condições citadas acima, 

imediatamente antes do início da escuridão artificial. Os machos podem ser 

distinguidos das fêmeas por sua forma de corpo mais esguio e uma tonalidade 

laranja-avermelhada nas faixas ao longo do corpo, enquanto as fêmeas devido ao 

grande número de ovos produzidos se apresentam com o abdômen mais distendido. 

Na câmaras de reprodução foram adicionadas bolas de vidro para coleta dos ovos. 

O acasalamento e a desova ocorreram nos primeiros 30 minutos do ciclo claro 

acionado por temporizador (luz acesa). Cerca de 30 minutos após a desova, os ovos 

foram coletados e transferidos para uma placa de Petri para lavagem com água de 

manutenção. Todos os ovos foram analisados em estereomicroscópio (Carl Zeiss 

Stemi 2000-C & Axio Vert A1, San Jose, Califórnia, EUA) e os não fertilizados foram 

descartados. Para os experimentos, foram selecionados ovos que alcançaram o 

estágio de blástula. 

 

4.2.3.3 Teste de toxicidade com embriões e larvas de zebrafish 
O teste de toxicidade com embriões de zebrafish foi realizado de acordo com 

a OECD 236 - Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test (2013), com alterações no 

tempo de exposição, sendo estendido até 168 h (7 dias) e, portanto, denominado 

Fish Embryo Extend Toxicity (FEET) Test. Após a seleção dos ovos fertilizados, 

esses foram distribuídos em placas de cultura com 24 poços, dispostos 

individualmente em poços com 2,0 mL de cada concentração da solução de AMX 

(0,75; 1,5; 3,0; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/L) assim como para o controle negativo 

(água de manutenção). Os experimentos foram realizados em triplicata e cada 

réplica foi constituída por 24 embriões para o controle negativo (nC) e 20 embriões 

para cada concentração testada de AMX (nX), com seu respectivo controle interno 

da placa (iC), como demonstra a Figura 6.  
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FIGURA 6. Modelo do delineamento experimental do Fish Embryo Extend Toxicity 
Test em placas de 24 poços, onde nC representa o controle negativo, nX 
corresponde as concentrações testadas de amoxicilina e iC o controle interno da 
placa. 

 
Fonte: Adaptado da OECD 236 (2013). 

 
As placas foram incubadas à 26 ± 1°C, em ciclo claro:escuro de 12:12h e o 

desenvolvimento embrio-larval foi avaliado por 168 h, utilizando um 

estereomicroscópio (Zeiss Stemi 2000C & Axio Vert A1, San Jose, Califórnia, EUA). 

Houve reposição das soluções de AMX no quarto dia de exposição. Durante todo o 

ensaio não houve adição de alimento e nem de aeração. 

A distinção entre o desenvolvimento normal e anormal de embriões e larvas 

foi estabelecida de acordo com Kimmel et al. (1995). A cada 24 horas foram 

avaliados os seguintes parâmetros letais: coagulação do ovo, formação dos somitos, 

circulação, descolamento da cauda a partir do saco vitelino. Outros parâmetros 

subletais foram avaliados de acordo com o desenvolvimento, como: formação do 

olho, pigmentação corporal, absorção do saco vitelino, alterações do líquido 

amniótico, eclosão, equilíbrio, deformidades da coluna vertebral e tamanho das 

larvas.  

 

4.2.3.4. Determinação da atividade de biomarcadores enzimáticos em larvas 

de zebrafish (D. rerio) 

As larvas expostas à AMX por 168 h foram congeladas em 350 µL de PBS a 

0,1 mM (pH 7,4) e mantidos à - 80 ºC. Antes de iniciar a análise enzimática, as 

amostras foram descongeladas, homogeneizadas utilizando um sonicador e 

centrifugadas à 4ºC a 6000 rpm durante 20 min, para separar o sobrenadante pós-

mitocrondrial (PMS). 
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A atividade da CAT foi medida em 240 nm por monitorização (3 min) e a 

diminuição da absorbância devido à degradação de peróxido de hidrogênio (H2O2), 

como descrito por Clairborne (1985). Foram adicionados à 30 µL de PMS diluídos 

em 135 µL de PBS (pH 7,0), 135 µL de solução de reação (H2O2, 30 mM).  

A avaliação da atividade de GST foi realizada de acordo com o protocolo 

estabelecido por Habig e Jakoby (1981) e modificado por Frasco e Guilhermino 

(2002). A leitura espectrofotométrica de 30 µL de PMS adicionados à 70 µL da 

mistura composta por 10 mM de glutationa reduzida (GSH) e 60 mM 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno em PBS a 0,05 M (pH 6,5) foi realizada em 340 nm pelo 

monitoramento da diminuição da absorbância (5 min). 

