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RESUMO

QUARESMA, Mariana Santos Leite, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2026. A amoxicilina em foco: dois olhares. Orientador: Ricardo Henrique Silva
Santos. Coorientador: Laercio dos Anjos Benjamin.

A presenca de contaminantes emergentes em ecossistemas aquaticos € um
problema que perturba o equilibrio da vida existente nesses ambientes. O
lancamento constante de esgoto nos cursos d’agua, aliado ao uso indiscriminado de
medicamentos, como antibidticos, reforcam a necessidade de estudos que avaliem
0s impactos causados por esses poluentes. Nesse contexto, a Ecotoxicologia é a
ciéncia que examina a interacdo entre um organismo com o0 meio no qual esta
inserido a partir de testes que avaliem a toxicidade de substancias quimicas pela
sensibilidade desses organismos. A amoxicilina € um antibi6tico penicilanico que
entrou em uso na década de 1970 e, nos dias atuais, &€ ainda uma medicacao
considerada essencial para o tratamento de doencas em humanos e em animais. Os
organismos foco do presente estudo foram analisados pela sua importancia: a
tildpia, para a produgéo de peixes no Brasil, compondo mais de 660 mil toneladas no
ano de 2024; e a dafnia, pelo seu uso em ensaios de avaliacdo da qualidade da
agua. Assim, o presente trabalho visa analisar como o antibidético amoxicilina
interage com organismos-teste como tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e a pulga
d’agua (Daphnia similis) em bioensaios de exposi¢cdo. Assim, os estudos
laboratoriais foram realizados para avaliar se ocorreram danos causados pelo
antibiético as espécies supracitadas. O experimento ocorreu nos Laboratério de
Biologia de Peixes e no Laboratério de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
Universidade Federal de Vigosa. Além disso, um questionario digital foi desenvolvido
e aplicado para se conhecer as percepgbes que profissionais e estudantes das
comunidades dos Departamentos de Veterinaria, Medicina e Enfermagem, e
Nutricdo e Saude da mesma instituicdo possuem sobre a amoxicilina. Os resultados
mostraram que a qualidade da agua se manteve dentro dos padroes estabelecidos
pelo CONAMA e adequada para criacdo de peixes. Alteracbes nos parametros
hematol6gicos mostraram que o maior valor para contagem de eritrécitos ocorreu no
grupo de maior concentracdo, valores esses acima daqueles de referéncia, e o
leucograma mostrou que tanto para mondcitos quanto para neutrofilos ocorreu
reducdo na contagem com valores abaixo dos daqueles de referéncia. A analise
morfométrica das branquias mostrou que houve aumento do comprimento das
lamelas secundarias no terco basal e diminuicdo no tergo apical naqueles grupos
expostos a amoxicilina. Nao houve efeitos sobre as



dafnias expostas ao antibiético em ensaio laboratorial agudo. As respostas ao
formulario digital indicaram que ha preocupacéo dos profissionais e estudantes da
area da saude com o uso indiscriminado de antibidticos, mas que os efeitos da
presenca desses medicamentos no ambiente aquatico ainda sdo pouco conhecidos
pelos participantes da pesquisa.

Palavras-chave: dgua; antibiotico; tilapia; branquias; Daphnia; questionario



ABSTRACT

QUARESMA, Mariana Santos Leite, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2026. Amoxicillin in focus: two perspectives. Adviser: Ricardo Henrique Silva
Santos. Co-adviser: Laercio dos Anjos Benjamin.

The presence of emerging contaminants in aquatic ecosystems is a problem that
disrupts the balance of existing life in these environments. The constant discharge of
sewage into waterways, combined with the indiscriminate use of medications, such
as antibiotics, reinforces the need for studies that evaluate the impacts caused by
these pollutants. In this context, Ecotoxicology is the science that examines the
interaction between an organism and the environment in which it is situated, based
on tests that assess the toxicity of chemical substances through the sensitivity of
these organisms. Amoxicillin is a penicillin antibiotic that came into use in the 1970s
and, today, is still considered an essential medication for the treatment of diseases in
humans and animals. The focal organisms of the present study were analyzed due to
their importance: tilapia, for fish production in Brazil, accounting for more than 660
thousand tons in the year 2024; and daphnia, for its use in water quality assessment
assays. Thus, the present work aims to analyze how the antibiotic amoxicillin
interacts with test organisms such as the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and the
water flea (Daphnia similis) in exposure bioassays. Therefore, laboratory studies
were conducted to evaluate whether damage was caused by the antibiotic to the
aforementioned species. The experiment took place in the Fish Biology Laboratory
and the Sanitary and Environmental Engineering Laboratory at the Federal University
of Vigosa. A digital questionnaire was developed and administered to understand the
perceptions that professionals and students from the communities of the
Departments of Medicine and Nursing, Veterinary Medicine, and Nutrition and Health
at the same institution have regarding amoxicillin. The results showed that the water
quality remained within the standards established by CONAMA and was suitable for
fish farming. Changes in hematological parameters showed that the highest value for
the erythrocyte count occurred in the highest concentration group, with these values
being above the reference ones, and the leukogram showed that for both monocytes
and neutrophils, there was a reduction in the count to values below the reference
ones. The morphometric analysis of the gills showed an increase in the length of the
secondary lamellae in the basal third and a decrease in the apical third in those
groups exposed to amoxicillin. There were no effects on the daphnia exposed to the
antibiotic in an acute laboratory assay. The responses to



the digital form indicated that there is concern among healthcare professionals and
students regarding the indiscriminate use of antibiotics, but that the effects of the
presence of these medications in the aquatic environment are still little known by the
research participants.

Keywords: water; antibiotics; tilapia; gills; Daphnia; questionnaire
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1. INTRODUCAO

A piscicultura ¢ uma das atividades que compdem a produgdo de alimentos no Brasil.
Segundo a FAO (2024) a piscicultura ¢ uma em constante crescimento, possui relevancia
nacional e internacional, sobretudo na producdo de tilapias-do-Nilo, que também possui
relevancia entre os pequenos agricultores, uma vez que sdo responsaveis pela produ¢do do
inicio ao fim. A atividade auxilia, ainda, na diversificagdo de culturas, com produtos que
contribuem para a fonte de renda da familia. Além disso, peixes tém sido utilizados para
avaliacdo da qualidade da agua por meio de estudos ecotoxicoldgicos.

Sabe-se que o descarte de substancias quimicas como farmacos, agrotoxicos e metais
nos corpos d’agua esté entre as principais causas de contaminacao do ambiente aquatico, uma
vez que os residuos sdo descartados no ambiente sem devido tratamento. Além disso, os
processos de lixiviagdo e evapotranspiragdo, contribuem para o deslocamento de particulas,
como por exemplo, 0s agrotoxicos, que sdo utilizados nas culturas convencionais. A partir da
agua da chuva ocorre a lavagem do solo, que descoberto, compactado e com monoculturas,
possibilita a chegada desses compostos quimicos ao leito dos rios.

Consequentemente, a presenga de substancias quimicas no ambiente aquatico
compromete esse ecossistema, uma vez que estes organismos podem ser sensiveis as mudangas
no ambiente que podem causar alteragdes 0rgaos cavitarios como as branquias, 6rgao essencial
para processos como respiracao, osmorregulacdo e excrecao de compostos nitrogenados.

A partir disso, ensaios ecotoxicologicos em diferentes niveis troficos contribuem
para o entendimento sobre como uma substancia em estudo interage com diferentes organismos.
As analises da morfologia de branquias de tildpia-do-Nilo assim como a letalidade e
sobrevivéncia dos microcrustaceos podem demonstrar os efeitos daexposicao as concentragdes
do antibidtico amoxicilina. Por fim, a partir do conhecimento sobre o uso da amoxicilina nos
cursos da area da saude da Universidade Federal de Vigosa, espera-se perceber o entendimento

que os alunos, professores e corpo técnico-administrativo possuem sobre o medicamento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Analise da agua: qualidade e presenca de contaminantes emergentes

O crescimento populacional e o desenvolvimento dos centros urbanos contribuiram para
a amplificacdo da poluicdo ambiental (Gavrilescu et al, 2015; Giudice et al, 2021).
Consequentemente, produtos quimicos, microelementos, efluentes de industrias e residuos
urbanos sdo comumente encontrados nos corpos d’agua (Galindo-Miranda ef al. 2019). Os
antibidticos, por exemplo, estao entre os farmacos mais utilizados na medicina humana e na
medicina animal e sdo contaminantes que, mesmo em baixas concentracdes, contribuem para
alteragdes nos ecossistemas como a resisténcia bacteriana e efeitos subletais a organismos
aquaticos (Pnuma, 2017; Cheng et al., 2020).

Os contaminantes de preocupacao emergente (CEs) sdo quaisquer substincias quimicas,
naturais ou sintéticas, ou microrganismos presentes no ambiente (Sharma et al., 2023) e que
ndo estdo inclusos em programas de monitoramento (EPA, 2008). Uma grande variedade de
compostos ¢ caracterizada como CEs, como produtos farmacéuticos (antibioticos,
medicamentos psiquidtricos, anti-inflamatérios, horménios e produtos de uso veterinario),
produtosde cuidado pessoal (ingredientes de cosméticos), substancias industriais (surfactantes)
e outros elementos como metais (selénio), pesticidas (herbicidas, inseticidas), agentes
biologicos (bactérias patogénicas) e microplasticos, como exemplificados por Morin-Crini et
al. (2022).

Os contaminantes emergentes estdo presentes em aguas residuarias domésticas,
efluentes hospitalares, aguas residudrias industriais, escoamento agricola, pecuario e da
aquicultura, assim como em lixiviado de aterros sanitarios. Isso ocorre em fungao de processos
naturais, como a lixiviagdo, escoamento e evaporagdao, mas também por agdes antropicas, como
o descarte incorreto de residuos da industria e agroindistria no ambiente sem devido tratamento
(Benjamin et al. 2019; Ekeoma ef al. 2023). Unidoa isso, a auséncia de tratamentos especificos
para retirada dos contaminantes emergentes da dgua nas unidades de tratamento de 4dgua e
esgoto, contribui para a ocorréncia dos contaminantes emergentes nos corpos d’agua (Morin -
Crini et al., 2022).

A presenca de contaminantes emergentes em corpos d’adgua impde a necessidade de
metodologias para identificacdo, mensura¢do, monitoramento e analise dos impactos causados

a flora e a fauna aquaticas, uma vez que no Brasil ainda ndo ha uma legislacao que estabeleca



14

parametros de referéncia maxima para a presenca desses compostos na agua (Pompéo et al.,
2020).

Desse modo, modelos experimentais de toxicidade, como o uso de organismos
bioindicadores para avaliagdo domeio ambiente, sdo utilizados para avaliagdo dareal qualidade
de um ambiente. Os peixes, por exemplo, sdo indicadores de poluicdo aquatica, possibilitando
o entendimento de processos como bioacumulagdo entre organismos (Domingues e Bertoletti,
2008).

O ambiente aquatico € o meio onde os peixes vivem e se desenvolvem, além de

estarem em contato com a agua de onde retiram oxigénio e liberam gas carbonico,
compostos nitrogenados e outros produtos de excre¢cdo (Moro et al., 2013, p. 141).

A Ecotoxicologia ¢ uma ferramenta utilizada para avaliacdo da qualidade ambiental e
dos ecossistemas aquaticos a partir da compreensao da integragdo entre a resposta bioldgica e
os efeitos toxicos (Pompéo et al., 2020). Como exemplo, o uso de organismos aquaticos como
indicadores de qualidade ocorre desde os anos 1970 (Bonada et al., 2006). Estes organismos
sdo caracterizados como bioindicadores, uma vez que fornecem respostas a poluicdo ou
acimulo de toxicos na agua (Markert et al, 1999). Espécies como a tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), peixe zebra (Danio rerio) e dafnias (Daphnia similis) sao exemplos
de modelos experimentais utilizados em ensaios ecotoxicologicos (Pires, 2020; Brito et al.,
2024; Tominaga et al., 2022).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por meio da Resolugdo
430/2011, estabelece padrdoes para controle da qualidade da 4gua no Brasil. Dentre os
pardmetros avaliados estdo a demanda bioquimica de oxigénio (DBO), oxigénio dissolvido
(OD), turbidez e potencial hidrogenionico (pH). Parametros como a temperatura e a presenca
de compostos nitrogenados no meio também sao analisados para se avaliar a qualidade da agua
(Moro et al., 2013a).

A presenca de compostos nitrogenados e seus derivados na 4gua, como amdnia, nitrito
e nitrato se da pela presenca de alimento ndo digerido, fezes e ureia. Dentre os compostos
nitrogenados excretados pelos peixes, cerca de 70% ¢ amonia, que ¢ liberada das branquias para
a agua. A toxicidade da amonia ¢ explicada pela presenca da agua que a diluira e, assim, a
liberagdo da forma mais toxica desse composto torna-se uma vantagem, haja vista que o peixe
possui baixo gasto energético para a excre¢ao. A presenca de amonia em grandes quantidades
pode ser toxica para os peixes, sendo que as concentragdes letais estdo entre 9,4 e 64,7 umol/L

(Moro et al., 2013b).
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2.2 Panorama sobre o uso de antibioticos

Os antibidticos sao usados para tratamento de enfermidades humanas e veterinarias.
Revisdes sobre o uso de antibidticos em 76 paises, foi notado um aumento no consumo total de
antibidticos de 36% para 39% entre os anos de 2000 a 2016 (Klein et al., 2018; Afzal et al.,
2019). Entre os paises com maior consumo estdo Brasil, China, Russia, India e Africa do Sul,
assim como paises europeus e os Estados Unidos, que utilizam para alimenta¢do animal. Desse
modo, a tendéncia ¢ o aumento de 15% do gasto global com antibidticos até o ano de 2030, de
acordo com Klein et al (2018). A prescricdo da amoxicilina ocorre em altas dosagens
medicinais (750-2250 mg.d ') e, em virtude da sua baixa degrada¢io metabdlica, é encontrada
nos ambientes aquaticos (Singh et al., 2018).

O desenvolvimento dos antibidticos possibilitou mudangas no tratamento de doengas
pelo combate a microrganismos. Assim, milhdes de vidas foram salvas desde a década de 1940
(Marti et al., 2014). Em contrapartida, a resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ um problema que
se agrava e impacta diretamente a saude de humanos e animais, pela baixa sensibilidade dos
organismos patogénicos as medicacdes. O uso excessivo colaborou para selecdo de organismos
mais resistentes e surgimento de organismos multirresistentes, preocupagdes essas tanto de
médicos quanto de médicos-veterinarios, haja vista a diversidade doencas causadas por esses

microrganismos (Castro et al., 2022).

A crise atualdos antibidticos é decorrente de uma falha geral em compreender de
forma abrangente a evolugdo, as fontes, a disseminagdo e 0s mecanismos moleculares
da resisténcia, pois os reservatorios ambientais potenciais ¢ suas diversidades
genéticas de resisténcia associadas geralmente ndo sdo considerados no
desenvolvimento de drogas (Castro et al.,2022).

Residuos de antibidticos sdo encontradosno solo e na agua, e isso viabiliza o surgimento
de cepas multirresistentes. As substancias antimicrobianas ndo sdo degradadas no tratamento
comum da agua e esgoto, visto que a remocdo precisa considerar caracteristicas de cada
composto quimico (Resende et al, 2020; Castro, et al, 2022). Nesse sentido, o ambiente
aquatico faz parte da Saude Unica, visto a conexio com a saide humana, animal e ambiental, e

quando ha desequilibrios, esse meio pode se tornar um ambiente para transmissao de doengas,

assim como € o local comumente utilizado para despejo de diferentes contaminantes (Collignon

e McEwen, 2019; Salah et al., 2019).
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Efluentes de esgoto e efluentes de fazendas e matadouros, onde o gado consome
quantidades exorbitantes de antibidticos para promover o crescimento, continuam
sendo as fontes mais sérias de genes resistentes a antibioticos (Salah et al., 2019).

Além disso, os antibioticos chegam aos efluentes pelo descarte inadequado no meio a
partir do lixo comum, assim como pelos residuos do metabolismo humano e animal. Essas
substancias, quando expostas a adversidades, como mudangas na temperatura, luz e umidade,
podem se transformar em substancias toxicas, € assim gerar danos ao ambiente e aos
organismos que tém contato, como a alteragdo nas cadeias alimentares, bem como favorecer a
expressividade de bactérias resistentes (Pinto et al., 2014; Silva, et al., 2022).

O uso indiscriminado dos antibidticos estd interligado com as agdes de profissionais da
saude que prescrevem essas medicagdes, como médicos, médicos-veterinarios e enfermeiros,
como também as a¢des governamentais que sdo escassas para o controle do uso no Brasil. Isso
evidencia a necessidade de educacao ambiental, promogao de politicas publicas para o combate
ao uso inadequado e prote¢do ambiental, como mencionaram Silva et al. (2022).