A atividade de LDH foi determinada à 240 nm, pelo monitoramento da 

diminuição da absorbância (5 min), provocada pela oxidação de NADH. O ensaio foi 

realizado de acordo com a metodologia descrita por Vassault (1983) e modificada 

por Diamantino et al. (2001). Para a reação, 20 µL de PMS foram adicionados a 20 

µL de NADH a 0,24 mM e 110 µL de piruvato a 10 mM em PBS a 0,05 mM (pH 7,2). 

A determinação dos biomarcadores enzimáticos foi realizada em triplicata e 

expressa em nanomol (nmol) de substrato hidrolisado por minuto por mg de 

proteína. As concentrações de proteínas nas amostras também foram determinadas 

em quadruplicata através do método Bradford (1976), em 595 nm, usando γ-

globulina como padrão. 

 

4.2.4 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas por meio da análise de variância 

(ANOVA), seguida pelo teste de múltipla comparação de Dunnett (α=0,05), com o 

auxílio do programa GraphPad Prism 5.0 ® (version 5.0, GraphPad Software, San 

Diego, CA, EUA) ou do programa Sigma plot 11.0 (Systat, San Jose, Califórnia, 

EUA).  
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Avaliação da fitotoxicidade 
Os efeitos apresentados sobre a porcentagem de germinação das sementes e 

comprimento das raízes de cada semente germinada de pepino, alface e tomate 

expostas à AMX estão apresentados na Tabela 6. 

 
TABELA 6. Taxa de germinação e comprimento das raízes de pepino (C. sativus), 
alface (L. sativa) e tomate (L. esculentum) após 120 horas de exposição à 
amoxicilina. Resultados apresentados em média da triplicata ± DP (desvio padrão). 

Taxa de germinação e comprimento das raízes (média ± DP) 

 C. sativus L. sativa L. esculentum 

[ ] mg/L Semente (%) Raiz (cm) Semente (%) Raiz (cm) Semente (%) Raiz (cm) 

CN 100,0 ± 0,58 4,7 ± 0,99 100,0 ± 0,58 4,9 ± 0,57 100,0 ± 1,15 1,9 ± 0,48 

0,15 100,0 ± 0,58 4,6 ± 0,39 103,6 ± 0,58 4,6 ± 1,15 92,0 ± 2,08 1,9 ± 0,41 

0,3 93,1 ± 1,73 5,2 ± 0,01 100,0 ± 0,58 4,4 ± 0,80 100,0 ± 0,58 1,9 ± 0,25 

0,75 103,4 ± 0,0 5,0 ± 0,38 107,1 ± 0,0 3,3 ± 0,61 92,0 ± 2,31 2,0 ± 0,63 

1,5 100,0 ± 0,58 5,4 ± 0,46 96,4 ± 1,00 5,1 ± 0,37 92,0 ± 1,53 2,1 ± 0,26 

3,0 96,6 ± 0,58 4,8 ± 0,36 107,1 ± 0,0 4,0 ± 0,24 92,0 ± 1,53 2,6 ± 0,17 

6,25 100,0 ± 0,58 5,1 ± 0,01 103,6 ± 0,58 4,6 ± 0,23 108,0 ± 1,00 2,8 ± 0,87 

12,5 96,6 ± 0,58 5,1 ± 1,12 103,6 ± 0,58 4,6 ± 0,15 80,0 ± 0,58 2,2 ± 0,08 

25 100,0 ± 0,58 5,5 ± 0,28 103,6 ± 0,58 5,5 ± 0,56 88,0 ± 0,58 2,0 ± 0,37 

50 103,4 ± 0,0 4,7 ± 0,99 103,6 ± 0,58 5,0 ± 0,76 100,0 ± 0,58 2,6 ± 0,44 

100 100,0 ± 0,58 5,3 ± 0,35 103,6 ± 0,58 4,7 ± 0,42 104,0 ± 0,58 2,5 ± 0,13 

CN = controle negative 

 

Todas as espécies de sementes expostas à AMX não apresentaram 

diferenças estatísticas significativas entre as concentrações analisadas e os 

respectivos controles negativos para a germinação das sementes e para o 

comprimento das raízes. Assim, nessas condições, a AMX não foi um agente 

fitotóxico. 

 

5.2 Avaliação da toxicidade aguda com A. salina 
O efeito da AMX sobre a mortalidade do microcustáceo A. salina após 24 h e 

48 h de exposição está representado na Tabela 7.  
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Tabela 7.  Mortalidade de A. salina induzida por 24 h e 48 h de exposição à 
amoxicilina. 

24 h Número de organismos mortos Imobilidade 
AMX 
(mg/L) 1 2 3 4 Total % 

CN 0 0 0 0 0/20 0 
0,15 0 0 0 0 0/20 0 
0,3 0 0 0 0 0/20 0 
0,75 0 0 0 0 0/20 0 
1,5 0 0 0 0 0/20 0 
3,0 0 0 0 0 0/20 0 
6,25 1 0 0 0 1/20 5 
12,5 0 0 0 0 0/20 0 
25 0 0 0 0 0/20 0 
50 0 0 0 0 0/20 0 
100 0 0 0 0 0/20 0 

48 h Número de organismos mortos Imobilidade 
AMX 
(mg/L) 1 2 3 4 Total % 

CN 0 0 0 0 0/20 0 
0,15 0 1 0 0 1/20 5 
0,3 0 0 0 0 0/20 0 
0,75 2 0 0 0 2/20 10 
1,5 0 0 0 0 0/20 0 
3,0 0 0 0 1 1/20 5 
6,25 2 0 0 1 3/20 15 
12,5 0 0 0 0 0/20 0 
25 0 0 0 0 0/20 0 
50 0 1 0 0 1/20 5 
100 0 0 0 2 2/20 10 
CN = controle negativo 

 

Nas concentrações testadas, a AMX não induziu mortalidade significativa em 

A. salina, quando comparadas ao controle negativo, em 24 h e 48 h de exposição. 

Como pode ser observado, não houve um perfil dose-resposta nos dois períodos de 

exposição. Os valores de CL50, tanto em 24 h como em 48 h, foram maior que 100 

mg/L, portanto o antibiótico AMX foi classificado como não-tóxico (não categorizado) 

de acordo com GHS.  

 

5.3 Avaliação dos efeitos letais e subletais com embriões e larvas de 
zebrafish (D. rerio)   

No teste de toxicidade (FEET) com embriões de zebrafish expostos à AMX 

168 h (7 dias), foram avaliados os seguintes parâmetros: coagulação, formação dos 
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somitos, circulação, descolamento da cauda a partir do saco vitelino, formação do 

olho, pigmentação corporal, absorção do saco vitelino, alterações do líquido 

amniótico, eclosão, equilíbrio, deformidades da coluna vertebral e o tamanho das 

larvas. 

 Como mostra a Figura 7, a AMX não induziu efeitos letais a embriões e 

larvas de zebrafish, mesmo com a extensão do tempo de exposição para 7 dias, 

apresentando 22 e 27% de mortalidade nas concentrações de 50 e 100 mg/L, 

respectivamente. 

 

FIGURA 7. Efeitos da amoxicilina sobre a mortalidade de embriões e larvas de 
zebrafish, após 168 h de exposição. 
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Na Figura 8 podem ser observados os efeitos da AMX sobre a taxa de 

eclosão dos ovos de zebrafish que geralmente ocorre até 72 h. A AMX não alterou a 

taxa de eclosão dos ovos expostos quando comparados ao controle negativo. A 

eclosão dos ovos iniciou-se em 48 h de exposição, chegando a 100% de ovos vivos 

eclodidos em 72h. 
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FIGURA 8. Efeito da amoxicilina sobre a taxa de eclosão dos ovos de zebrafish após 
168 h de exposição.  
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O efeito da AMX sobre o equilíbrio das larvas durante 168 h de exposição 

está demonstrado na Figura 9. A AMX não induziu perda de equilíbrio nas larvas de 

zebrafish durante as 168 h de exposição quando comparadas ao controle negativo. 

 

FIGURA 9. Efeito da amoxicilina sobre a perda de equilíbrio das larvas de zebrafish 
após 168 h de exposição.  
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Apesar das duas maiores concentrações (50 e 100 mg/L) de AMX induzirem 

malformações nas larvas de zebrafish como, edema cardíaco, falha na absorção de 

saco vitelínico e encurvamento da cauda após 72 h de exposição, nenhum desses 

efeitos foram significativos em relação ao respectivo controle negativo. 

 
FIGURA 10. Fotomicroscopia obtida neste trabalho, mostrando larvas de zebrafish 
expostas: (A) larva do controle negativo após 72 h (3,2X); (B) larva exposta à 50 
mg/L após 72 h de exposição (4X), apresentando edema cardíaco (EC), deformação 
na cauda (DC) e alteração na absorção do saco vitelínico (SV); (C) larva exposta à 
100 mg/L após 72 h (4X), apresentando edema cardíaco (EC), deformação na cauda 
(DC) e alteração na absorção do saco vitelínico (SV). 

 
 

Após 168 h de exposição, o tamanho das larvas foi avaliado e as 

concentrações de 6,25; 12,5 e 25 mg/L apresentaram um aumento significativo 

quando comparadas ao controle negativo, como mostra a Figura 11, não 

apresentando uma dose-resposta. 

 
FIGURA 11. Efeito da amoxicilina sobre o tamanho das larvas após 168 h de 
exposição. 

 
*p<0,05 estatisticamente diferente em relação ao controle negativo 
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O ensaio com biomarcadores enzimáticos avaliaram os efeitos subletais da 

AMX em larvas de zebrafish. Os resultados obtidos mostraram que a AMX inibiu 

significativamente a atividade das enzimas CAT, GST e LDH nas condições 

testadas. 