O Plano Nacional para Preven¢do e o Controle da Resisténcia Microbiana aos
Antimicrobianos nos Servigos de Saude (PAN- Servigos de Satude) foi publicado pela Anvisa e
entrou em vigor no ano de 2023 com proje¢@o para o ano de 2027. Entre os objetivos estdo a
deteccdo, prevencao e reducdo da resisténcia aos antimicrobianos em servigos de saude, assim
como a educagdo em saude para conscientizacao da populacdo, vigilancia dosservicos de saude,
prevencao e controle de infecgdes e gerenciamento douso de antimicrobianos (Brasil, 2023).
No entanto, resolu¢des que definem o controle da qualidade da dgua e a sua potabilidade, como
a Resolucao N° 357/2005 do CONAMA e a Portaria GM/MS N° 888/2021, ainda nao
mencionam quantidades aceitaveis de antibidticos na 4gua (CONAMA, 2011; Brasil, 2021).

Nesse sentido, estudar as percepcdes que os profissionais da saude possuem sobre 0s
antibioticos ¢ de grande importancia, uma vez que esses profissionais sdo responsaveis pela
prescri¢ao e, consequentemente, pelo uso do farmaco. Pesquisas que analisam essas percepgoes
sdo fontes de conhecimento imensuraveis para a descricdo de aspectos como quais
medicamentos sao utilizados, a frequéncia do uso, como ¢ abordada a questao da resisténcia
antimicrobiana, assim como quais os conhecimentos sobre os impactos ambientais gerados por
essas medicagdes, como na presente pesquisa. Ainda, a associagdo dessas percepgdes com
andlises laboratoriais possibilita diferentes olhares sobre o uso dos antibidticos, sobretudo a

amoxicilina.
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2.3 Farmaco de estudo: a amoxicilina

A amoxicilina ¢ um antibiotico penicilanico utilizado desde a década de 1970 em
apresentacdes comerciais com ou sem a presenca do acido clavulanico. Historicamente, a
necessidade de aumentar o espectro bactericida da penicilina foi alicerce para pesquisas com
outros componentes para combate a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Entre as
descobertas, a ampicilina foia primeira derivada a ser descrita, o que ocorreu em 1961; a partir
dela, em 1972, foi langada a amoxicilina pelo Laboratorio Beecham (Sutherland ez al., 1972).

Considerada um medicamento de acesso essencial pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), compondo no Brasil a lista de medicamentos disponibilizados gratuitamente pelo
Sistema Unico de Saude (SUS), a amoxicilina é o antibiético mais utilizado no tratamento de
doencas (Huttner et al., 2020; Brasil, 2025). Segundo analises de registros do Sistema Nacional
de Gerenciamento de Produtos Controlados (SNGPC), da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), entre os anos de 2014 e 2021, amoxicilina, azitromicina, ciprofloxacino e
cefalexina estiveram entre os antibidticos mais vendidosno Brasil (Lopes ef al., 2024; Barbosa,
et al., 2025).

A amoxicilina possui a a¢do dedificultar a sintese daparede celular bacteriana, uma vez
que essa molécula inibe a producao de peptidoglicano, levando assim, a lise ou morte celular
(Bodey e Nance, 1972). Além disso, caracteristicas como alta lipossolubilidade possibilitam
uma maior biodisponibilidade e acdo do medicamento, tendo a meia-vida de uma hora em
humanos, volume de distribui¢do no corpo de vinte litros e ligagdo a proteinas plasmaticas em
20% (Arancibia ef al., 1980). Outro ponto importante € a rapida absor¢do quando administrada
oralmente, ¢ a excre¢do da molécula inalterada pela urina, uma vez que 86% da dose
administrada pode ser recuperada, como foi observado em um estudo realizado por Spyker et
al. (1977).

A bula para profissionais daarea da saude contém informagdes acerca da composicao
do medicamento, indicacdes de uso, eficacia, assim como caracteristicas farmacologicas.
Dentre essas, a via de eliminagdo descrita sao os rins e cerca de 60 a 70% de amoxicilina ¢
excretada de maneira inalterada na urina nas primeiras seis horas apds administragdo de dose
padrao. Além disso, 10% a 25% da dose inicial ¢ eliminada como acido peniciloico inativo
entre. Também, pequenas quantidades sdo excretadas na bile e nas fezes (Anvisa, 2025).

Esse medicamento ¢ utilizado para tratamento de sindromes clinicas em adultos e
criangas, uma vez que possui boa distribuicao em 6rgaos como figado, pulmdes e musculos,

por exemplo (Thabit ef al, 2019). Doencas geradas por patdgenos bacterianos, como
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pneumonia, faringite, sinusite, otite média e infeccdo nas vias urindrias sdo enfermidades
tratadas com a amoxicilina, como foi citado na revisao narrativa de Huttner ez al. (2020).

Analogamente, na Medicina Veterinaria, a amoxicilina ¢ utilizada para tratamento de
doengas em pequenos animais, como infecgdes nos 0rgaos urindrios de caes e gatos (Weese et
al., 2019). O uso ¢ também observado dentro da Medicina Veterindria de suinos para controle
de infecgdes sistémicas causadas pela bactéria Streptococcus suis e infecgdes respiratorias
causadas por Actinobacillus pleuropneumoniae (Burch e Sperling, 2018). Em frangos de corte,
¢ utilizada para combate a Escherichia coli, bactéria comum do intestino, mas que pode
apresentar variagdes (cepas) patogénicas € zoondticas, ou seja, que podem afetar a saude
humana (Liu et al., 2008).

A presenca da amoxicilina e outros farmacos (outros antibidticos e hormonios) nos
dejetos humanos e animais sdo vias de contaminacdo do ambiente aquatico, uma vez que os
sistemas de tratamento de dgua e esgoto ndo realizam a retirada de farmacos e poluentes
emergentes durante o tratamento sanitario (Aquino et al., 2013).

A presencga de antibidticos residuais nas dguas superficiais ¢ um grave problema da
atualidade, uma vez que sdo contaminantes emergentes e, a cada dia, contribuem para o
aumento da resisténcia bacteriana entre patdgenos (Bano ef al., 2023). As 4dguas residudrias sdo
geradas, em sua maioria, por atividades antropogénicas que ocasionam a contaminacao do

ambiente aquatico, sobretudo em paises em desenvolvimento (Tara et al., 2019).

2.4 Espécies de estudo

2.4.1 Tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

A espécie Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), ¢ uma das primeiras espécies de
peixes produzidas na historia humana. As tilapias pertencem a ordem dos Perciformes, familia
Cichlidae e sdo originarias da Africa, Israel e Jordania (Moro ef al., 2013a).

A partir da décadade 1920, a espécie tornou-se uma das principais culturas dentro da
aquicultura. Caracteristicas como rapido crescimento, altas taxas de conversdo alimentar,
resisténcia a altas densidades de estocagem, alimentacdo onivora e a grande adaptabilidade a
diversos sistemas de produ¢do possibilitaram a producdo e comercializacdo expansiva da
espécie (Lopez-Olmeda et al., 2021). Difundidas mundialmente na década de 1960, passaram
a ser produzidas em climas tropical e subtropical e, a partir de 1970, exemplares de

Oreochromis niloticus (Figura 1), chamada de tilapia-do-Nilo, assim como espécies hibridas
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como O. urolepis hornorum e O. mossambicus, passaram a integrar as espécies produzidas no
Brasil (Moro et al., 2013a).

Moro et al. (2013a) descrevem sobre as caracteristicas que mais se destacamnas tilapias.
Entre elas, a coloragdo acinzentada, o corpo comprimido lateralmente e a presenca da linha
lateral dividida em dois segmentos. Ainda, caracteristicas como a temperatura de criagdo e a
alimentagdo sdo descritas, sendo a temperatura de conforto térmico para a espécie de 14 a 33
°C. A alimentacdo naturalmente ocorre pela ingestdo de fitoplancton, algas, insetos aquaticos e

pequenos crustaceos, mas em sistemas de producdo, adaptam-se a ragao.

Figura 1 — Exemplares de Oreochromis niloticus (tilapia-do-Nilo) utilizados no experimento

cronico de exposi¢do ao antibidtico amoxicilina.

Fonte: Presente estudo, 2024.

Economicamente, segundo o relatorio de 2024 da Organizagao das Nag¢des Unidas para
Agricultura e Alimentagdo (FAQO), cerca de 44% daproducao de peixes sdo deespécies de dgua
doce, e a tilapia-do-Nilo representou cerca de 5,3 milhdes de toneladas da producao no ano de
2022, ficando na 4* posi¢do entre as dez espécies mais produzidas no mundo (FAO, 2024). No
Brasil, em 2024, o valor da producao de tilapias foi mais de quatro milhdes de reais e
aproximadamente 500 toneladas produzidas. O estado do Parana obteve destaque com o maior

valor produzido, com mais de um milhao de reais (IBGE, 2024).
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Devido a sua importancia econdmica e caracteristicas especificas, a tilapia-do-Nilo ¢
também utilizada como um modelo experimental para estudos ecotoxicologicos. A presenca de
misturas complexas nos corpos d’agua provenientes de agcdes antropicas pode causar danos a

biota aquatica, assim como riscos a saide humana (Vasanthi ef al., 2013).

A polui¢do das dguastem diversas consequéncias para os ambientes aquaticos em si,
como elevacdo da temperatura, aumento dos solidos totais dissolvidos, de
microrganismos patogénicos e da deposicdo de matéria orgdnica, mudancgas de pH, e
presenca de compostos toxicos ¢ substincias tensoativas advindas de processos
industriais (Benjamin et al.,2019, p.380).

Dessa forma, o uso de organismos bioindicadores como peixes ¢ uma ferramenta para
avaliacdo da qualidade do ambiente, uma vez que sdo animais dependentes da 4gua no ciclo de

vida e sensiveis a fatores estressantes, como a poluicao aquatica (Benjamin et al., 2019; Silva

et al., 2020).

Os peixes fazem parte da biodiversidade aquatica e apresentam caracteristicas que
estdo ligndasdiretamente ao seu modo de vida. Isso favorece os trabalhos de pesquisas
cientificas ligadas diretamente & contamina¢do aquatica, uma vez que estas espécies
tém na agua o seu meio de vida (Benjamin ef al.,2019, p. 382).

2.4.2 Pulga d’agua Daphnia similis (Claus, 1876)

O género Daphnia ¢ composto por mais de 100 espécies de organismos planctonicos de
agua doce que auxiliam na manutencdo da qualidade da agua pela sua ingestdo de algas, assim
como serve de alimento para outros invertebrados e peixes. Morfologicamente, sdo compostas
por 10 pares de apéndices, com anténulas, antenas, maxilas e mandibulas, como também cinco
pares de membros toracicos, € na extremidade do abdomen ha garras abdominais. Além disso,
possui apenas um unico olho que ¢ marcado por dois grandes pares de antenas que sdo utilizadas
para locomogdo, como descreveram Tkaczyk et al. (2021).

A défnia, também conhecida como pulga d’4dgua, ¢ um microcrustaceo que habita
ecossistemas de agua doce, como rios e lagos (Mergeay et al., 2006). que possui cinco a seis
milimetros (mm) de comprimento, ¢ consumidor primario da cadeia de alimentagdo aquatica, e
a partir da filtragdo de particulas de matéria organica em suspensdo adquire seu alimento
(ABNT, 2022). Além disso, outras caracteristicas sdo o ciclo de vida curto, alta fecundidade e

reproducdo por partenogénese, que gera individuos de 0,5 mm, chamados neonatos (Tkaczyk

et al.,2021).
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Essas caracteristicas viabilizam o uso desses organismos em ensaios ecotoxicoldgicos,
haja vista a facilidade de producdo e formagdo de plantéis para realizacdo dos ensaios
ecotoxicoldgicos em ambiente laboratorial (Koivisto, 1995; Tkaczyk et al., 2021).

Utilizado como bioindicador desde os anos 1940 (Anderson, 1944), ¢ um organismo
muito importante para ensaios ecotoxicologicos pela sensibilidade as mudangas no ambiente
em que estdo. O corpo transparente possibilita a visualizagdo de todos os 6rgdos e isso viabiliza
analises de parametros fisiolégicos, como frequéncia cardiaca, atividade alimentar e
movimenta¢do dos membros, outro ponto que reflete a importancia desse organismo para
avaliagdo de impactos ambientais (Koivisto, 1995; Tkaczyk et al., 2021).

Nesse sentido, as pesquisas sdo baseadas em instru¢cdes normativas como a Norma
Técnica 12713 da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) para ensaios de
toxicidade agua com Daphnia spp. (Crustacea, Cladocera) (ABNT, 2022) e a Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) com o Guideline for the testing of
chemicals: Daphnia magna reprodution test (OECD, 2012).

A simplicidade de execugdo e a curta duragdo do teste agudo justifica o seu uso em
diferentes estudos. Esse teste ¢ baseado na exposicdo dos organismos durante 48 h a uma
substancia de interesse (medicamento, quimico ou efluente). Apds esse tempo, ¢ feita a leitura
para avaliagdo de imobilidade dos organismos, a fim de avaliar a toxicidade e definir a
Concentracdo Efetiva Média (CEso), ou seja, a concentragdo em que 50% dos organismos sao
afetados (ABNT, 2022). Outrossim, testes cronicos possibilitam a analise de parametros como

a reprodugdo e sdo padronizados pela OECD, como descrito no guideline supracitado.

Outras analises também podem comporos testes de toxicidade, como a avalia¢do do
comportamento natatorio, velocidade de natagao, distincia percorrida, quantidade de
saltos, capacidade de virar, e atividades fisiologicas como frequéncia cardiaca, taxa
de alimentagdo, taxa de ingestdo, movimentos de membros toracicos e movimento
pos-abdominal que permitirdo avaliar os efeitos subletais (Tkaczyk et al., 2021).

Diferentes espécies de Daphnia sdo utilizadas para a realizacdo dos ensaios
ecotoxicologicos como a D. carinata, D. pulex, D. magna e D. similis. No entanto, em virtude
da sensibilidade a substancias toxicas, somado a compreensdo do comportamento e dos
processos fisiologicos dessa espécie, estudados desde os anos 1940, a D. magna é comumente
empregada nas pesquisas (Tkaczyk et al 2021) (Figura 2). No presente trabalho, foram
utilizados exemplares de D. similis para realizagdo detestes agudos, com o objetivo de conhecer

os impactos causados pelo antibidtico amoxicilina.
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Figura 2 — Daphnia magna: principais estruturas anatomicas observadas em um organismo.

Second antenna — segunda antena; Compound eye — olho composto; Brain — cérebro; First antena — primeira
antena; Heart—coracdo; Mouth — boca; Mandible — mandibula; Gut — intestino; Thoracic appendage — apéndice
tordcico; Carapace —carapaca; Abdominal claw— garra abdominal; Abdominalsetae — cerdas abdominais; e Apical
spine — espinho apical. Fonte: Tkaczyk et al. (2021).

Nesse sentido, Tominaga et al. (2022) avaliaram os impactos de quatro fArmacos sobre
exemplares de Daphnia similis, para analise dos efeitos agudos e cronicos gerados pelas
substancias aspirina, cloridrato de fluoxetina, cloridrato de metformina e ciprofloxacina,
farmacos comumente utilizados no tratamento de doencas e exemplos de poluentes emergentes
mais prevalentes em paises como Brasil, México, Costa Rica, Colombia e Argentina. Entre os
resultados, foi observado que a fluoxetina teve maior toxicidade aguda, seguida dametformina,
ciprofloxacina e aspirina e que houve reducdo do nimero de neonatos por individuo com o
aumento das concentragdes no ensaio cronico.

Diante disso, explorar o efeito de outras medicagdes ¢ complementar os estudos
realizados com esses organismos. Tominaga et al. (2022) justificam seu trabalho afirmando que
o uso de produtos farmacéuticos ¢ benéfico como tratamento de diferentes doengas em humanos
e animais, mas que em virtude do aumento constante da producdo, prescricdo e uso, muitos
medicamentos contaminam ecossistemas. O termo contaminante emergente ¢ observado no
trabalho desses autores, que afirmam como diferentes classes de medicamentos, como anti-
inflamatérios nao esteroidais, medicamentos psiquiatricos e antibidticos sdo relatados na
literatura pela taxa de ocorréncia, efeitos toxicoldgicos e avaliagdo do risco. Assim, ressaltam

a importancia de estudos que avaliem os impactos gerados por farmacos.
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2.5 Orgio de estudo: brianquias de tilapia-do-Nilo

As branquias sdo estruturas lamelares, filamentosas e repletas de vasos sanguineos,
localizadas na camara branquial, caudalmente a cabega. Esse 6rgao é composto por oito arcos
branquiais em peixes teledsteos, que estao posicionados em quatro pares no interior dacavidade
buco-branquial. Além disso, as branquias sdo protegidas pelo opérculo, estrutura dssea em
forma de aba, presentes nos peixes teledsteos; diferentemente em peixes cartilaginosos, ha

fendas branquiais (Baldisserotto ef al., 2014) (Figura 3).