Como demonstrado na Figura 12 A, após 7 dias de exposição, a AMX inibiu a 

atividade da CAT apenas nas larvas expostas a 12,5 mg/L. Já a enzima GST foi 

inibida nas larvas expostas a partir da concentração de 6,25 mg/L de AMX (Figura 

12 B). Na Figura 12 C, a inibição da atividade da LDH iniciou-se em 1,5 mg/L e 

permaneceu até 12,5 mg/L de AMX.  

 
FIGURA 12. Efeitos subletais da amoxicilina em larvas de zebrafish sobre a 
atividade de biomarcadores enzimáticos. 

 

*p<0,05 estatisticamente diferente em relação ao controle negativo 
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6 DISCUSSÃO 
Os riscos potenciais associados com a introdução de produtos farmacêuticos 

no ambiente tornaram-se uma questão cada vez mais importante para os 

reguladores ambientais e para a indústria farmacêutica (Crane; Watts; Boucard, 

2006). 

Os antibióticos podem afetar a diversidade biológica das comunidade de 

fitoplâncton e zooplâncton (Carballeira et al., 2012). A avaliação desses possíveis 

efeitos pode ser realizada através de bioensaios que avaliam a toxicidade desses 

compostos. Os bioensaios são importantes, pois somente as análises físico-

químicas tradicionalmente realizadas não são suficientes para avaliar o impacto 

ambiental dos contaminantes. Os parâmetros de toxicidade mais empregados são: 

concentração média letal (CL50), concentração média de efeito (CE50) e 

concentração média de inibição (CI50) (Iannacone, Alvariño, 2009; Oliveira, 2013). 

Como exposto anteriormente, os antibióticos podem atingir o ambiente de 

diversas maneiras e ter efeitos sobre o ecossistema, seja na biota do solo ou do 

ambiente aquático (Ding, He, 2010; Larsson, 2014). 

O solo desempenha um papel fundamental no ecossistema, pois servem 

como base de nutrientes primários e habitat para plantas e organismos e funcionam 

como um grande biorreator para degradar poluentes e facilitar a transformação de 

nutrientes. A presença de antibióticos no solo se dá pela aplicação de esterco como 

fertilizantes e pela irrigação com água contaminada (Ding; He, 2010). 

O bioensaio de fitotoxicidade utiliza plantas sensíveis às substâncias tóxicas 

como indicadores de qualidade do ambiente (Oliveira, 2013). Esse ensaio foi 

escolhido para avaliar os efeitos da AMX sobre organismos fotossintetizantes 

(produtores). Nossos dados mostraram que a AMX não foi fitotóxica para os dois 

parâmetros avaliados, germinação das sementes e desenvolvimento da raiz, para as 

três sementes testadas, de pepino (C. sativus), alface (L. sativa) e tomate (L. 

esculentum). 

Hillis e colaboradores (2011) também avaliaram a fitotoxicidade da AMX em 

sementes de alface (L. sativa), alfafa (Medicago sativa) e cenoura (Daucus carota) e, 

observaram que, esse antibiótico não induziu inibição no processo de germinação 

das três sementes avaliadas. Porém, em relação ao desenvolvimento das raízes, a 

alfafa mostrou um aumento significativo no crescimento da raiz apenas na 

concentração de 1,0 µg/L e a cenoura apresentou uma redução significativa nesse 
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parâmetro com CE25 de 9,343 mg/L. Nesse trabalho, a cenoura foi a semente mais 

sensível à AMX. Em outro estudo, uma planta aquática superior, a L. gibba foi 

exposta a AMX, e os autores observaram que esse antibiótico não foi fitotóxico com 

CE50 > 1 mg/L (Brain et al., 2004).  

A AMX está presente na água em quantidades não desprezíveis para a biota 

aquática (0,0125 a 6,94 µg/L) (Minh et al., 2009; Watkinson et al., 2009; Yin et al., 

2010; Locatelli, Sodré, Jardim, 2011). Na literatura, os dados que relatam os efeitos 

potenciais da AMX na vida aquática são escassos, provavelmente porque na maioria 

dos casos foi associado a valores de EC50 > 1.000 mg/L, indicando assim baixa 

toxicidade (Park, Choi, 2008, Caballeira et al., 2012; Oliveira et al., 2013). 

Testes de toxicidade com invertebrados aquáticos são importantes para a 

avaliação da qualidade da água. O bioensaio de toxicidade aguda com 

microcrustáceo A. salina é uma alternativa para identificar os efeitos tóxicos de 

contaminantes (Caldwell, Bentley, Olive, 2003; Oliveira, 2013). 

A AMX, nas concentrações avaliadas, não induziu imobilidade significativa em 

A. salina, em 24 h e 48 h de exposição, com valores de CL50 24 h e 48 h maior que 

100 mg/L, sendo classificada como um composto não-tóxico ou não categorizado de 

acordo com o GHS. 

Diferentes estudos avaliaram o microcrustáceos D. magna, um em 24 h e 48 

h e outro em 96 h de exposição à AMX e foram observados valores de CL50 maior 

que 1000 mg/L e de 6950 mg/L, respectivamente. Outro microcrustáceo a M. 