Cada arco branquialpossui duas fileiras de filamentos branquiaise cada filamento ¢
composto porinimeras lamelas branquiais, onde ocorrem astrocas gasosas. O interior
daslamelasbranquiais é composto porcanais pequenos que permitem a passagem de

uma célula sanguinea porvez, e isso permite melhor eficiéncia da troca gasosa (Moro
etal.,2013b,p.79).

A origem e desenvolvimento das branquias ocorre a partir da faringe, regido localizada
entre a cavidadeoral e o es6fago, que compdem parte do sistema digestorio anterior nos peixes.
Os arcos branquiais estdo presentes a cada lado da faringe e sdo compostos pelos 0ssos
epibranquial e ceratobranquial. Cada fileira de filamentos, também chamados de lamelas
primarias, ¢ chamada de hemibranquia. Os filamentos sdo sustentados por uma cartilagem que
se articula com o arco branquial que também percorre ao longo do comprimento desses,
proximo ao vaso sanguineo (Baldisserotto ef al., 2014).

Os vasos sanguineos estdo presentes em grande quantidade nas branquias e compdem
um sistema artério-arterial, que esta associado as trocas gasosas, € um sistema artério-venoso,
relacionado a irrigagdo das demais estruturas da lamela. Os vasos que compdem esses sistemas
sdo a artéria aferente branquial, artéria aferente primdria, artéria eferente primaria, artéria
eferente branquial e veia branquial, que realizam as trocas gasosas assim como o suprimento
do tecido branquial (Baldisserotto et al., 2014).

A respiracdo de parte dos peixes depende exclusivamente das branquias, visto a
existéncia de espécies que possuem adaptagdes, como a presenca de pulmdes, para captagdo de
oxigénio atmosférico, como o pirarucu. Nesse sentido, as branquias surgem com o intuito de
melhorar a eficiéncia da captagdo de oxigénio do ambiente aquatico, haja vista que este possui
menor quantidade (4%) em relag@o ao ar atmosférico (20%). Isso € explicado pela caracteristica

principal do 6rgdo que ¢ a maior area de superficie (Moro et al., 2013b).
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Figura 3 — Representacdao das branquias: localiza¢do, aspecto real e histologico do érgao.
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1) Representacdo de tilapia-do-Nilo com a presenca do opérculo, estrutura que protege as branquias; 2)
Visualiza¢do das branquias apds retirada do opérculo; 3) Aspecto real do 6rgdo, em que se evidenciam os arcos
branquiais; ¢ 4) Histologia branquial,com a presenca de lamelas primarias e secundarias. Fontes: As imagens de
tilapia foram criadas por IA (Google Gemini) a partir de comandos; a imagem do 6rgdo pode ser acessada pelo
link  https://pt.wikipedia.org/wiki/Br%C3%A2nquia#/media/Ficheiro: Tuna_Gills_cut_out.jpg; ¢ a imagem
histologica compde o acervo da presente pesquisa.

A respiragdo branquial ocorre a partir da entrada de 4gua pela boca e passagem pelos
filamentos branquiais que entram em contato com a agua e assim realizam as trocas gasosas a
partir dos vasos sanguineos citados previamente. Esse processo acontece de maneira
contracorrente, ou seja, o fluxo sanguineo nas lamelas ¢ contrario ao da dgua e isso possibilita
uma eficiéncia de 90% na troca gasosa (Moro et al., 2013b). Além da funcdo respiratoria, as
branquias também sdo responsaveis pela regulacdo idnica, excrecdo de residuos metabdlitos, e
sdo a primeira barreira de prote¢do do organismo por evitarem que os demais 6rgaos absorvam
substancias toxicas (Bernet et al., 2001; Kumari et al., 2017).

Nesse sentido, a presenca de poluentes no ambiente aquatico favorece o contato direto
do peixe com estressores que podem ocasionar mudancas fisiologicas e comportamentais ao
animal (Bernet et al., 2001). As branquias sdo o primeiro 6rgdo atingido, uma vez que possuem
interagdo direta com o ambiente externo, sendo alvo dos poluentes presentes na dgua. A
dificuldade respiratéria ¢ o principal sinal clinico observado quando ocorre a intoxica¢ao do
animal (Kumari et al., 2017).

Mecanismos de regulacao sdo observados como resposta aos estressores ambientais, €
dentre eles podemos citar a produg¢do de muco pelos peixes. O muco estd presente no
tegumento, mas também em 6rgaos como as branquias, sendo produzido como uma estratégia

de defesa por esses animais com o objetivo de barrar a entrada de substancias toxicas. Desse
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modo, o aumento da quantidade ¢ um mecanismo de regulagdo para retorno a homeostase e
assim a sobrevivéncia (Bernet et al., 2001; Moro et al., 2013b).

Em consonancia, alteragdes no epitélio branquial sao respostas do organismo em meio
aos estimulos presentes no ambiente. A histologia somada a histopatologia sao ferramentas que

auxiliam na interpretacdo desses danos a partir da andlise de biomarcadores (Poleksic e

Mitrovic-Tutundzic, 1994; Bernet et al., 2001).

O termo bioindicador ¢ utilizado para indicadores bioquimicos, fisioldégicos ou
histologicos de exposicdo ou efeitos de substancias quimicas xenobidticas no nivel
suborginico ou organico (Bemet et al.,2001).

Diante disso, analisar os impactos gerados as branquias de uma espécie produzida
mundialmente e amplamente consumida, a tilapia-do-Nilo, pelo antibidtico amoxicilina,
farmaco utilizado para tratamento de doencas em animais ¢ humanos, possibilitara a
compreensdo dos danos teciduais causados por essa medicacdo, haja vista sua presenga no

ambiente aquatico como poluente emergente.

2.6 Estrutura histolégica das branquias na tilapia-do-Nilo

Alteragdes na estrutura de tecidos e 6rgaos demonstram o estado de satide dos peixes,
assim como podem auxiliar no entendimento dos danos causados por um poluente. Orgios
como as branquias sdo considerados excelentes indicadores de poluicdo ambiental a partir de
analises histologicas para avaliagdo de lesdes apos a exposicdo a um poluente (Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic, 1994; Bernet et al, 2001). Diante disso, compreender como o tecido ¢é

organizado histologicamente favorece alicerces para visualizacdo de alteragdes a morfologia.

As branquias sdo um 6rgio constituido por células pavimentosas, células ricas em
mitocondrias ou cloreto, células ‘rodlet’, células mucosase célulasindiferenciadas. O
epitélio dos filamentos ¢ estratificado e a camada mais externa de células que ficam
em contato com o meio aqudtico sio pavimentosas, enquanto as células
indiferenciadas estdo junto da membrana basal (Baldisserotto ef al.,2014,p. 209).

Baldisserotto et al. (2014) descrevem caracteristicas dascélulas que compdem o epitélio
branquial. As células pavimentosas possuem citoplasma eletrodenso, complexo de Golgi bem
desenvolvido, reticulo endoplasmatico rugoso abundante, muitos ribossomos e poucas
mitocondrias. As células ricas em mitocondrias ou células decloreto, estdo presentes no epitélio

branquial na regido entre as lamelas secundérias, proximas a base. Nessas células ha sitios de



26

absorcdo ativa de ions Na*, ClI" e Ca?" e, entre as caracteristicas, sao globosas, com nucleo
esférico, nucléolo visivel, com numerosas mitocondrias. Células mucosas podem ser
localizadas nas bordas do filamento, com presenga de granulos que variam conforme a
eletrodensidade. Essas células respondem a alteragdes no ambiente, como a presenga de
contaminantes aumentando a quantidade de células e a producao de muco.

Outro aspecto importante das branquias ¢ a plasticidade que o 6rgdo possui em resposta
as mudangas ambientais. A remodelagdo branquial acontece com o aumento da celularidade ou
retracdo das células presentes entre as lamelas. A quantidade de células impacta diretamente a
area de superficie lamelar funcional exposta. Causas como a reducgao da quantidade de oxigénio
disponivel e aumento da demanda metabdlica por oxigénio sdo estimulos a exposicdo das
lamelas para melhor captagdo de oxigénio (Gilmour e Turko, 2024).

Lesoes epiteliais, edema intersticial, vasodilatagdo das lamelas, destacamento do
epitélio lamelar e proliferacdo do epitélio, fusdo nas lamelas, rupturas de células pilares,
aneurismas e necroses foram observados em exemplares de tilapia-do-Nilo expostas ao cadmio
em experimento agudo de quatro dias (Garcia-Santos et al., 2007). Esses achados reforcam a
importancia da histologia para avaliagdo dos efeitos toxicos que afetam o tecido dos animais

expostos de maneira direta ou indireta a agentes toxicos (Benjamin et al., 2019).

A histopatologia gera dados sobre as lesdes em niveis teciduais e ndo especifica a
causa pontualda lesdo, e dessa maneira, ndo diagnostica contaminagdo, mas sim a
resposta biologica a agressdao ou estresse. Porém, quando associadasa métodos como
analises sanguineas e enzimaticas, pode favorecer dados que auxiliem na
compreensdo profunda de determinadas situa¢des (Benjamin et al.,2019,p.389-390).

Poleksic e Mitrovic-Tudundzic (1994) descrevem as principais alteragdes encontradas
em branquias, apos exposicdo a poluentes ambientais. Os autores citam 26 diferentes tipos de
lesdes e as classificam em critérios, primeiro o tipo de dano e localiza¢do no tecido branquial,
e segundo a severidade. O dano causado ao tecido pode ser caracterizado como hipertrofia e
hiperplasia do epitélio branquial, alteracdes nas células mucosas e/ou cloreto, presenca de
parasitos, alteragdes em vasos sanguineos e necrose. Ainda, a severidade ¢ baseada na
capacidade de restauragdo tecidual com a melhoria das condigdes do ambiente com as lesdes

sendo classificadas em estadios I, II e III de maneira progressiva.
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2.7 Hematologia em peixes teleosteos

A hematologia auxilia na compreensao do estado de saide do animal, uma vez que
detecta doencas e a sua progressdo, assim como as respostas a terapia medicamentosa. Nesse
sentido, a hematologia em peixes ainda ¢ um desafio, haja vista que a grande quantidade de
espécies existentes e escassez de valores de referéncia significativos geram desafios para as
analises sanguineas. Diante disso, a avaliagdo hematoldgica deve ser interpretada considerando
fatores intrinsecos e extrinsecos ou doencas que possam afetar as células sanguineas e as
contagens (Claus et al., 2008; Grant, 2015). O sangue ¢ composto por diferentes tipos celulares

como eritrocitos, leucodcitos e trombocitos.

Os eritrocitos sdo células com formato ovala eliptico, citoplasma palido,abundante e
eosinofilico, e niicleos centralizados,ovaisa elipticos. Os linfocitos sdo os leucdcitos
mais comuns, ¢ sdo células pequenas com nucléolo basofilico e pequena quantidade
de citoplasma, com alta relagdo nticleo:citoplasma, e podem ser arredondados ou
irregulares (Clauss et al.,2008).

Ainda, os granuldcitos mais comumente encontrados sdo os neutrofilos. Essas células
sdo arredondadas, com nucleos segmentados, citoplasma palido a cinza ou azulado. Os
eosin6filos sdo menos frequentes e basofilos sdo raros. Os granulos dos eosinofilos sdo mais
evidentes que os dos neutrofilos, e possuem formas arredondadas, em formato de bastonete,
eosinofilicos. Basoéfilos contém granulos que, quando corados, dificultam a visualizacdo do
nucleo. Os mondcitos sdo as maiores células, possuem formato irregular, nicleo excéntrico,
grande e heterocromatico, com abundante citoplasma (Clauss ef al., 2008).

Os trombdcitos sao células de formato variavel conforme as espécies de peixes, mas se
equivalem as plaquetas de mamiferos e sdo responsaveis pelo processo de coagulagdo sanguinea
(Grant, 2015). Entre as caracteristicas, sdo células ovais, oblongas ou fusiformes, com
citoplasma claro e nticleo basofilico condensado (Clauss et al., 2008).

O resultado das analises sanguineas esta diretamente ligado a forma como o sangue ¢
coletado. A contengdo fisica e quimica sdo as principais formas de realizar esse procedimento,
mas depende dareagdo do animal ao manejo, assim como o estado de saude, além de técnica e
cuidado para reduzir o estresse do animal. Peixes pequenos podem ser manejados com as maos
de forma a segura-los proximo a base da cauda com o apoio de uma mao, enquanto a outra
apoia o corpo. Em contrapartida, o uso de produtos quimicos ¢ utilizado quando a contengao

fisica nao ¢ possivel (Grant, 2015).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A contaminagdo dos corpos d’agua ¢ um problema que se agrava com o passar dos anos
e pelo surgimento de novos produtos quimicos, bem como pelas atividades antropicas que
contaminam o ambiente aquatico, como o despejo de residuos urbanos nos cursos de dgua, uso
de insumos quimicos na agricultura e a administra¢do indiscriminada de farmacos na Medicina
Humana e na Medicina Veterindria.

Nesse sentido, a presenca de contaminantes emergentes na agua, como antibidticos,
agrotoxicos e substancias industriais, tornou-se comum. Assim, a necessidade de estudos sobre
o real impacto desses compostos ¢ imprescindivel. Dessa forma, estudos com organismos
bioindicadores, como peixes e dafnias, possibilitam o fornecimento de dados cientificos que
auxiliam na compreensdo e avaliagdo dos impactos totais ou pontuais da polui¢do em um
ecossistema.

As respostas biologicas as alteracdes ambientais podem ser observadas desde alteragdes
no individuo, como modificagdes celulares, fisioldogicas, bioquimicas, genéticas, histologicas e
comportamentais, mas também alteracdes em nivel de comunidade, que podem alterar a
organizagdo da espécie pela presenca de estressores no ambiente. Os impactos ocorrem quando
a exposicdo a estressores quimicos excede a capacidade que o organismo possui de reajustar a
homeostase e, como consequéncia, ocorre a morte do individuo.

O presente trabalho ¢ justificado pela importancia de avaliar os danos subletais a uma
espécie comumente produzida e consumida, assim como verificar possiveis alteracdes na agua
em virtude da presenca do antibidtico amoxicilina, foco deste estudo, isso porque tanto a agua
quanto o peixe sao elementos essenciais para manutengao da saide humana e da satide animal.
Somado a isso, entendera interagdo da medicagdo com outros niveis troficos, como a exposi¢ao
de microcrustaceos ¢ fundamental para analise mais robusta e entendimento do efeito dessa
medicagdo no ecossistema.

Por outro lado, as percepc¢des que profissionais e estudantes da satde possuem sobre o
antibidtico amoxicilina é outro ponto chave. Isso porque o antibidtico ¢ amplamente prescrito
para tratamento de doengas humanas e animais além de ser um dos antibidticos mais utilizados
e comercializados no Brasil e no mundo. Diante disso, pesquisas que analisem o conhecimento
desses profissionais que lidam ou que lidardo direta ou indiretamente com medicagdo ¢ de
extrema relevancia, porque a partir desses conhecimentos serd possivel ndo somente
caracterizar o uso, mas também avaliar como esses profissionais percebem a medicagdo como

um poluente ambiental.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar os danos causados pela exposi¢cao ao antibidtico amoxicilina na morfologia de
branquias detilapia-do-Nilo e em exemplares de Daphnia similis, além de se obter dadosacerca
do conhecimento de docentes, corpo técnico-administrativo e estudantes sobre o uso desse

antibidtico nos cursos da area da saide da Universidade Federal de Vigosa.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar se os parametros fisico-quimicos da 4gua assim como 0s compostos
nitrogenados mantiveram a qualidade desejavel para a manutengao da tilapia-do-Nilo;

e Avaliar alteragdes hematoldgicas e a morfometria de branquias de tilapia-do-Nilo a fim
de detectar possiveis danos causados pelo antibidtico amoxicilina;

e Avaliar os danos ao microcrustaceo Daphnia similis apos exposi¢ao a amoxicilina; e

o Interpretar as percepcdes que profissionais e estudantes da area da saude possuem sobre
o antibidtico amoxicilina e a contamina¢ao ambiental por esse produto a partir de um

questionario digital.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho constituiu-se de trés momentos: o primeiro, a analise morfométrica
de branquias de Oreochromis niloticus (tilapias-do-Nilo) que foram expostas ao antibidtico
amoxicilina; o segundo, a exposi¢do de Daphnia similis (pulga d’dgua) a mesma medicagdo
para avaliacdo da sobrevivéncia; e o terceiro, a aplicagdo de um formulario digital a
profissionais e estudantes da area da saude para analise das percepgdes sobre o uso da

medicagao.

4.1 Ensaio com tilapias-do-Nilo

O trabalho constituiu-se da analise histomorfométrica de branquias coletadas a partir de
um projeto de pesquisa apreciado pela Comissdo de Etica com o Uso de Animais (CEUA) da
UFV (protocolo 49/2024). Nesta se¢do, serdo descritos os procedimentos iniciais realizados,
desde o manejo dospeixes apos a chegada, aclimatacao e ambientacdo, a montagem e execugao
do experimento cronico, assim como as analises de agua e analises hematologicas.