Macrocopa também foi avaliada em 24 h e 48 h e sua CL50 foi maior que 100 mg/L, o 

que corrobora com nossos resultados (Park, Choi, 2008; Iannacone, Alvariño, 2009). 

Carballeira e colaboradores (2012) avaliaram os efeitos da AMX em duas espécies 

de ouriço, Arbacia lixula e Paracentrotus lividus. Eles observaram a presença de 

larvas anormais na exposição a 750 mg/L de AMX. A CE10 para A. lixula foi de 1276 

mg/L e para P. lividus foi de 108 mg/L. Os resultados mostraram que concentrações 

maiores que 100 mg/L de AMX, podem aumentar o desenvolvimento das larvas de 

ouriço do mar. 

Park e Choi (2008) realizaram um estudo com peixe da espécie Oryzias 

latipes, expostos à AMX, por 96 h, e o CL50 foi maior que 1000 mg/L. Esse mesmo 

estudo determinou a concentração ambiental calculada (MEC) de 6,0 ng/L para as 

águas superficiais de AMX. 
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Oliveira e colaboradores (2013) avaliaram a toxicidade aguda da AMX sobre 

embriões e larvas de zebrafish, em concentrações elevadas (75, 128, 221, 380, 654 

e 1125 mg/L). Assim como os nossos dados esses autores mostram que as 

alterações nesse organismo aparecem em concentrações mais elevadas. Eles 

observaram que até 96 h de exposição, a AMX não apresentou mortalidade 

significativa para os organismos expostos, porém esse composto provocou eclosão 

prematura nos embriões com CE50 de 132,4 mg/L, em 48 h. Na maior concentração 

(1125 mg/L) os autores também observaram algumas malformações, como edema e 

deformidades na cauda. 

Nesse trabalho foi realizado o ensaio de toxicidade da AMX com os estágios 

embrio-larval de zebrafish com tempo de exposição estendido para 168 h para 

comparação com o estudo de toxicidade aguda realizado por Oliveira e 

colaboradores (2013). Vale ressaltar que o consumo contínuo de antibióticos em 

condições sub-terapêuticas representa uma ameaça potencial para a saúde 

ambiental e pública, já que muitos organismos não-alvos são expostos 

inadvertidamente a essas substâncias ativas liberadas para o ambiente (Giri; Pal, 

2014). 

No nosso estudo, a AMX também não induziu mortalidade significativa 

durante as 168 h de exposição, apresentando 22 e 27% de mortalidade nas 

concentrações de 50 e 100 mg/L, porém não apresentou efeito significativo sobre a 

eclosão. Também apresentou algumas malformações como edema cardíaco, falha 

na absorção do saco vitelínico e deformidade na cauda, nas maiores concentrações 

testadas (50 e 100 mg/L) após 72 h de exposição à AMX, mas nenhuma dessas 

deformidades foram significativas quando comparados ao controle negativo. 

Assim, podemos concluir que a AMX não apresentou efeito nos parâmetros 

letais avaliados nos ensaios com zebrafish, nas condições testadas. Porém de 

acordo com nosso estudo a AMX apresentou efeito sobre parâmetros sub-letais 

avaliados como no tamanho das larvas e nos biomarcadores enzimáticos (GST, LDH 

e CAT). 

Nossos dados mostraram que o tamanho das larvas de zebrafish expostas à 

6,25, 12,5 e 25 mg/L de AMX foi significativamente diferente do controle negativo 

(3,82 mm) após 168 h de exposição. De acordo com Kimmel et al. (1995), após 32 h 

de desenvolvimento, o crescimento do zebrafish ocorre a uma taxa 

aproximadamente constante de cerca de 20 µm/h através da embriogênese. O 
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comprimento normal do embrião a 72 h é de cerca de 3,5 mm. De fato, vários 

antibióticos são usados para estimular o crescimento do peixe (Done, Venkatesan, 

Halden, 2015, Reda et al., 2013) e aumentar a eficiência alimentar do gado 

(Andreozzi et al., 2004; Carballeira et al., 2012; Reda et al., 2013), sugerindo uma 

melhora na absorção de nutrientes por ganho de peso. Até o presente momento, os 

mecanismos de promoção do crescimento como resultado da suplementação com 

antibióticos na dieta ainda não são exatamente conhecidos (Reda et al., 2013).  

Oliveira et al (2013) também avaliaram a atividade de biomarcadores, GST 

(envolvida na fase II do processo de desintoxicação) e LDH (envolvida na forma 

anaeróbica de produção de energia) em larvas (75, 128 e 221 mg/L) e peixes 

adultos (1, 10, 25, 50 e 100 mg/L) de zebafish e CAT (envolvida na defesa contra 

antioxidantes) apenas em peixes adultos expostos à AMX por 96 h. Os 

biomarcadores têm sido muito utilizados no controle de qualidade de ecossistemas 

aquáticos (Oliveira et al., 2009). 