A realizagdo do experimento laboratorial foi feita com base nas normas da Associa¢do
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2015) para padronizagdo de testes ecotoxicologicos,
assim como na Resoluc¢ao n°.430 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA,2011)
como referéncia para os parametros de qualidade da 4gua, ¢ nas normas da CEUA/UFV, e
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2024)
para a utilizagdo de animais em pesquisa.

Ao todo, 144 exemplares de Oreochromis niloticus (tilapias-do-Nilo) doados pela
Piscicultura Prata, localizada no municipio de Eugendpolis, Minas Gerais, foram transportados
em ambiente adequado até o Laboratério de Biologia de Peixes (LBP), localizado no
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (DVT/UFV).

Apos chegada, foi realizada triagem inicial para separagao dos lotes experimentais,
seguida de distribuicdo dos animais em 12 aquérios com 12 peixes cada, conforme o desenho
experimental observado na figura 4.

Previamente a chegada dos animais, a preparagdo dos aquarios compds a primeira etapa
para a aclimata¢do do ambiente. Para isso, os aquarios foram limpos e preenchidos com 150
litros de dgua sem cloro, proveniente de reservatorio especifico, utilizado para realizacdo de

experimentos ecotoxicologicos. Também, no interior dos aquarios, foram colocadas bombas de
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oxigenagao submersas, para aeracao, que se mantiveram ligadas 24 h/dia durante todo o tempo

de aclimatacado e realizagdo do experimento

Figura 4 — Desenho experimental da exposicdo de tilapias-do-Nilo as concentracdes do

antibidtico amoxicilina e o grupo controle.

4 Exposicao cronica - 21 dias )

3 repeticoes 3 repeticoes 3 repeticdes 3 repeticdes
12 animais 12 animais 12 animais 12 animais
Controle 3,0 pg/L 6,5 pg/L 10,0 pg/L

Fonte: Presente estudo, 2026.

Outros equipamentos utilizados foram termostatos e termdmetros, respectivamente,
para regulacao (26°C) e mensuracdo da temperatura que também permaneceram ligados 24 h
durante a aclimatagdo, ambientagdo e todo periodo experimental, A partir da aeracdo e
movimentagdo das particulas de dgua pelas bombas de oxigenagdo foi possivel a evaporagao
do cloro, condigao imprescindivel para manutencdo do ambiente adequado para a espécie em
questao.

Apos esse procedimento, os peixes foram alocados dentro dos aquérios mantendo-os no
recipiente inicial que foram transportados, de forma que a dgua desse recipiente pudesse
equilibrar com a temperatura e caracteristicas fisico-quimicas da dgua do aquério. Assim,
periodicamente uma quantidade de 4gua do aquario foi colocada dentro do recipiente inicial,
até que se pudesse liberar os animais dentro do aquario. Realizar essa etapa com cautela,
respeitando a adaptagdo dos animais e mantendo o ambiente adequado a espécie, a partir do
ajuste dos parametros fisico-quimicos da 4gua, proporciona melhor taxa de sobrevivéncia pela
reducdo do estresse (Fujimoto, 2012).

A manutencdo dos aquérios ocorreu diariamente e foi caracterizada pela retirada de
dejetos, como fezes e restos de racdo, por sifonamento. Além disso, anteriormente a
manutengdo dosaquarios a alimentacdo dosexemplares com ragdo comercial com teor proteico

de 32% ad libitum foi realizada durante todas as fases do experimento.
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Entre o periodo de 30 de novembro e 21 de dezembro de 2023 realizou-se a exposi¢ao
cronica dos exemplares de tildpia-do-Nilo ao antibidtico amoxicilina. As concentragdes de
exposicdo foram 3ug/L, 6,5ug/L e 10ug/L além de um grupo controle. As concentragdes
empregadas neste estudo levaram em consideracdo os valores descritos por Aquino et al.
(2013), que detectaram a presenga de farmacos e desreguladores enddcrinos em aguas
brasileiras, de forma a classificar o risco a saude humana. Este estudo analisou a ocorréncia
destes compostos em 4agua bruta e em agua potdvel, valores de referéncia para a satde e os
riscos de exposi¢do pela ingestao de dgua pela populacao.

A amoxicilina, farmaco escolhido para o estudo em questao, foi preparada previamente
a exposicao, e esta etapa consistiu na diluicdo do medicamento em agua, a partir da abertura da
capsula, cujo contetdo foi colocado em béquer de um litro e dilui¢do em 4dgua destilada durante
o periodo de uma hora, com auxilio de agitador magnético. Ao final, a solugdo estoque era 500
mg/L e, a partir dessa, quantidades proporcionais as concentragdes estudadas eram retiradas do
recipiente com ajuda de seringas graduadas de 1 e 3 mL, para posteriormente ser adicionada
aos aquarios. A cada manutengdo, o volume de 4gua com a medicacdo retirado dos aquarios
para limpeza dos mesmos, era reposto conforme cada grupo experimental.

Ao final dos 21 dias, ocorreu a coleta de sangue seguida de anestesia e eutanasia dos
animais em solu¢ao de Eugenol (1:10.000), coleta de dados biométricos como peso € medidas
de comprimentos total e padrio, além da coleta de amostras branquias para analises

histomorfométricas (Figura 5).

4.1.1 Analises de agua

As andlises de agua para avaliagdo da qualidade, foram feitas desde a chegada dos
animais a fase experimental, de maneira que se fizesse a mensuragdo de parametros no periodo
pré-exposicdo (aclimatagdo e ambientagdo) e no periodo de exposi¢ao (21 dias). Esses
parametros representam caracteristicas fisico-quimicas da agua, como pH, temperatura e
oxigénio dissolvido, com auxilio de medidor multiparametro marca Sanxin, modelo SX751.

A avaliagdo doscompostos nitrogenados ocorreu por meio de espectrofotometria de luz.
A espectrofotofometria foi realizada em aparelho Biochrom Libra S22 e as coletas ocorreram
no primeiro € ultimo dia do experimento para mensura¢do do nitrato NO3, e a cada trés dias
para mensuragdo de amoénia e nitrito. Para isso, foram seguidas metologias aplicadas no
Laboratorio de Biologia de Peixes conforme Procedimento Operacional Padrdo (POP) para

determina¢do da concentracdo desses compostos e recomendacgdes da literatura para essas
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analises (Bendschneider; Robinson, 1952; UNESCO, 1983; Monteiro et al., 2003). A coleta de
amostras de agua para analise de nitrato ocorreu no primeiro e no ultimo dia do experimento e
as coletas para avaliagdo da amoénia e nitrito, em seis dias distintos durante o tempo

experimental.

Figura 5 — Esquema representativo das etapas de coleta e processamento histologico das

branquias.

-

L J

1) Exemplares de tildpia-do-Nilo utilizados na exposicdo ao antibiético amoxicilina. Ao finaldos 21 dias, quatro
exemplares de cada aquario foram coletados e eutanasiados em solu¢do com Eugenol (2); 3) Mensuragdo de
comprimento total e comprimento- padrao; 4) Disseca¢do para retirada das brinquias (apontadas pela seta
vermelha); 5) Material ap6s coleta em recipiente apropriado com solugdo de paraformaldeido a 4% em tampao
fosfato; e 6) Emblocamento em historesina. Fonte: Presente estudo, 2026. Imagem de tildpia-do-Nilo com
branquia exposta, Panorama Aquicultura - https://panoramadaaquicultura.com.br/tag/branquia/.

4.1.2 Analises hematolégicas

O sangue de quatro exemplares de tildpia-do-Nilo de cada aquario foi coletado
previamente a eutanasia dos animais, totalizando 48 peixes, perfazendo 12 animais por grupo
experimental. A metodologia utilizada foi a pun¢do veno-caudal com seringas de 3 mL
acopladas a agulhas hipodérmicas 25x7, ambas descartaveis, € embebidas com heparina para
evitar hemdlise.

Ap0s coleta do sangue, uma aliquota de 10 pL foi depositada em Eppendorf com 2 mL
de solugdo formol-citrato-azul de toluidina, seguindo a diluigdo 1:200, para contagem de
hemacias e leucocitos em camara de Neubauer, seguindo metodologia proposta por Oliveira -

Junior et al. (2009). A figura 6 representa as etapas da metodologia.


https://panoramadaaquicultura.com.br/tag/branquia/
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Figura 6 — Esquema representativo das etapas de coleta de sangue e processamento para

analises sanguineas.

Coleta de sangue

)
|
|
|
|

1) Coleta veno-caudalem exemplarde tildpia-do-Nilo; 2) Fra¢do do sangue depositadaem Eppendorfcom formol-
citrato-azul de toluidina para contagem celular em camara de Neubauer, representado por 4; 3) Fracdo utilizada
para montagem de esfregaco sanguineo e determina¢do do hematdcrito utilizando tubo microhematdcrito,
representado por 5. Fonte: Presente estudo, 2026.

Apos essa etapa, fez-se a contagem dos eritrocitos e leucdcitos em camara de Neubauer
seguindo metodologias de Ranzani-Paiva et al, (2013), que descrevem a contagem de
leucocitos nos quadrantes laterais e de eritrocitos nos quadrantes centrais (5 quadrados apenas)
da referida camara. A outra fragdo do sangue foi utilizada para determinagdo do hematdcrito
(Goldenfarb et al., 1971) e esfregaco sanguineo para avaliagdo morfoldgica, caracterizagdo e
contagem das células sanguineas.

A partir do método cianometahemoglobina foi possivel avaliar a concentracdo de
hemoglobina. Esse método consiste na conversdo de compostos de hemoglobina em
cianometahemoglobina, sob acdo de ferrocianeto de potdssio e cianeto de potassio (Collier,
1944). Para isso, uma aliquota de 10 pL. da amostra de sangue foidiluidaem 2,5 mL de solucdo
Drabkin (kit comercial Bioclin®). Apo6s 30 minutos, a leitura das amostras foi feita em
espectofotdmetro Biochrom Libra S22 a 540 nm (nanometros). Para comparagdo dosresultados
com valor de referéncia, utilizou-se solugdo comercial com 11,3 mg/dL de hemoglobina
(Bioclin®). Ao final, os resultados encontrados foram corrigidos e ajustados conforme curva-

padrao (Ranzani-Paiva et al., 2013).



4.1.3 Indices hematimétricos

Os indices avaliados com o sangue coletado foram Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM), calculados a partir dos valores encontrados anteriormente para contagem de

eritrocitos e quantificagdo da hemoglobina e hematocrito, seguindo metodologia de Ranzani-

Paiva et al. (2013). As formulas para os calculos podem ser observadas na figura 7.

Figura 7 — Formulas utilizadas para célculo dos indices hematimétricos.

e
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VCM = Hematécrito x 10 =fL
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HCM = Taxa de hemoglobina x 10 = pg

Numero de eritrécitos
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Fonte: Adaptado de Ranzani-Paiva ef al. (2013).

4.1.4 Histomorfometria de branquias

4.1.4.1 Processamento do material histologico

A eutanasia dos animais foi realizada conforme diretrizes estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)(Brasil, 2023), como também por
orientagdes do Guia Brasileiro de Boas Praticas para Eutanésia de Animais (CFMV, 2013).

Apos eutandsia dos animais, realizou-se a coleta do segundo arco branquial do antimero
esquerdo, como padronizagdo de coleta das amostras. Os fragmentos foram devidamente
fixados em solucdo de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato. Apos fixagdo do material, o

processamento das amostras foi feito com base nos protocolos de rotina do LBP, como descrito

nos topicos a seguir:

1. Lavagem do material em alcool 70% por duas vezes;

2. Apos lavagem, o material foi mantido em élcool 90% por 4 horas;
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3. Em seguida, os fragmentos foram transferidos para solugao resina:alcool, proporg¢ao 1:1
onde permaneceram por 24h;

4. Finalizadas as 24h, os fragmentos foram imersos em resina pura para infiltracdo por
48h;

5. Apos esse passo, fez-se o inicio do processo de emblocamento, em que os fragmentos
foram colocados em moldes com pocinhos contendoresina e endurecedor Leica (10 mL
de resina para 1,1 mL de endurecedor);

6. Os moldes foram entdo colocados em estufa a 60°C por 24h para polimerizacao;

7. Apos completa polimerizagdo, o material foi retirado dos moldes e colado com cola
epoxi Araldite em blocos de madeira de 2 cm x 2 c¢m, identificados com o nimero do
aquario, o namero do peixe que foi coletado e a concentracdo do aquario (A1-1 C3, por
exemplo);

8. ApoOs secagem dacola, antes dos cortes histoldgicos, os blocos permaneceram em estufa
a 60°C por 4h, para endurecimento da resina, a fim de evitar a quebra do bloco ou
obtencdo de cortes que impossibilitassem a leitura posteriormente;

9. Os cortes foram realizados na espessura de4 um e, a cada quatro cortes, o quinto corte
era utilizado para montagem da lamina. Os cortes foram obtidos em microtomo LEICA
2055 Multicult® utilizando-se navalha de vidro;

10. Os cortes sdo transferidos para laminas de vidro e duas laminas foram produzidas para
cada exemplar de tilapia;

11. A coloragdo das laminas foi feita com Azul de Toluidina e a montagem daslaminas com
laminulas e Entellan®;

12. Por fim, ap6s o processamento, foram obtidas imagens digitais com camera acoplada ao
microscopio Optcam 0400S para analises histomorfométricas por meio do programa

Imagel.

4.1.4.2 Analises histomorfométricas.

A avaliacdo histomorfométrica desse orgao foi realizada a partir dos biomarcadores
comprimento de lamelas primarias e comprimento de lamelas secundérias.

Para isso, foram selecionados aleatoriamente seis animais de cada grupo experimental
e grupo controle, e os tecidos, fotogratados com objetivas de 4X e 40X com fotomicroscopio
Optcam 0400S. O aumento de 4X foi utilizado para mensuracdo do comprimento das lamelas
primarias, ¢ o aumento de 40X, para mensuracdo do comprimento das lamelas secundarias

(Figura 8).
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No total, foram medidos os comprimentos de cinco lamelas primarias em cada animal,
e apds, um par de lamelas secundarias nos tergos basal, médio e apical, com apoio do programa

Imagel. Os dados foram tabulados para posteriores analises estatisticas.

Figura 8 — Fotomicrografias de branquias de Oreochromis niloticus expostas as concentragdes

do antibiotico amoxicilina demonstrando a mensurac¢ao das estruturas avaliadas.

A) Aumento de 4x para mensura¢do dos comprimentos de lamelas primarias, indicada pela linha vermelha; B)
Aumento de 4x para visualiza¢do dos ter¢os basal (B), médio (M) e apical (A) daslamelas primarias, indicada
pelos circulos em vermelho; e C) Aumento de 40x para mensura¢do dos comprimentos de lamelas secundarias,
indicada pelas linhas vermelhas. Barras: 1000 pm (A e B) e 100 pm (C). Fonte: Presente estudo, 2026.

4.1.5 Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada para comparar a variavel resposta entre quatro grupos
definidos por concentragdes de exposicdo (ao antibidtico amoxicilina) e grupo controle.
Primeiro, foi verificado se os dados de cada grupo seguiam uma distribuicdo normal pelo teste
de Shapiro-Wilk. Como parte dos resultados apresentou normalidade ndo atendida, optou-se
por um método de comparagdo entre grupos mais tolerante a diferencas de variabilidade entre

eles.
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Considerando que os grupos poderiam ter variancias diferentes (e também tamanhos de
amostra distintos), foi aplicada a ANOVA de Welch, que permite comparar as médias dos grupos
sem exigir que todos tenham a mesma variancia. Assim, testou-se se havia diferenga nas médias
da variavel resposta entre os grupos(p < 0,05).

Quando a ANOVA apontou diferenga global significativa, foi feito um teste post hoc
para identificar quais grupos diferiam entre si. Para isso, utilizou-se o teste de Games-Howell,
adequado quando as varidncias ndo sdo iguais. Por fim, os resultados foram apresentados por
grupo como média + desvio-padrdao, acompanhados dos valores de p e, quando pertinente, das

diferengas estimadas entre grupos (<0,05).

4.2 Ensaio com dafnias

A pesquisa foi realizada conforme Norma Técnica 12713 da Associagdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) para ensaios de toxicidade aguda com Daphnia spp. (Crustacea,
Cladocera) (ABNT, 2022).

O estudo ocorreu no Laboratorio de Engenharia Sanitdria e Ambiental (LESA) da
Universidade Federal de Vicosa.

A pesquisa consistiu na exposi¢ao aguda de exemplares de Daphnia similis, pulgas
d’agua, a diferentes concentragdes do antibidtico amoxicilina durante 48 horas para avaliacao
de imobilidade dos organismos e avaliagdo das concentragdes de efeito que causem alteragoes
em porcentagens dos organismos expostos empregando-se o sofiware CETIS (Comprehensive
Environmental Toxicity Information System) para analise dos dados.