No nosso trabalho, a exposição prolongada (7 dias) à AMX apresentou efeitos 

subletais em larvas de zebrafish com relação à atividade enzimáticos de CAT, GST 

e LDH. A CAT diminuiu significativamente a 12,5 mg/L de AMX, enquanto que GST 

foi inibida de 6,25 a 100 mg/L e LDH de 1,5 a 12,5 mg/L. Oliveira et al. (2013) 

observaram que em diferentes tecidos (cabeça, músculo, fígado e brânquias) dos 

adultos, a CAT também foi significativamente inibida nas brânquias (de 25 mg/L a 

100 mg/L) e nas amostras de cabeça a 50 mg/L e 100 mg/L. Considerando que a 

CAT atua contra as espécies oxidativas reativas (ROS), convertendo H2O2 em H2O e 

O2 (Coelho et al., 2011), foi possível observar que em maior tempo de exposição 

(168 h) à AMX reduziu cerca de duas vezes a capacidade de prevenção de danos 

por estresse oxidativo das larvas expostas. 

Já as enzimas GST e LDH nas larvas de zebrafish (75, 128, 221 mg/L) não 

sofreram alterações no trabalho de Oliveira e colaboradores (2013). Considerando 

que a GST catalisa a conjugação de glutationa com xenobióticos produzidos durante 

a peroxidação lipídica, nossos resultados mostraram que a AMX diminui a 

desintoxicação em concentrações iguais ou acima de 6,25 mg/L. 

A LDH é uma enzima chave na via anaeróbia da produção de energia, 

responsável pela catálise da interconversão do piruvato para o lactato na glicólise e 

está envolvida no metabolismo dos carboidratos (Coelho et al., 2011; Andrade et al., 

2016). Assim como, no estudo de Oliveira et al. (2013), esse biomarcador enzimático 
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de estresse químico em embriões de zebrafish e adultos (Coelho et al., 2011; 

Sancho et al., 2009) não foi conclusivo com os resultados obtidos. 

Portanto, assumindo que esses biomarcadores são utilizados como respostas 

biológicas adaptativas a estressores, que são evidenciadas por alterações 

bioquímicas, celulares, histopatológicas, fisiológicas ou comportamentais, os dados 

obtidos confirmam a importância de avaliar a exposição a longo prazo em baixas 

concentrações para uma melhor compreensão dos potenciais efeitos adversos 

potenciais da AMX em peixes. 
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7 CONCLUSÕES 
  
Portanto, com base em nossos resultados podemos concluir que: 
 

• A AMX não foi fitotóxica para as sementes tomate (Lycopersicon 

esculentum), pepino (Cucumis sativus) e alface (Lactuca sativa); 

• A AMX apresentou valores de CL50 maior que 100 mg/L pra A. salina, 

sendo classificada como não tóxica (não categorizada), de acordo com 

o GHS; 

• A AMX não provocou mortalidade significativa nos embriões e larvas 

de zebrafish durante as 168 h de exposição, assim como não alterou 

significativamente a eclosão dos embriões e o equilíbrio de larvas de 

zebrafish. Nas maiores concentrações testadas, a AMX induziu 

malformações nas larvas do zebrafish como, edema cardíaco, 

alteração na absorção do saco vitelínico e deformidades na cauda, 

porém esses efeitos também não foram significativos. Já as 

concentrações 6,25; 12,5 e 25 mg/L de AMX aumentaram 

significativamente o tamanho das larvas de zebrafish.  

• A AMX inibiu significativamente a atividade dos biomarcadores 

enzimáticos avaliados. A atividade de CAT diminuiu significativamente 

a 12,5 mg/L de AMX, enquanto que GST foi inibida de 6,25 a 100 mg/L 

e LDH de 1,5 a 12,5 mg/L. 

• Nossos dados confirmam que, o antibiótico AMX não apresenta 

toxicidade aguda relevante para os diferentes organismos testados. 

Entretanto, alguns efeitos subletais foram identificados em larvas de 

zebrafish, o que confirma a necessidade de se avaliar os efeitos das 

exposições crônicas em concentrações mais baixas. 
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APÊNDICE 
 
Apêndice – Resultados preliminares do ensaio de fitotoxicidade com semente 
de pepino (C. sativus), alface (L. sativa) e tomate (L. esculentum). 

 

TABELA 8. Taxa de germinação e comprimento das raízes de pepino (C. sativus), 
alface (L. sativa) e tomate (L. esculentum) após 120 horas de exposição à 
amoxicilina. 

Taxa de germinação e comprimento das raízes (média ± desvio padrão) 

 C. sativus L. sativa L. esculentum 

 Semente (%) Raíz (cm) Semente (%) Raíz (cm) Semente (%) Raíz (cm) 

CN 100,0 ± 5,80 10,7 ± 2,22 100,0 ± 1,00 2,6 ± 0,13 100,0 ± 1,00 5,2 ± 1.37 
0,01 93,1 ± 0,00 10,3 ± 2,86 96,3 ± 0,60 3,5 ± 0,47 91,7 ± 5,80 5,3 ± 0.90 
0,1 93,1 ± 10,00 12,6 ± 1,06 96,3 ± 1,20 4,3 ± 0,13* 70,8 ± 5,80 5,0 ± 2.24 
1 96,6 ± 11,50 12,7 ± 0,82 92,6 ± 1,20 3,1 ± 0,58 79,2 ± 5,80 4,1 ± 1.41 

10 96,6 ± 5,80 13,3 ± 0,08 103,7 ± 0,60 3,1 ± 0,63 108,3 ± 5,80 4,6 ± 1.00 
100 100,0 ± 5,80 12,7 ± 0,23 103,8 ± 1,00 2,6 ± 0,58 83,3 ± 5,80 3,9 ± 0.78 

1000 103,4 ± 0,00 12,5 ± 1,94 112,0 ± 0,60 2,9 ± 0,10 95,8 ± 15,30 3,9 ± 0.17 
*p<0,05 estatisticamente diferente em relação ao controle negativo. 
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ANEXO 
Anexo – Comitê de Ética aprovado pela Comissão de Ética no uso de 

Animais (CEUA) 
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PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E INOVAÇÃO 
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Comissão de Ética no Uso de Animais/CEUA 
Pró-Reitoria de Pesquisa e Inovação/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus II) - 

CEP:74001-970, Goiânia – Goiás, Fone: (55-62) 3521-1876.  
Email: ceua.ufg@gmail.com 

Goiânia, 08 de Dezembro de 2014. 
 

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO 
PROTOCOLO N. 102/14. 
I - Finalidade do projeto de pesquisa: Iniciação Científica (IC) e Dissertação de mestrado. 
 

II - Identificação: 
� Título do projeto: Avaliação ecotoxicológica e toxicogenética de contaminantes emergentes presentes 
em sistemas hídricos. 
� Pesquisador Responsável/ Unidade: Gisele Augusto Rodrigues de Oliveira. 
� Pesquisadores Participantes: Aline Rangel Silva Araújo (IC) e Lara Barroso Brito (Dissertação). 
� Unidade onde será realizado: Faculdade de Farmácia/UFG. 
� Data de apresentação a CEUA: 06/11/2014. 

 

III - Objetivos e justificativa do projeto: Esse trabalho propõe avaliar os impactos ambientais e para saúde 
humana, provocados pela presença de contaminantes emergentes (fármacos, praguicidas e corantes têxteis) 
em sistemas hídricos, empregando ensaios ecotoxicológicos e toxicogenéticos com células HepG2 (células 
derivadas de um hepatoblastoma) e embriões/larvas de zebrafish (Danio rerio). 
 