Previamente aos ensaios ecotoxicologicos, a limpeza dos materiais utilizados para a
montagem dos ensaios, como béqueres, baldes volumétricos, ponteiras e pipetas de Pasteur, foi
realizada seguindo uma ordem de lavagem em solug@o de acido cloridrico a 10%, dgua corrente
e agua destilada, ambas etapas sucessivas vezes, a fim de remover possiveis contaminantes do
material a ser utilizado. No total, foram realizados 4 testes de ecotoxicidade e uma carta
controle, durante os meses de maio, junho e julho de 2025. Para isso, as etapas subsequentes

estdo descritas a seguir:

4.2.1 Daphnia similis e condi¢cdes laboratoriais

Os testesde toxicidade aguda com Daphinia similis sdo estruturados conforme trés eixos

principais: os organismos, as condigdes laboratoriais especificas e a substancia a ser estudada.
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No que diz respeito aos organismos, o tempo de vida € de extrema relevancia para sucesso
experimental, uma vez que para realizacdo dos testes ecotoxicoldgicos ¢ necessario que 0s
microcrustaceos tenham o tempo de vida entre 6 a 24 horas, chamados de neonatos. A geragao
dos neonatos ocorre a partir da partenogénese de linhagens parentais, as matrizes, que devem
conter idade entre 7 e 28 dias. As populagdes sao cultivadas em condigdes laboratoriais
especificas, como meio de cultivo, temperatura, luz e alimentacdo adequados.

As déafnias sdo organismos encontrados em corpos d’dgua e, para o cultivo em
laboratorio, € necessario a coleta destes organismos do ambiente. Essa etapa foi realizada pela
equipe do LESA, que mantém um plantel de organismos para estudos ambientais. Para isso, ¢
necessario um meio de cultivo, chamado agua de cultivo, a qual € frequentemente coletada pela
mesma equipe em fontes de dgua superficiais do municipio de Vigosa/MG, para manutencao
dos organismos e, apos esse procedimento, parametros fisico-quimicos sao ajustados conforme
as condi¢des necessarias & manutencao dos organismos, como dureza total e pH, seguindo a
Normativa ABNT NBR 12713 (ABNT, 2022).

Os organismos sdao mantidos em béqueres de 1000 a 2000 mL, com luminosidade difusa,
fotoperiodo de 12 a 16 horas-luz, e temperatura entre 20+2 °C. O manuseio € feito com o uso
de uma pipeta de Pasteur com didmetro adequado ao tamanho desses organismos, haja vista
que em um mesmo recipiente hd organismos adultos e neonatos. A manuteng¢ao e troca do meio
de cultivo ocorrem trés vezes a cada semana e, junto a isso, ha a retirada de neonatos para
manuteng¢do das linhagens parentais, além da observagdo da presenca de efipios.

A presenca de efipios inviabiliza o uso das linhagens parentais e ha necessidade de
substituicdo das matrizes de origem bem como os descendentes ndo devem ser utilizados para
testes ecotoxicologicos. Nesse sentido, a cada 28 dias as linhagens parentais sdo substituidas
por novos organismos € uma nova cultura ¢ originada. Além da troca do meio, a alimentagdo ¢
realizada a partir de algas verdes unicelulares da espécie Raphidocelis subcapitata, que sao
fornecidas por suspensao seguindo o padrdo de 1 a 5 x 10°células/organismo, mas também pode
ocorrer a partir de ragdo comercial para peixes. A quantidade de alimento fornecida ocorre
conforme a quantidade de organismos presentes no meio; excessos podem ocasionar a morte e

o desenvolvimento de efipios.

4.2.2 Descarte dos organismos e das solucoes-teste

O descarte de qualquer organismo ndo deve ser feito diretamente no meio ambiente.

Para descarte, o meio de cultivo em que os organismos estdo presentes deve ser filtrado
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previamente ao descarte e, apds, o filtro deve ser lavado com solugdo de élcool etilico a 92,8°
INPM para morte dos organismos ali presentes.

O descarte das solugdes-teste contendo o antibiotico amoxicilina foirealizado conforme
o descarte de substancias quimicas realizado pelo LBP/DVT seguindo recomendagdes
estabelecidas pela UFV. Para isso, foi preenchida ficha para descricdo da substancia a ser
descartada e o descarte da substancia ocorreu em ambiente apropriado, em galdes de dois e

cinco litros de plastico com tampa.

4.2.3 Ensaio com substincia de referéncia

O ensaio com substancia de referéncia cloreto de s6dio (NaCl) foi utilizado para
avaliagdo dasensibilidade dosorganismos e para comparacao com a sensibilidade dasubstancia
de interesse (ABNT, 2022). Seguindo as instru¢des daNorma Técnica 12713 daABNT (2022),
realizou-se a exposicao aguda de 120 exemplares de Daphnia similis a concentragdes em g/L
(grama por litro) de NaCl, como substancia de referéncia.

O ensaio de referéncia ¢ organizado semelhantemente ao ensaio definitivo e houve a
organizacdo dos organismos em um grupo controle e cinco grupos experimentais, com
concentracdes exponenciais de fator de multiplicagdo igual a dois. Os materiais utilizados sdo
béqueres de 50 mL, pipetas de Pasteur e incubadora para manutencdo dos parametros
estabelecidos pela normativa supracitada, como temperatura e luminosidade. Em cada béquer
foram distribuidos cinco organismos e cadaconcentracao e o grupo controle foram constituidos
por quadruplicata, como observado na figura 9.

O tempo de exposicao a substancia de referéncia equivale a 48 £1 h, e ap6s foi realizada

a contagem dos organismos moveis para analise de CEso e FT, a partir do software CETIS.

4.2.4 Teste agudo de exposicao ao antibiotico amoxicilina

Apos realizado o teste com a substancia de referéncia, o teste definitivo foi organizado
de maneira semelhante (Figura 9). As concentracdes escolhidas para conducdo dos ensaios
seguiram referéncias descritas por Aquino et al. (2013), Lee et al., (2021) e Yisa et al. (2023).

No total, foram utilizados 120 organismos que foram distribuidos em quadruplicatas das
concentragdes de estudo e um grupo controle, totalizando 24 béqueres de 50 mL contendo cada

cinco organismos. Apos definidas as concentragdes a serem testadas, uma série de solucdes-
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teste foi organizada mantendo o fator de diluicdo entre 1,2 e 2, seguindo a normativa

estabelecida para ensaios com Daphnia similis (ABNT, 2022).

Figura 9 — Desenho experimental para testes agudos de toxicidade com Daphnia similis.

C3 C4 C5

-~

Co C1 c2

\ J

Cinco grupos com diferentes concentragdes (C1 a C5) e um grupo controle (C0), representados por diferentes
cores. Em cada béquer, observam-se cinco organismos, que representam as dafnias. Para cada grupo ha quatro
béqueres, representados da mesma cor equivalente aos baldes volumétricos. Fonte: Presente estudo, 2026.

Para o ensaio definitivo, sao necessarias cinco solugdes-teste € o controle. O controle ¢
organizado seguindo as mesmas condigdes das concentragdes testadas; no entanto, 0 meio
utilizado ¢ a dgua de diluicdo. Além disso, pH e oxigénio dissolvido devem ser avaliados no
inicio e final de cada teste. As solugdes-teste foram preparadas a partir de uma solugdo estoque
inicial, e para os ensaios de toxicidade do presente estudo, cépsulas de amoxicilina foram
diluidas em agua destilada em baldes volumétricos. A concentracdo dessa solucdo-estoque
variou conforme cada teste, visto a necessidade de aumento gradativo da quantidade de
amoxicilina, evidente para definicdo das solugdes-teste.

Na sequéncia, os organismos-teste foram transferidos com auxilio de pipeta de Pasteur,
e colocados nos béqueres da menor para a maior concentragdo. Ao final, os béqueres foram
tampados e colocados em incubadora a 2042 °C durante 48+1 h, com fotoperiodode 12 a 16 h
de luz difusa, sem alimentagdo. Apo6s o tempo de exposicdo, foi realizada a contagem dos
organismos que sobreviveram e tabulagdo dos dados para analise posterior. A partir desses
dados, ¢ possivel estabelecer a concentracao de exposicdo em que ha letalidade de 50% dos

organismos e o fator de toxicidade (FT) da substancia de estudo em questao.
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4.2.5 Analises estatisticas

Os dados referentes a contagem de organismos sobreviventes foram analisados pelo
sofiware CETIS, tanto para o teste com a substancia de referéncia, para defini¢do de uma carta-

controle, quanto para os testes de toxicidade, para determinagdo da CEso.

4.3 Questionario digital

A tltima etapa da pesquisa foi apreciada pelo Comité de Etica de Pesquisa com Seres
Humanos (CEP) da Universidade Federal de Vigosa, parecer 7.700.970, e consistiu na
elaboragdo, aplicagdo e andlise de um questionario digital aplicado a docentes, corpo técnico-
administrativo, alunos de mestrado, doutorado e residéncia, pos-doutorandos, e alunos de
graduacdo com idade superior a 18 anos dos Departamentos de Veterinaria, Medicina e
Enfermagem, e Nutricdio e Saude. Ao todo, 1500 individuos foram contabilizados para

participacdo da pesquisa, a qual foi realizada em ambiente virtual.

4.3.1 Construcio do questionario

4.3.1.1 Descrigdo do publico

A partir da pergunta principal “Quais sdo os conhecimentos que docentes, corpo
técnico-administrativo e estudantes dos cursos da area da saude da UFV possuem sobre do
antibidtico amoxicilina?”, foi elaborado um questionéario pela ferramenta Google Forms
intitulado “Avaliagdo do uso do antibidtico amoxicilina nos cursos da area da satde da
Universidade Federal de Vigosa™.

O estudo ¢ caracterizado como quali-quantitativo e possibilitou a observacdo de
similaridades e diferengas entre as respostas dos participantes para que, ao final, fosse possivel
responder a pergunta da pesquisa.

O formulario andénimo coletou apenas o e-mail para posterior envio dos resultados da
pesquisa. Os dados foram tratados com privacidade e sob nenhuma hipotese os participantes

foram identificados.
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4.3.1.2 Perguntas do questiondrio

A elaboragdo das perguntas ocorreu em parceira com a Liga Académica de Anatomia
Veterinaria (LAANATO), coordenada pelo professor Laércio dos Anjos Benjamin. A
LAANATO faz parte do Departamento de Veterinaria da UFV e ¢ constituida por estudantes
de graduacdo e uma estudante de pos-graduacao. Diante disso, as perguntas foram organizadas

em cinco eixos:

Eixo 1: Descri¢ao do publico

As perguntas consistiram na identificagdo do publico como vinculo institucional
(estudante de graduagdo, estudante de pds-graduacao, docente, servidor técnico-administrativo,
residente ou outro tipo de vinculo), assim como informagdes sobre o periodo do curso no qual
o estudante se encontra, para os pds-graduandos se estdo no mestrado ou doutorado, € para os
servidores técnico-administrativos qual a drea de atuag@o. Por fim, com qual departamento da
instituicdo os participantes tém vinculo (Departamentos de Veterinaria, Medicina e

Enfermagem ou Nutri¢do e Saude).

Eixo 2: Uso da amoxicilina e outros antibioticos

As perguntas que compdem esse eixo foram construidas para avaliar o uso do antibidtico
amoxicilina para o tratamento de doencas que afetassem a satide dos participantes, assim como
a frequéncia com a qual a medicagao foi utilizada para isso. Além dessa informagao, buscou-se
compreender quais outras medicagdes foram usadas pelos participantes. Ademais, outro aspecto
avaliado foi a frequéncia de prescricdo da amoxicilina e de outros antibioticos e, para isso, a
escala numérica foi escolhida para analisar as respostas. Os participantes que nao prescrevem
poderiam selecionar a opgao “Nao se aplica”.

Outro aspecto avaliado nesse eixo foi o uso indiscriminado da medicacdo. A partir de
uma pergunta norteadora, foi possivel abordar sobre a existéncia ou nao de preocupacao quanto
ao uso indiscriminado de antibi6ticos. Essa pergunta foi direcionada a todos os participantes da
pesquisa e se relacionou com as possiveis atividades realizas pelo publico alvo, como
participacdo em disciplinas, estagios, projetos de extensdo e de iniciagdo cientifica para os
estudantes, o ambiente dasala de aula e laboratdrios para os docentes e 0 ambiente de trabalho
para o corpo técnico-administrativo. Além disso, como o uso indiscriminado € abordado nesses

ambientes foi outro questionamento realizado.
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Eixo 3: Antibioticos como poluentes emergentes

Os antibidticos sdo exemplos de poluentes do ambiente aquatico e, dessa maneira,
enquadram-se como poluentes emergentes. Diante disso, no eixo trés, questoes relacionadas
aos efeitos dapresenca de antibidticos no ambiente aquatico, assim como a introdugao do termo
“Contaminante emergente” compuseram as perguntas iniciais desse eixo. As maneiras pelas
quais um antibidtico pode chegar no ambiente aquatico foi outra pergunta que possibilitava ao
participante a marcacao de varias respostas. Da mesma maneira, quais seriam as consequéncias

da presenca dos antibidticos nesse ambiente € quais 0s possiveis riscos para a saude humana.

Eixo 4: Uso indiscriminado de antibioticos

A heterogeneidade dos participantes possibilitou a compreensdo de percepgdes de
profissionais que atuam e de futuros profissionais que atuardo na area da satide. A formacao de
estudantes e a atuagdo de profissionais possibilitam visdes diferentes acerca do uso
indiscriminado de antibidticos. Dessa forma, perguntas que induzissem uma reflexao acerca do
uso indiscriminado constituiram esse eixo, bem como quais os cuidados para evitar a resisténcia
microbiana aos antibidticos € como a prescricdo indiscriminada contribui com a presenca de
antibidticos no ambiente aquatico. A existéncia e o conhecimento acerca de protocolos e

regulamentagdes que padronizem o uso também estiveram entre as perguntas do questionario.

Eixo 5: Regulamentacio e conscientizacao sobre o uso de antibidticos

Perguntas que incentivaram os participantes a demonstrarem a sua opinido sobre o tema
constituiram esse eixo. Nele, o publico foi questionado sobre a existéncia de conscientizagao
da populacdo sobre a presenca de contaminantes emergentes na agua, e caso fosse existente,
como essa conscientizagdo era realizada. Ainda, como a area de atuacdo ou futura area de
atuacdo podera contribuir para minimizar os impactos ambientais dos antibidticos.

Ao final do questionario foi perguntado aos participantes quais sugestoes eles fariam
para pesquisas futuras sobre o impacto ambiental dos antibidticos em organismos aquaticos. O
questionario pode ser observado no Anexo A. O acesso ao formulario foi realizado por

intermédio do QrCode, observado na figura 10.
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Figura 10 — Convite para participacao da pesquisa a partir do QrCode.
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Fonte: Presente estudo, 2025.

4.3.2 Divulgacio e parcerias

A divulgacdo e o convite para a pesquisa ocorreram a partir de parcerias com o0s
Departamentos de Veterinaria, Medicina e Enfermagem, e Nutri¢do e Saude, que por meio das
chefias e secretarias, a pesquisa foi enviada aos docentes, corpo técnico-administrativo e
estudantes por e-mail institucional. O envio do e-mail foi realizado com lista oculta, para
assegurar a privacidade dos participantes. Exemplo de convite enviado as chefias e as

secretarias pode ser observado na figura 11.

Figura 11 — Corpo de e-mail enviado as chefias e as secretarias dos Departamentos

participantes da pesquisa.
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Tudo bem?

Vimos convidd-lo(a) a participar da pesquisa intitulada “Avaliagdo do uso do antibitico amoxicilina nos cursos da area da saude da Universidade Federal de Vigosa', realizada pela mestranda em Agroecologia Mariana Santos
L mariana br) fessor Labrcio dos Anjos Benjamin.

A pesquisa tem por objetivo avaliar e entender as percepcdes que docentes, corpo técnico-administativo, alunos de mestrado, doutorado e residéncia, pos-doutorandos, e alunos de graduacao com idade superior a 18 anos dos
D de Veterinaria, & Nutrigho e Satide, possuem sobre a amoxiciiina, visto a importancia dessa medicacdo no tratamento de doengas em humanos e animais, além de ser um dos antibidticos
mais utilizados e comercializados o Brasi e no mundo.

Para participar, Vocé poderd acessar este link {nitos://forms. 0le/SPHA1K2Ig85YiAR4E) ou 0 QR Code no arquivo .pdf em anexo que o(a) direcionard ao questiondrio da presente pesquisa. A sua participacdo & annima e voluntria
que serd formalizada Termo de i LE) e declaracio ancia em participar da presente pesquisa, 0s quals constam no iink acima

Os dados serd por ilustrada a ser divulgada e distibuida gratuitamente!

Apesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, com ndmero do parecer 7.700.970.

Em caso de dividas sobre a pesquisa, entre em contato pelos e-mails mariana quaresma@ufy br ou [aercio@ufy br

Agradecemos a sua participado e ficamos 3 disposiciol
Atenciosamente,

Mariana Santos Leite Quaresma - Discente do Programa de Pés-graduagio em Agroacologia/lUFV
Laéreio dos Anjos Benjamin — Docente do Departamento de Veterinaria/UFV.

(& Responder ) (o Encaminhar )

Fonte: Presente estudo, 2025.