IV - Sumário do projeto: 
� Discussão sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do número de animais: A 
avaliação da toxicidade de contaminantes emergentes pode ser realizada com culturas celulares e bactérias 
como método alternativo à experimentação animal. Células HepG2, provenientes de hepatoblastoma 
humano serão utilizadas nesse projeto para avaliação da citotoxicidade e genotoxicidade desses 
contaminantes, entretanto os testes in vitro são limitados pelo tempo de exposição (máximo de 72 horas). 
Esse projeto também propõe o ensaio de mutagenicidade com Salmonella/microssoma, que se limita a 
avaliação de apenas um endpoint de toxicidade, que é a mutagenicidade em bactéria Salmonella 
typhimurium. Assim, para ampliar os endpoints avaliados, ou seja, analisar os efeitos letais (mortalidade), 
subletais (malformações) e genotóxicos (danos ao DNA), assim como aumentar o tempo de exposição aos 
contaminantes simulando uma exposição subcrônica, esse projeto pretende utilizar embriões e larvas de 
zebrafish. O ensaio de toxicidade com embriões de zebrafish é uma metodologia que permite a redução ou 
substituição do uso de animais adultos na avaliação da ecotoxicidade.  
� Descrição do animal utilizado (número, espécie, linhagem, sexo, peso, etc): Serão utilizados 60 
animais adultos de zebrafish (Danio rerio), com idade entre 3 e 6 meses, que serão mantidos em 4 tanques 
de 15 litros com cerca de 15 peixes cada, os quais serão monitorados e mantidos em quarentena. Os peixes 
serão cedidos pelo Instituto de Ciências Biológicas da UnB.  
� Espécie e número total de animais utilizados: 60 Peixes Danio rerio (40 machos e 20 fêmeas)  
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� Descrição das instalações utilizadas e número de animais/área/qualidade do ambiente (ar, 
temperatura, umidade), alimentação/hidratação: Os peixes adultos serão alocados em 4 aquários de 15L 
em uma sala de manutenção e reprodução, protegida de luminosidade, correntes de ar e ruídos, vibração 
externa, com fotoperíodo e temperatura controlada. Os parâmetros da água como temperatura, pH, 
condutividade, dureza, oxigênio dissolvido e dosagem de amônia e nitrito serão monitorados 
periodicamente. Os peixes serão alimentados 2 vezes ao dia com ração comercial para a espécie Danio rerio. 
Na semana anterior à reprodução, os peixes receberão alimento vivo (Artemia salina) a fim de aumentar a 
viabilidade dos ovos e como forma de recompensa ao acasalamento. Para aquisição dos ovos, no dia anterior 
à desova, peixes na proporção de 2 machos para 1 fêmea serão colocados para acasalar na presença de 
plantas artificiais e bolas de vidro. Esses peixes serão distribuídos em 3 tanques de 10 litros, com 6 peixes 
machos e 3 fêmeas, por tanque, totalizando 9 peixes em cada aquário, com o intuito de obter pelo menos 200 
ovos por reprodução. Cerca de 30 minutos após a desova os ovos serão coletados e analisados para o 
descarte dos ovos não fertilizados e seleção daqueles que alcançaram o estágio de blástula. Os ensaios para 
avaliação dos endpoints letais, subletais e genotóxicos serão realizados em triplicata para cada substância-
teste (um antibiótico, um herbicida a base de glifosato e um azo corante), sendo necessários grupos de 
peixes distintos para cada reprodução e fêmeas com pelo menos uma semana de intervalo entre as 
reproduções. De acordo com a OECD, por réplica, serão expostos 168 ovos de zebrafish distribuídos em 
placas de 24 poços, sendo testadas cinco concentrações de cada contaminante emergente, um controle 
negativo, um controle interno das placas e um controle positivo, sendo necessário ao todo cerca de 2000 
ovos gerados em cerca de 10 acasalamentos distintos. As placas com os ovos serão colocadas em incubadora 
BOD e o desenvolvimento embrionário-larval será analisado com 4, 24, 48, 72 e 96 horas de pós-
fertilização, podendo se estender até 30 dias. Após finalizar a avaliação dos endpoints de subletalidade, 
embriões e larvas de zebrafish serão sacrificados por crioanestesia, ou seja, a anestesia por resfriamento 
intenso, aceita como um dos métodos para a eutanásia de zebrafish, de acordo com Guideline for Use of 
Zebrafish in the NIH (2009). Os ensaios toxicogenéticos in vitro serão realizados com células provenientes 
de um hepatoblastoma primário (HepG2).  
� Utilização de agente infeccioso/gravidade da infecção a ser observada e análise dos riscos aos 
pesquisadores/alunos: Não se aplica a utilização de agente infeccioso. Os riscos do referido trabalho se 
referem a falhas na manipulação dos equipamentos durante o período experimental. No entanto, os 
pesquisadores que atuarão na criação, manutenção, reprodução e análise dos embriões serão devidamente 
treinados para exercerem suas atividades. 
� Adequação da metodologia e considerações sobre o sofrimento imposto aos animais: A 
metodologia está bem clara e devidamente detalhada, sendo tomadas todas as medidas mitigadoras para 
minimizar o sofrimento dos animais.  
� Método de eutanásia: Não se aplica.  
� Destino do animal: Não é descrito o destino dos animais adultos utilizados como reprodutores.  

 

IV – Comentários do relator frente às orientações da CEUA: 
� Quanto a documentos: Foram apresentados todos os documentos solicitados pela CEUA.  
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� Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: Os procedimentos de criação, 
manutenção e cuidados com os animais mimetizam o ambiente natural da espécie e garantem seu bem-
estar. Os riscos desta pesquisa estão relacionados a falhas na manipulação de equipamentos, sendo 
minimizados com treinamento apropriado de toda a equipe. 

 
V - Parecer da CEUA: 

Informamos que a Comissão de Ética no Uso de Animais/CEUA da Universidade Federal de Goiás, 
após análise das adequações solicitadas APROVOU o pedido de emenda de prorrogação do praz do 
projeto acima referido, e o mesmo foi considerado em acordo com os princípios éticos vigentes. O 
pesquisador responsável deverá encaminhar à CEUA/UFG, relatórios da pesquisa, encerramento, 
conclusão(ões) e publicação(ões) de acordo com as recomendações da Resolução n. 01, da Lei 
11.794/08. 
Reiteramos a importância deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) 
responsável deverá encaminhar à CEUA-PRPPG-UFG o Relatório Final baseado na conclusão do 
estudo e na incidência de publicações decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei nº. 11.794 
de 08/10/2008, e Resolução Normativa nº. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de 
Experimentação Animal-CONCEA. O prazo para entrega do Relatório é de até 30 dias após o 
encerramento da pesquisa, prevista para conclusão em 30/03/2018.  

 
VI - Data da reunião: 08/12/2014 

 

 

 
 
 

Dra. Marina Pacheco Miguel 
Vice-coordenadora da CEUA/PRPI/UFG 

 