Ademais, o convite também foi realizado de maneira presencial. A partir dacolaboragao
de professores dos departamentos envolvidos, a presente autora desta dissertacdo teve a

oportunidade de conversar pessoalmente com estudantes da graduagao, pos-graduagdo e ter
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contato direto com docentes e servidores técnico-administrativos. Esses momentos serviram
para estabelecer conexdes, demonstrar a importdncia da participagdo e colaboracdo dos
convidados com a pesquisa, bem como a relevancia que o estudo tem. Além disso, cartazes

foram fixados nos Departamentos com QrCode disponivel para acesso pelos participantes.

4.3.3 Analises das respostas

Os dados foram analisados a semelhan¢a da andlise de conteudo proposta por Bardin
em 1977 (Santos, 2012), que consiste na divisdo em categorias de andlise: 1. Descricdo do
publico; 2. Uso da amoxicilina e outros antibioticos; 3. Antibidticos como poluentes
emergentes; 4. Uso indiscriminado de antibidticos; e 5. Regulamentacdo e conscientizagiao
sobre o uso de antibidticos. Além disso, as sugestdes para novas pesquisas foram analisadas
para compreensdo dos questionamentos do publico participante, fontes para novos estudos.
Essas categorias surgiram a partir da pergunta inicial da pesquisa somadas as contribuigdes da
LAANATO. Diante disso, explorar recortes de cada tema-objeto, de maneira a costura-los
como uma colcha de retalhos, a semelhanga do trabalho desenvolvido por Mendes e Miskulin
(2017), proporcionou a analise dos dados, e assim, o diagnostico do uso da amoxicilina nos

cursos da area da saude da UFV.

4.3.4 Aspectos éticos

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), elaborado conforme
orienta¢do daPlataforma Brasil foi a primeira parte presente no formulério digital. O convidado
pode decidir em participar ou nao da pesquisa, € assim, assinalou a declaragdo de participagao.
No TCLE continha também o passo a passo para salvar uma copia deste documento, assim
como para encerramento da pesquisa. O termo esta apresentado no Anexo A.

Os dados coletados foram armazenados em dispositivo do pesquisador responsavel e
foram tratados seguindo os padrdes de sigilo e confiabilidade, de forma a atender a Resolugado
466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Brasil (Brasil, 2012), e as informagdes coletadas
foram utilizadas somente para fins académicos e cientificos. Ademais, foi exposto ao
participante que a qualquer momento ele poderia deixar de participar da pesquisa, sem a
ocorréncia de danos ou diferenca de tratamento pelos pesquisadores, assim como os
pesquisadores responsaveis estariam disponiveis para sanarem duvidas por meio dos contatos

descritos no TCLE.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio com tilapia-do-Nilo

5.1.1 Analises de agua

5.1.1.1 Pardmetros fisicos-quimicos

Os parametros fisicos da agua foram mensurados durante os 21 dias do experimento
para manutencao do ambiente favoravel a sobrevivéncia da tilapia-do-Nilo. Para isso, a
Resolugao N° 430/2011 do CONAMA foi considerada como referencial para as analises dos
valores encontrados em cada aquario, assim como os trabalhos realizados por Boyd e Tucker,
(1998), Kubitza (2011) que definiram esses parametros para producao de peixes.

A temperatura (T°C), o oxigénio dissolvido (OD - mg/L) e o potencial hidrogeniénico
(pH) foram os parametros avaliados. A temperatura média dos aquarios do grupo controle, bem
como os aquarios de concentracao 3ug/L e 6,5ug/L de amoxicilina, foi mantidaem 27°C. Nos
aquarios deconcentracao 10ug/L atemperatura média foide 26,7°C. O valor médio encontrado
para oxigénio dissolvido variou de 5,50 a 5,87 mg/L entre os grupos, € o pH variou de 6,19 a

6,37 (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros da qualidade de adgua durante o periodo experimental nos grupos de

tilapias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo controle.

Parametros Controle 3,0 pg/L 6,5 pg/L 10,0 pg/L F p Referéncia
de qualidade

T (°C) 27,20+0,365a  27,0+0,367a  27,0+0,45lac  26,7+0,375bc 8,69 0,0001096 27-32°C**

26-28°C***

OD (mg/L) 5,7340,504 cd  5,60+0,334c  5,87+0,398ac  5,50+0,358bd 3,61 0,01998 >6,0mg/L*

d 5-6mg/L***

pH 6,19+0,159b  6,37+0,147a  6,13+0,126b 6,21+0,176b 11,61 0,000008487 6,0-9,0*
6,00-8,50**

Valores médios e desvios-padrao nas diferentes concentragdes de amoxicilinaeno grupo controle, de acordo com
os testes Welch ANOVA e Games-Howell (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas
estatisticas. T —temperatura; OD — oxigénio dissolvido; e pH— potencial hidrogeniénico. *Resolugdo n°357/2005
CONAMA e ** Kubitza (2011); e *** Boyd e Tucker, (1998).
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Valores esperados para oxigénio dissolvido segundo o CONAMA nao devem ser
inferiores a 6mg/L e o pH deve permanecer entre 6,0 ¢ 9,0 (CONAMA,2011), mas valores para
criagdo de peixes consideram o intervalo de 5 a 6 mg/L para OD (Boyd e Tucker, 1998) e pH
entre 6,00 e 8,50 (Kubitza, 2011). A temperatura é variavel e depende daespécie escolhida para
o estudo e o estadio de desenvolvimento (Moro et al., 2013a). Kubitza (2011) demonstrou que
a faixa de conforto térmico ideal para a tilapia esta entre 27 e 32°C.

As diferengas estatisticas encontradas para as medidas de temperatura ocorreram entre
o grupo controle e grupo 3,0png/L com o grupo de concentragdo 10ug/L. Para o parametro de
oxigénio dissolvido, as diferencas estdo presentes apenas entre o grupo de 6,5ug/L e 10ug/L.
Por fim, os valores de pH apresentaram diferencas entre o grupo de concentragao 3,0ug/L com
os grupos controle, 6,5ug/L e 10pg/L.

A temperatura € o parametro fundamental para manutencdo da alimentacdo e, assim, o
crescimento dos peixes. Valores acima ou abaixo da faixa de temperatura adequada inibem o
apetite e o crescimento, favorecem o desenvolvimento de doencas, assim como influenciam em
outros parametros de qualidade da 4gua, desenvolvimento de microrganismos e toxicidade de
contaminantes (Moro et al., 2013b).

Ademais, a quantidade de oxigénio disponivel para respiragdo € outro fator relevante
para manuten¢do da qualidade da 4agua. Nesse sentido, fatores como a presenga de matéria
organica e nutrientes, quantidade de s6lidos em suspensao, turbidez, grau de eutrofiza¢do do
ambiente, taxa de reposicao da agua, consumo de oxigénio durante a noite, e variagdo da
quantidade de oxigénio entre dia e noite, estdo entre as causas de variagdo do OD (Queiroz e
Boeira, 2016). Valores abaixo do esperado dificultam a alimentagdo e crescimento dos peixes
(Moro et al., 2013Db).

O pH mede a concentragdo de ions H* e OH™ presentes na agua que definirdo um
ambiente dacido, neutro ou alcalino. Desse modo, o funcionamento das branquias e,
consequentemente, o equilibrio osmotico e a respiragao sao afetados quando ocorrem alteragoes
no pH da dgua. Isso influenciara no crescimento e no desenvolvimento dos peixes, assim como
influenciam no equilibrio dos compostos nitrogenados (Kubitza, 2003; Ishikawa et al., 2020).
Além disso, sinais clinicos como o excesso de muco podem ser observados nos peixes quando
ha o desequilibrio nos valores de pH, sendo essa caracteristica um ponto de observacao

importante para analise do bem-estar (Ishikawa et al., 2020).
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A entrada de fertilizantes agricolas, poluentes domésticos, industriais e esgotos no
interior de viveiros podem causar aumento repentino da densidade de fitoplancton,
redu¢do da concentracao de oxigénio dissolvido, reducao do pH, estresse aos peixes
e aumento da incidéncia de parasitos e ocorréncia de doencas (Ishikawa et al., 2020).

Diante desses resultados, as variagcdes encontradas nos parametros fisicos de qualidade
da 4gua entre os grupos experimentais € o grupo controle foram mantidas dentro dos padroes
de referéncia. A limpeza diaria dos aquérios, o uso de equipamentos como termostato,
termdmetro e bombas de oxigenagdo, assim como o monitoramento diario possibilitaram a
manutengdo de um ambiente favoravel a espécie, haja vista que ndo houve mortalidade entre os
grupos. Essas agoes possibilitaram a boa gestao da qualidade da 4gua e a garantia de bem-estar

dos peixes, como afirmaram Ishikawa et al. (2020).

5.1.1.2 Compostos nitrogenados

As médias encontradas para os valores de amdnia nos grupos experimentais € no grupo
controle demonstraram que no primeiro dia decoleta da 4gua para mensura¢ao deste composto,
todos os grupos apresentaram os valores de amonia elevados, sendo o grupo controle com maior
média observada. No entanto, com a andlise nos dias subsequentes, com intervalos de trés dias
a cada coleta, os valores comportaram-se de maneira decrescente, € 0 grupo controle mostrou
os menores valores para concentragdo de amonia, como observado na figura 12 e tabela 2. A
maioria dos valores observados para amonia durante o tempo experimental estiveram acima do
valor de referéncia, mas, nao ultrapassaram as concentragdes letais para os organismos, o que
foi refletido pela auséncia de mortalidade nos grupos experimentais € no grupo controle.

A concentracdo de amodnia excretada pelos peixes estd relacionada diretamente com
fatores como o estado nutricional, fisiolégico momentaneo, temperatura do meio, ingestao de
alimento, concentragdo de amonia presente no meio, assim como o pH. Concentragdes letais de
amoOnia estdo entre 2,0 a 3,0 mg/L, e alteracdes como o aumento do fluxo de agua pelas
branquias, observada pela movimentacdo do opérculo, assim como sinais clinicos como
convulsdes, coma e morte, s3o observados quando os niveis estao elevados (Moro et al., 2013b).
No presente estudo, os valores para a amodnia toxica estiveram sempre inferiores as
concentragdes letais para a espécie.

A ocorréncia de valores elevados no primeiro dia pode ser justificada pela adaptacao
dos animais ao manejo dos aquarios para limpeza e reposicao de agua, assim como a exposi¢cao

ao farmaco.
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Figura 12 — Médias dos valores de amonia toxica (NH3) (mg/L) em diferentes tempos durante
o periodo experimental nos grupos de tildpias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo

controle.
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CT - Grupo controle. Valores médios de cada grupo experimental e do grupo controle a cada trés dias do tempo
experimental.

Tabela 2 — Amonia toxica (mg/L) em diferentes tempos durante o periodo experimental

nos grupos de tilapias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo controle.

Tratamentos TO T1 T2 T3 T4 T5

Controle 1,48+0,02 0,45+0,19 0,58+0,22 0,44+0,13 0,57+0,24 0,55+0,23
3,0 pg/L 1,02+0,31 0,79+0,11  0,90+0,09 0,97+0,27 0,74+0,06 0,85+0,07
6,5 ng/L 1,22+0,23 0,97+0,35 0,89+0,11 0,90+0,14 0,76+0,17 0,69+0,21

10 pg/L 1,30+£0,26  0,93+0,11  0,93+0,19 0,76+0,23 0,79+0,21 0,80+0,06

Comparagao direta de médias e desvios-padrdo entre as concentragdes mensuradas durante as coletas para os
aquarios de cada grupo experimental. TO — 06/12/2023; T1 —-08/12/2023; T2 - 12/12/2023; T3 - 15/12/2023; T4
— 18/12/2023; e TS — 20/12/2023. Valores de referéncia de amdnia téxica (ndo ionizada) para cultivo de peixes:
<0,6 mg/L segundo Boyd e Tucker (1998) e <0,2mg/L conforme Moro et al. (2013).

Em consonancia as andlises de amoénia, o nitrito também foi quantificado nos mesmos
dias. Os valores médios de nitrito nos grupos experimentais € no grupo controle estiveram

abaixo do valor de referéncia, apesar do comportamento variavel nos dias de coleta (Figura 13
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e Tabela 3). O valor méximo de nitrito tolerado pela maioria das espécies de peixes ¢ de 0,50
mg/L e valores superiores a este geralmente causam a morte dos peixes (Moro et al., 2013b, p.
156). Esse composto ¢ derivado da nitrificagdo da amonia por bactérias do género
Nitrossomonas e, posteriormente, transformado em nitrato pelas bactérias do género
Nitrobacter (Kubitza, 1998; Moro et al., 2013D).

A retirada parcial de dgua para limpeza dos aquarios pode ter reduzido a quantidade de
bactérias nitrificantes, responsaveis por transformar o nitrito em nitrato, forma menos toxica
(Moro et al., 2013b). Assim, valores mais elevados sdo observados quando ha a insuficiéncia
desses organismos, visto que as sobras de ra¢do eram retiradas do aquério ap6s a alimentagdo

dos peixes.

Figura 13 — M¢dia dos valores de nitrito (NO2") (mg/L) determinados em diferentes tempos
durante o periodo experimental nos grupos de tildpias-do-Nilo expostas & amoxicilina e no

grupo controle.
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experimental.
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Tabela 3 — Nitrito (mg/L) em diferentes tempos durante o periodo experimental nos grupos de

tilapias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo controle.

Tratamentos TO T1 T2 T3 T4 T5

Controle 0,02+0,02 0,08+0,04 0,06+0,03 0,08+0,07 0,04+£0,02 0,07+0,06

3,0 ug/L 0,07+£0,06 0,10+0,06 0,03+0,01 0,03+0,01 0,04+0,02 0,04+0,02

6,5 ng/L 0,05+0,05 0,05+0,05 0,03+0,01 0,05+£0,00 0,07+0,03 0,10+0,06

10 pg/L 0,04+0,03 0,04+0,01 0,04+0,02 0,04+£0,01 0,05£0,01 0,05+0,01

Comparacdo direta de médias e desvios-padrdo entre as concentragdes mensuradas durante as coletas para os
aquarios de cada grupo experimental e grupo controle. TO — 06/12/2023; T1-08/12/2023; T2 -12/12/2023; T3 —
15/12/2023; T4 —18/12/2023;e TS5 —20/12/2023. Valores de referéncia para nitrito: <0,5 mg/L conforme Moro et
al. (2013).

O nitrato € o tltimo composto nitrogenado formado pela transformagao do nitrito, tendo
sido quantificado no primeiro e no ultimo dia do experimento.

Os valores observados para nitrato no primeiro dia estdo em acordo com a quantidade
de amonia presente nos aquarios. A maior concentracdo de nitrato foi observada na
concentragdo 3pg/L no primeiro dia do experimento, e no ultimo dia deste experimento as
concentragdes apresentaram-se menores, como observadas na figura 14 e na tabela 4.

Valores entre 1000 a 3000 mg/L. causam mortalidade dos organismos. Niveis altos de
nitrato na dgua sdo consequéncia de elevada concentragdo de amodnia, que sera convertida em
nitrito, e este em nitrato (Arana, 1997; Moro et al., 2013b, p. 156). Concordando com os valores
da literatura, no presente experimento mesmo os maiores valores tendo sido encontrados no 1°

dia, eles sdo inferiores aqueles de referéncia.
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Figura 14 — Nitrato (NO3") (mg/L) no inicio e no final do periodo experimental nos grupos de

tilapias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo controle.
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CT - Grupo controle. Valores médios de cada grupo experimental e grupo controle medidos no primeiro dia do
experimento (Ti) e no tltimo dia (Tf).

Tabela 4 — Valores para nitrato (mg/L) no inicio e no final do periodo experimental nos grupos

de tilapias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo controle.

Tratamentos Ti Tt
Controle 8,67+1,59 10,92+3,88
3,0 pg/L 31,71440,06 13,28+8,75
6,5 pg/L 13,8245,48 13,82+3,93

10 pg/L 18,3249,44 7,28+1,13

Comparacdo direta de médias e desvios-padrdo entre as concentragdes mensuradas durante as coletas para os
aquarios de cada grupo experimental e grupo controle. Ti — primeiro dia do experimento e Tf — ultimo dia do
experimento. Valores de referéncia conforme Arana (1997)e Moro et al. (2013b) que citaram valores de CLs0 entre

1000 a 3000 mg/L para nitrato.

Diante dos resultados expostos, os compostos nitrogenados sdo importantes para
avaliacdo dainteracdo entre o organismo e o ambiente pelas quantidades presentes nos aquarios,
assim como a qualidade da 4gua, a partir de parametros fisico-quimicos de temperatura, pH e
OD. A transformacdo daamdnia em nitrito e nitrato aumenta a demandade oxigénio dissolvido

e, por consequéncia, ha a acidez do meio em que os peixes estdo (Ishikawa et al., 2020). O
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ambiente acido causa danos ao epitélio branquial, presenga de muco em excesso nas branquias,
crescimento reduzido dos peixes, falha reprodutiva, inibi¢do respiratoria, impactos
ionorregulatorios, niumero reduzido de espécies e individuos, mortalidade, e substitui¢ao de

espécies sensiveis por espécies tolerantes ao acido (EPA, 2026).

5.1.2 Parametros biométricos

Os exemplares dos diferentes grupos ndo apresentaram diferengas estatisticas em
relacio a peso, comprimento total e comprimento-padrdo, e os lotes mantiveram-se
homogéneos durante todo o tempo experimental (Tabela 5). Mesmo nao havendo diferencas
significativas, os maiores valores para esses parametros foram registrados no grupo com

concentragcdo 6,5 pg/L de amoxicilina.

Tabela 5 — Dados biométricos de peso corporal e comprimentos padrdo e total de exemplares

tilapias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo controle.

Parimetros Controle 3,0 pg/LL 6,5 ng/L 10,0 pg/L F p
biométricos
It eoipuil () 49,49+8.90 52,91+8,97 56,51+11,47 50,65+4.,76 1,12 036
Comprimento total 13,48+0,64 13,99+0,75 13,98+0,95 13,69+0,54 1,31 0,29
(cm)
Comprimento padrdo ) 53,4 5 11,60+0,53 11,72+0,78 11,30+0,35 1,85 0,16

(cm)

Valores médios nas diferentes concentragdes de amoxicilina e grupo controle, de acordo com os testes Welch
ANOVA e Games-Howell (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas.

O crescimento das tildpias-do-Nilo em peso e comprimento durante os 21 dias do
experimento foi considerado homogéneo entre os grupos, uma vez que a espécie ¢ considerada
um peixe rastico e que pode suportar condigdes adversas. Variagdes sazonais podem ocorrer,
com diminui¢do e até mesmo uma interrupg¢do, devido a baixas temperaturas. As temperaturas
registradas no presente experimento nao comprometeram o crescimento de modo a causarem
diferencas estatisticas, o que mais uma vez confirma a rusticidade da espécie (Silva et al., 2017).
De um modo geral, ganhos de peso e de comprimento ndo foram afetados pelos pardmetros

fisico-quimicos nem pelos compostos nitrogenados mensurados na agua dos aquarios.
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No presente estudorealizou-se a contagem dascélulas dalinhagem vermelha do sangue,

a quantificacdo de hemoglobina, e a determina¢do de hematdcrito, VCM, HCM e CHCM. Os

valores encontram-se discriminados na tabela 6.

Tabela 6 — Eritrograma de exemplares de tildpias-do-Nilo expostas & amoxicilina e no grupo

controle.
Eritrograma Controle 3,0 ng/L 6,5 ng/L 10,0 pg/L F P Referéncia
Ht (%) 20,00+3,64 21,8045,29 20,204+4,75 24,40+4,06 2,91 0,055 27-37*
27,85+1,65%*
Hb (g.dL-) 4,87+0,686 5,46+1,47 4,65+1,42 5,86+1,11 2,79 0,063 7,0-9,8*
7,04+£0,38**
RBC 1,88+0,97bd 2,73+1,71cd 2,37+1,16¢cd 3,26+1,20ac 3,12 0,045 1,91-2,83%*
(Eri x106.uL-) 2,35+0,12%*
VCM (fL) 208,00+114,00  173,00+107,00 191,004+63,00 168,00+£59.90 0,51 0,676 115-183*
118,6+3,53**
HCM (pg) 51,40+29,40 41,60+23,90 45,00+20,20 39,80+13,40 0,56 0,646 28,3-42,3*
30,31+1,64%*
CHCM (g/dL) 24,90+4,59 25,30+4,32 22,90+3,91 24,10+2,85 0,74 0,535 22-29%*

25,78+1,72%*

Valores médios nas diferentes concentra¢cdes de amoxicilina e grupo controle, de acordo com os testes Welch
ANOVA ¢ Games-Howell (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticas. Ht —
hematoécrito; Hb — hemoglobina; RBC — eritrocitos; VCM — volume corpuscular médio; HCM — hemoglobina

corpuscular média; CHCM — concentracdo de hemoglobina corpuscularmédia. Valores de referéncia — * Hrubec
et al. (2000) e ** Ueda et al. (1997).

O hemograma dos peixes expostos as concentragdes do antibidtico amoxicilina e o
grupo controle apresentaram variagdes para o eritrograma. Os resultados observados nos grupos
experimentais e no grupo controle indicaram valores abaixo do intervalo de referéncia para
hematocrito e hemoglobina para todos os grupos, o que poderia indicar anemia se associados
ao valor de eritrocitos. Entretanto, a contagem de eritrocitos totais (RBC) diferiu entre o grupo
controle (com menor valor entre os grupos experimentais) € 0 grupo com maior concentracao

(10 pg/L). Ainda assim, € possivel considerar o grupo controle como atendendo os valores de
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referéncia para a espécie. Quanto ao VCM, HCM e CHCM nao houve diferencas entre os
grupos, apesar de maiores valores terem sido encontrados para VCM e HCM no grupo controle.

O diagnoéstico da anemia ¢ feito avaliando-se parametros como a quantidade de
hemacias, a hemoglobina e o hematdcrito, enquanto a classificagdo do tipo de anemia depende
de fatores como o tamanho dos eritrocitos, o teor de hemoglobina, a resposta da medula 6ssea
a e fisiopatogénese (Trhall et al., 2015). Assim, o grupo controle, apesar de apresentar menores
valores para a contagem de hemdacias, ndo se enquadra nesse disturbio, uma vez que ha a
necessidade de alteragdo em outros parametros sanguineos, como citado anteriormente.

O aumento da quantidade de hemacias (policitemia) ocorre como mecanismo de
compensacao doanimal pela presenca de poluentes na agua que reduzem o oxigénio dissolvido,
como foi observado em estudo realizado por Pimpao et al. (2005), que expuseram exemplares
de jundid ao inseticida deltametrina. Assim, os resultados encontrados para quantidade de
hemécias no grupo de maior concentragdo do antibidtico, corroboraram os achados de Pimpao
et al. (2005), que também observaram policitemia no seu estudo com a deltametrina.

O uso de antibidticos para tratamento profilatico ¢ uma pratica comum na produgao de
peixes (Monteiro, 2014) e, diante dessa realidade, quando o peixe permanece em um ambiente
sem a presenga desses compostos, o desafio enfrentado pelo animal ¢ maior, assim como a
exposicdo dospeixes a poluentes gera danos as células sanguineas. As alteragdes nas contagens
de células sanguineas nos grupos experimentais estdo relacionadas com a exposi¢do ao

antibidtico, como foi observado por Bojarski ef al. (2020) em revisao de literatura.

A exposi¢ao dospeixes a antibidticos pode induzir diversas alteragdes hematologicas
— aumento nos pardmetros dos glébulos vermelhos (RBC, Ht, Hb) ou resposta
anémica.Da mesma forma,a contagem de leucdcitos pode diminuir (geralmente) ou
aumentar (raramente). Contudo, os dados sdo escassos e, portanto, ¢ impossivel
formular conclusdes definitivas (Bojarski et al., 2020).

Como visto previamente, mudangas em parametros fisico-quimicos da dgua ocasionam
alteracdes hematoldgicas. A redugdo do oxigénio dissolvido presente na agua dificulta as trocas
gasosas nas branquias, e isso prejudica a respira¢do pela dificuldade de transporte do oxigénio
e liberacao do gas carbonico. Além disso, valores elevados de compostos nitrogenados como o
nitrito, induzem a transformagdo da hemoglobina em metahemoglobina, evidente quando o
sangue apresenta coloracdo marrom (Ishikawa et al, 2020). Para a presente pesquisa, a
manutencdo dos pardmetros fisico-quimicos da 4dgua e o controle das concentracdes de

compostos nitrogenados garantiu condi¢des desejaveis para sobrevivéncia dos peixes.
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O leucograma quantifica as células responsaveis pela defesa do organismo assim como
contribui para o entendimento dos mecanismos imunologicos estabelecidos frente a estressores
presentes no ambiente. O leucograma dos peixes expostos as concentragdes do antibidtico
amoxicilina e o grupo controle apresentaram variagdes quanto ao exame laboratorial das células
brancas. Diante disso, os animais de todos os grupos apresentaram monocitopenia e
neutropenia, estados fisiolégicos em que os valores de mondcitos e neutréfilos estdo abaixo dos

valores referenciais para a espécie (Tabela 7).

Tabela 7 — Leucograma de exemplares tilapias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo

controle.

Leucograma Controle 3,0 pg/LL 6,5 ng/L 10,0 pg/L F p Referéncia
Linfocitos 64,70+3,39b 60,70+9,20b 107,00+14,7a  46,30+7,63¢ 52,46 4,483x10710 43,42 (%)*
(x10%.uL1) 6,78-136,39 (/uL)**
Monocitos 1,50+0,798b  6,42+1,83a 2,33+1,07bc 1,08+0,90bd 27,71 6,055x10708 6,37 (%) *
(x106.uLh 400-4.286 (/uL)**
Neutréfilos  66,80+4,51b  67,2048,14b  66,30+4,50b  111,00£17,3a 24,01 2,700x10797 50,08 (%) *
(x10-uLh) 557-9.873 (/uL)**
Eosinofilos 0,08+0,29 0 0 0 - - 0,04 (%) *
(x100.uL1) 35-1.645 (/uLy**

Valores médios nas diferentes concentragdes de amoxicilina e grupo controle, de acordo com os testes Welch
ANOVA e Games-Howell (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticas. Valores de
referéncia - * Hrubec et al.,2000; e ** Ueda et al., 1997.

A neutropenia acontece em decorréncia de lesdes inflamatérias graves e agudas que

consomem rapidamente os neutrofilos em comparacao a reposi¢ao desse tipo celular (Thrall et

al., 2015).

O sufixo-peniarefere-se a diminui¢ao da contagemdo tipo celularno sangue. O termo
geral, citopenia, refere-se a diminuicdo da contagem das células de maneira
inespecifica. As citopenias importantes para a interpretagdo incluem neutropenia,
linfopenia e eosinopenia. Citopenia ndo se aplica a monoécitos, pois a diminuigdo da
contagem desse tipo celular ndo ¢ importante. O termo também ndo se aplica a
neutréfilos bastonetes, metamieldcitos, basofilos e metarrubricitos, pois a auséncia
dessas células ¢ um achado normal (Thrall et al., 2015, p. 276).

Fatores externos como variagdes no meio ambiente (qualidade da agua e temperatura),
estado nutricional dos peixes (avitaminose e desnutri¢ao), estresse oriundo de praticas
de manejo e desafios naturais afetam diretamente os mecanismos de defesa e
comprometem o estado fisioldgico dos peixes. A maneira encontrada pelos peixes para
reagir a esses desafios quimicos, fisicos e bioldgicos é desencadear mudangas
fisiologicas na tentativa de compensar tais alteragdes. Esta reagdo do corpo ¢é
denominada resposta ao estresse (Iwashita e Maciel, 2013, p. 219).
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A contaminacdo do ambiente aquatico induz a necessidade de se averiguar
biomarcadores que demonstrem o nivel de degradacdao ambiental. As analises hematoldgicas
sdo o alicerce para a compreensao dos danos causados por contaminantes aos peixes, visto que
alteragdes nos parametros sanguineos podem ser observadas mesmo em doses baixas de
poluentes (Ventura et al., 2015). Nesse sentido, o estudo das células vermelhas e brancas
possibilita a avaliacdo daresposta bioldgica doorganismo para manutenc¢ao da sua homeostase,
frente a fatores estressores e a partir dacontagem celular e avaliagdo morfoestrutural, € possivel
avaliar o estado de saude geral do animal (Adeyemo et al., 2009; Grant et al., 2015).

Diante disso, 0 hemograma ¢ o exame laboratorial de escolha, uma vez que organiza os
dados sanguineos para a interpretagdao dos resultados encontrados a partir de mensuragdes
diretas, procedimentos microscopicos e variaveis calculadas. As mensuragdes diretas sdo feitas
para parametros como volume globular, concentracio de hemoglobina, concentra¢do de
eritrocitos, volume corpuscular médio (VCM), concentragdo de leucdcitos, proteinas
plasmaticas, concentragdao de plaquetas e volume plaquetéario médio (VPM). Os procedimentos
microscopicos sdo empregados para contagem diferencial de leucdcitos, morfologia de
eritrocitos, morfologia de plaquetas e contagem de reticuldcitos. Por fim, as variaveis
calculadas como o hematdcrito, os indices hematimétricos, os valores absolutos da contagem
diferencial dos leucdcitos e a contagem de reticulocitos também compdem esse exame (Thrall

et al.; 2015).

5.1.4 Analises histomorfométricas de branquias

Foram medidas cinco lamelas primarias de cada um dos seis animais selecionados ao
acaso em cada grupo, e os valores médios observados de comprimento ficaram entre 4492 e
4931 um. O grupo controle apresentou o maior valor médio de comprimento, seguidos
respectivamente pelos grupos 6,5ug/L, 10,0ug/L e 3,0ug/L (Figura 15). Estatisticamente, nao
houve diferengas de comprimento entre os grupos experimentais para lamelas primarias (Tabela

8).
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Figura 15 — Comprimento (um) das lamelas primarias de exemplares de tilapias-do-Nilo

expostas a amoxicilina e no grupo controle.
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CT - Grupo controle. Médias dos valores coletados de seis animais por grupo experimental e grupo controle.

Tabela 8 — Comprimento de lamelas primérias de exemplares de tildpias-do-Nilo expostas a

amoxicilina e no grupo controle.

Comprimento Controle 3,0 ng/LL 6,5 ng/L 10,0 pg/L F p
da lamela
primaria

Comprimento ~ 4931,97+497,01  4492,12+685,51  4759,114496,55 4656,48+663,53 0,58 0,63
(um)

Valores médios nas diferentes concentragdes do antibidtico amoxicilina e o grupo controle, de acordo com os testes
Welch ANOVA e Games-Howell (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticas.

As lamelas secundéarias foram medidas uma a cada lado dalamela primaria nos tercos
basal, médio e apical. O comprimento das lamelas secundarias apresentou diferencas em cada
terco estudado (Tabela 9). No terco basal, o grupo de concentragao 3,0pg/L apresentou maior
comprimento em relacao aos demais (Figura 16); ja no tergco médio, o grupo que se destacou
foi o grupo de concentragdo 10ug/L (Figura 17); e no tergo apical, o grupo controle apresentou
maior comprimento das lamelas secundarias (Figura 18).

Diante disso, diferencas estatisticas foram observadas no tergo basal e no tergo apical
entre todos os grupos, exceto entre os grupos de concentracao 6,5ug/L e 10ug/L que nao
apresentaram diferencas estatisticas. No ter¢o médio, as diferengas ocorreram entre o grupo de

concentracao 3,0ug/L com os grupos de concentragao 6,5ug/L e 10ug/L (Tabela 9).
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Tabela 9 — Comprimento de lamelas secundarias de exemplares de tilapias-do-Nilo expostas a

amoxicilina e no grupo controle.

Comprimento n Controle n 3,0ng/L n 6,5 ng/L n 10,0 pg/L F p
da lamela
secundaria

Tergo basal 42 77,96439,12¢ 54 111,14+£19,04a 60 99,38+2330b 60 101,62+28,54b 11,75 3,721227

x 107
(pm)

Terco médio 58 111,90+34,86d 56 105,97+24,06bd 60 116,11421,25cd 58 126,93+54,06ad 3,46 0,016959
(um)

Tergo apical 58 131,60+23,72a 58 109,22+28,04c 60 118,73£19,62b 60 119,36+19,21b 9,33  7,468758

x 10
(km)

Valores médios nas diferentes concentragdes de amoxicilina e grupo controle, de acordo com os testes Welch
ANOVA e Games-Howell (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticas.

Figura 16 — Comprimento (um) de lamelas secundérias no ter¢o basal das lamelas primarias

de exemplares de tildpias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo controle.
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CT - Grupo controle. Médias dos valores coletados de seis animais por grupo experimental e grupo controle.
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Figura 17 — Comprimento (um) de lamelas secundarias no ter¢o médio das lamelas primarias

de exemplares de tildpias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo controle.
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Figura 18 — Comprimento (um) de lamelas secundarias no terco apical das lamelas primarias

de exemplares de tilapias-do-Nilo expostas a amoxicilina e no grupo controle.
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CT - Grupo controle. Médias dos valores coletados de seis animais por grupo experimental e grupo controle.

Os menores valores para comprimento das lamelas secundérias foram observados no
terco basal para todas as concentragdes, sendo o menor valor encontrado para o grupo controle.
Para o terco apical, o maior valor foi registrado também no grupo controle (Tabela 9). O

comprimento das lamelas secundérias ¢ uma das mensuragdes que auxilia no dimensionamento
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da distancia entre o tecido e o ambiente, importante para as trocas gasosas (Hughes e Perry,
1976; Koca e Kara, 2021), uma vez que o mesmo pode estar diminuido como consequéncia do
aumento da espessura da lamela primaria, evento observado nas maiores concentragdes do
presente experimento.

Diante disso, a reducao do comprimento das lamelas secundarias ¢ classificada como
uma lesdo de estadio I, que ¢ caracterizada pela hipertrofia e hiperplasia do epitélio branquial
como mecanismo de prote¢ao do animal frente as alteragdes ambientais. A persisténcia dessas
lesdes pode ocorrer em casos de exposi¢do a longo prazo e o grau de dano ao tecido ¢ mais
expressivo (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994).

Trabalhos realizados por Marcon et al. (2016) e por Koca e Kara (2021), mostraram o
encurtamento das lamelas secundarias a partir da exposi¢do de peixes a contaminantes
emergentes. Diferencas estatisticas foram observadas no comprimento das lamelas secundarias
mensuradas nos tercos basal, médio e apical por Marcon et al. (2016), que avaliaram os danos
causados pelo inseticida Dimilin® a exemplares de Hyphessobrycon eques nas concentragdes
de 0,01; 0,1 e 1,0 mL/L (Marcon et al., 2016) e Koca e Kara (2021) estudaram os efeitos do
acaricida yoksorrum nas concentragdes de 0,01; 0,02 e 0,03 mL/L de exposicdo a peixes-zebra
e observaram, entre os resultados, o encurtamento das lamelas secundérias nos grupos
experimentais expostos ao acaricida em comparagdo ao grupo controle. Os resultados
encontrados no presente estudo corroboram os resultados observados por esses autores.

As branquias sao orgaos comumente afetados pela exposicao direta a contaminantes
presentes na agua, e alteragdes na morfometria das estruturas que compdem esse 0rgao auxiliam
na compreensao dos impactos gerados ao ecossistema e da intensidade da polui¢ao (Ishikawa
et al., 2020). Diante disso, a mensuragdo do comprimento das lamelas primarias e secundarias
possibilitou a comparagdo entre os grupos expostos ao antibidtico amoxicilina com o grupo
controle. Entretanto, outras analises podem ser realizadas para melhor compreensao dos danos
teciduais causados pelo antibiotico amoxicilina, como a mensuracao da espessura da lamela
secundaria, espessura do vaso central, quantificagdo de celularidade entre as lamelas
secunddrias, bem como andlises histopatoldgicas conforme classificacdo de Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic (1994), como realizado por Moraes (2011), Goulart (2012), Lopes (2015),
Rocha (2019) e Dias (2022).
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5.2 Ensaio com dafnias

De acordo com as concentracdes do presente experimento, observou-se a baixa
mortalidade nos testes 01, 02 e 03, e assim as concentragdes de 250 mg/L, 500 mg/L, 1 g/L,
2g/L e 4 g/L foram escolhidas a partir da concentracdo de CEso para D. similis, seguindo o fator
de multiplicacdo dois para defini¢do de duas concentragdes menores e duas concentragdes
maiores. Conforme Lee ef al. (2021), os valores de CEso apds 48 horas de exposicao para D.
magna sao maiores que 1000 mg/L.

Os resultados apresentaram baixa mortalidade dos individuos nas maiores
concentracdes apos as 48h de exposicao, e apenas as concentragdes letais em que 5%, 10%,
15%, 20% e 25% dos organismos sdo afetados pela presenca do medicamento foram
mensuradas ap0s andlise pelo software CETIS. O valor de CEso ndo foi calculado e isso indica
que a concentragdo letal estd superior a 4000 mg/L (Tabela 10).

A interagdo entre as dafnias e o antibiotico foi baixa, e isso indica que essa medicagao
ndo causou efeitos deletérios a essa espécie, haja vista que nas maiores concentragdes (2,0 € 4,0
g/L) os organismos permaneceram vivos € houve baixa taxa de mortalidade. Diferentemente,
os resultados observados para o teste com o cloreto de sodio, substancia de referéncia,
demonstraram a mortalidade total nas maiores concentragdes. O cloreto de sodio interagiu com
0 organismo e causou o extravasamento do liquido celular, uma vez que essa ¢ uma espécie de
agua doce. Esse processo ndo foi observado nos ensaios com a amoxicilina.

Nas maiores concentragdes (2,0 e 4,0 g/L.) o meio apresentou ponto de saturagio para o
antibidtico e a opacidade esteve presente, fatores que dificultaram a execugdo do teste, devido
a baixa visualizacdo dos organismos no ambiente. Apos 48 horas, notou-se a sedimentagdo do
antibiotico no fundo dos recipientes e parte dos organismos apresentavam “nuvens’ de
sedimento ao redor do corpo, que reduziram sua mobilidade, mas ndo os deixavam iméveis.
Assim, entende-se que o efeito mecanico da amoxicilina dificultou a mobilidade e a
sobrevivéncia de parte dos organismos, devido ao acimulo de particulas.

Os resultados corroboram aqueles observados por Lee ef al. (2021) que afirmam o valor
de CEso ser superior a 1000 mg/L. e um baixo potencial toxico da medicac¢do para D. similis,
como mencionado também por Park e Choi (2008). Diante disso, a necessidade de estudos que
proporcionem o entendimento do mecanismo de acdo da amoxicilina sobre esses organismos -

teste ¢ imprescindivel para compreensdo dessa baixa interagao.
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Tabela 10 — Concentragdes letais de exposicdo de amoxicilina para Daphnia similis.

Concentracio letal (%) Estimativa (mg/L) 95%LCL 95% UCL

CL5 2000 816 2476
CL10 2297 1161 2844
CL15 2639 1617 3496
CL20 3031 2213 4581
CL25 >4000 2436 N/A
CL40 >4000 N/A N/A
CL50 >4000 N/A N/A
CL60 >4000 N/A N/A
CL75 >4000 N/A N/A

Concentragdo letal; LCL — Limite de confianca inferior; UCL — Limite de confianga superior; ¢ N/A — Néo

aplicavel. Resultados gerados pelo software CETIS.

5.3 Percepgoes dos profissionais e estudantes da area da satide

5.3.1 Eixo 1: descri¢ao do publico

Durante dos meses de agosto de 2025 ajaneiro de 2026, foram registradas 149 respostas
dos Departamentos de Veterinaria, Medicina e Enfermagem, e Nutri¢do e Saude ao formulario
da pesquisa “Avaliagdo do uso do antibidtico amoxicilina nos cursos da area da saude da
Universidade Federal de Vigosa” Os participantes da pesquisa foram compostos por estudantes
de graduagdo (55), estudantes de pos-graduacdao (46), docentes (24), servidores técnico-

administrativos (16) e residentes (7) que estdo representados na figura 19.
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Figura 19 — Porcentagem de participacdo de cada grupo dos Departamentos de Medicina e

Enfermagem, Veterinaria, € Nutricdo e Satde nas respostas ao formulario digital.
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Entre os 57 alunos da graduagdo que responderam a pergunta “Se for estudante de
graduacdo, estd cursando qual periodo?”, 19 estudantes responderam que estdo no segundo
periodo do curso, maior niumero observado em relacdo aos outros periodos. Nao houve
respostas para o primeiro periodo, visto que a pesquisa foi realizada no segundo semestre, ou
seja, apos o ingresso de novos alunos na institui¢do (Figura 20). O maior nimero de estudantes
do segundo periodo infere que os conhecimentos trazidos por eles estdo mais relacionados a
bagagem anterior a universidade, mas que pela vivéncia do primeiro semestre, a curiosidade e
novos questionamentos, além da abertura para novos conhecimentos sdo expressivos.

Alunos de poés-graduacdo representaram o segundo maior porcentual da pesquisa. Ao
todo foram 50 respostas a pergunta “Se for estudante de pos-graduagdo, estd no mestrado ou
doutorado?”. Os alunos de mestrado representaram 62% das respostas, seguido dos alunos de
doutorado (34%) e residentes (4,0%) (Figura 21). As percepcdes sobre o uso dos antibidticos
pela pos-graduagdo diferem das percepcdes dos alunos da graduacdo, devido a formacao

profissional finalizada somada a experiéncia do mercado de trabalho ¢ da pds-graduagao.
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Figura 20 — Periodos em que se encontravam os alunos de graduagdo dos Departamentos de
Medicina e Enfermagem, Veterinaria, e Nutricdo e Satde que participaram da pesquisa.
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Figura 21 — Nivel de pés-graduacdo dos estudantes dos Departamentos de Medicina e

Enfermagem, Veterinaria, ¢ Nutrigdo e Satide que responderam a pesquisa.
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A area de atuacdo dos servidores técnico-administrativos também foi outro ponto
importante para descricdo do publico participante da pesquisa. No total, houve 22 respostas a
pergunta “Se for servidor técnico-administrativo, qual a sua area de atuagdo?”. Entre as
respostas, observou-se uma amplitude de areas, como Anatomia Humana, Radiologia
Veterinaria, Alimentos e Nutri¢do, assim como areas administrativas. No entanto, as respostas
relacionadas as areas de Medicina e Enfermagem foram mais evidentes. As percepcdes desse
publico sdo importantes pela importancia que essa classe tem dentro do ambiente institucional,
uma vez que s3o o alicerce dos cursos de graduagdo e pos-graduagdo, e assim participam

diretamente da formacdo de novos profissionais (Figura 22).

Figura 22 — Areas de atuagdo dos servidores técnico-administrativos dos Departamentos de

Medicina e Enfermagem, Veterinaria, ¢ Nutricdo e Satide envolvidos na pesquisa.
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Area de atuagao
Med. e Enf.—Medicina e Enfermagem; Med. Vet. — Medicina Veterinaria; Nut. — Nutricdo; Adm. — Administracéo;
e Tec. lab. — Técnico em laboratério.

A maior participacdo de professores, técnico-administrativos e alunos ocorreu no
Departamento de Veterinaria (DVT), com 96 respostas a pesquisa, seguido do Departamento
de Nutricdo e Saude (DNS), com 30 respostas e Departamento de Medicina e Enfermagem
(DEM) com 24 respostas. A pesquisa teve sua origem no DVT e isso explica o maior niumero
de participacdes desse departamento, haja vista a divulgagdo constante nas salas de aula e o

contato mais proéximo com esse publico, facilitando a divulgacao da pesquisa. Ndo obstante, a
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divulgagdo e convite aos demais departamentos foi semelhante, e as parcerias estabelecidas
para realizacdo dessa pesquisa possibilitaram a colaboracdo de profissionais e estudantes de

diferentes areas da saude.

5.3.2 Eixo 2: uso da amoxicilina e outros antibidticos

A primeira pergunta desse eixo teve o objetivo de mensurar a quantidade de individuos
que utilizaram o antibidtico amoxicilina para tratamento de alguma doenca que afetasse a satde
desses. As respostas demonstraram que mais de 80% dos participantes ja utilizaram o
antibidtico amoxicilina (Figura 23). Esse dado confirma que a medicagdo esta entre as mais
utilizadas para o tratamento de doengas.

A frequéncia também foi relatada, e as respostas variaram entre nenhuma vez,
raramente, poucas vezes, frequentemente, assim como o uso em intervalos de tempo, por
exemplo semestralmente, anualmente ou em épocas distintas como infancia, adolescéncia e
vida adulta. Outro aspecto percebido na resposta dos participantes foi o uso da medicagdo para

tratamento de amigdalites, sinusites e dores de garganta.

Figura 23 — Porcentagens de participantes da pesquisa dos Departamentos de Medicina e
Enfermagem, Veterindria, e Nutricdo e Satde que ja utilizaram ou ndo o antibidtico

amoxicilina.
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Outra pergunta foi “Quais outros medicamentos vocé ja utilizou para tratar de alguma
condic¢do que afetasse sua satide?” e uma amplitude de respostas foram observadas, como o uso
de analgésicos, anti-inflamatdrios, outros antibioticos, antidepressivos, antialérgicos,
ansioliticos, antiepiléticos, probidticos e medicamentos para disturbios hormonais, como
problemas na tireoide. Em contrapartida, respostas como “Raramente, depende do grau de
passar mal. Chutaria por volta de Ix a cada 4 meses”, “Ndo me recordo”, “Nenhuma ou ndo
sei” estiveram entre os relatos. Poucos participantes relataram o uso sob prescricao médica, € a
variedade de classes medicamentosas indica a presenga expressiva de medicamentos no
cotidiano. Isso pode ser associado ao reflexo da automedica¢do, assim como O uso
indiscriminado e pouco consciente.

A prescricdo do antibidtico amoxicilina e de outras medicagdes para tratamento de
doencas também foi foco desse questiondrio a partir de perguntas como “Com qual frequéncia
vocé prescreve o antibiotico amoxicilina?”’ e “Quais outros antibidticos vocé prescreve?”’,
direcionadas aos profissionais da saude que prescrevem medicagdes, tanto para humanos,
quanto para animais. Entre as 148 respostas para essa pergunta, 114 participantes descreveram
que nao prescrevem a medicagdo, representando 77% dos participantes. Analisando as demais
porcentagens, o antibiotico foi pouco prescrito pelos profissionais da satde participantes da

pesquisa (Figura 24).
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Figura 24 — Frequéncia de uso do antibidtico amoxicilina pelos participantes dos
Departamentos de Medicina e Enfermagem, Veterinaria, e Nutrigdo e Saltide envolvidos na

pesquisa.
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Entre outros medicamentos, florfenicol, penincilina, ceftiofur, gentamicina, amicacina,
metronidazol, enrofloxacina, marbofloxacina, clindamicina, penincilina, ceftriaxona,
cefalozina, azitromicina, sulfametoxazol-trimetoprima, doxiciclina, ampicilina com sulbactam,

meropenen e nitrofurantoina estiveram entre os farmacos prescritos pelos participantes.

5.3.3 Eixo 3: antibioticos como poluentes emergentes

As respostas desse eixo revelaram que 69,7% das 145 participantes afirmaram nao
conhecer os impactos causados pela presenca dos antibidticos no ambiente aquatico, 17,9%

demonstraram conhecer esses impactos e 12,4% conhecem pouco sobre o tema.

“Sim, pode levar residuos contaminantes tanto a animais aquaticos, quanto terrestres e

contaminac¢do do solo.”
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“Sim. Nossa agua em tese ¢ pura, mas isso conforme a sua fonte e andalise realizada apenas.
Ainda que nao utilizemos o medicamento diretamente podemos ingeri-lo

’

a partir de alimentos, dgua, etc. Por meio de seus residuos...’

“Sim, eles afetam a saude dos rios, seja pelo consumo indevido dele pela fauna, podendo

prejudicar a vida dos animais marinhos.”

O termo “Contaminante Emergente” foi pouco conhecido entre os participantes, apenas
35 das 147 respostas afirmaram conhecer esse termo. Nesse sentido, a introdugdo de termos
como esse induz a curiosidade e o desejo pela busca por novos conhecimentos, assim como
ressalta a importancia para a tematica pesquisada no presente trabalho. Ademais, entre as rotas
escolhidas para chegada do antibidtico no ambiente aquatico, o descarte incorreto das
medicagdes teve destaque entre as respostas escolhidas pelos participantes (95,5%), seguido
dos sistemas de esgoto (86,5%) e da urbanizagdao (47,3%). O ciclo da agua teve a menor
porcentagem de escolha entre as rotas (31,1%), como também somente 0,7% afirmaram que
nenhuma dessas alternativas sao rotas de chegada dos antibioticos no ambiente aquatico.

Nessa perspectiva, 87,2% das 148 respostas a pergunta “Qual (quais) poderia(m) ser
a(s) consequéncia(s) da presenca dos antibidticos no ambiente aquatico?” afirmaram que a
existéncia de antibidticos nesse ambiente causa danos aos organismos aquaticos, seguida da
resisténcia aos antimicrobianos (86,5%), alteracdes na organizacdo das populagcdes dos
ecossistemas (80,4%), acumulo do medicamento em diferentes espécies em um mesmo
ambiente (63,5%) e nenhuma das alternativas (2,7%).

Por fim, foi feita a pergunta “Na sua opinido, quais os principais riscos da presenca de
antibidticos no ambiente aquatico (rios, lagos e mares) para a saude humana?” e entre as
respostas verificou-se que a resisténcia aos antibidticos, intoxicagdo, desenvolvimento de
bactérias resistentes, bioacumulagcdo, consumo de alimentos contaminados, contaminacao da

agua e comprometimentos ambiental e da saide humana, foram as respostas mais frequentes.

“Exposi¢do a bactérias oportunistas ou patogénicas ja multirresistentes, comprometimento
da qualidade/oferta da proteina advinda desse habitat por doencas origindrias de eventuais
desequilibrios no microbioma ou em espécies especificas da cadeia alimentar,

desequilibrando a base ou topo da piramide.”
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“O risco de resisténcia antimicrobiana pode gerar outros problemas
relacionados a saude humana, como episodios frequentes de

’

infecgoes e, por consequéncia, comprometer o sistema imunologico.’

Diante de tudo isso, as respostas categorizadas nesse eixo indicam a existéncia de
lacunas de conhecimentos sobre os impactos dos antibioticos no ambiente aquatico em um
primeiro momento. Acredita-se que com o desenvolvimento do formulario, a associagdo das
perguntas anteriores com as opg¢des de respostas para perguntas de multipla escolha auxiliaram
na compreensdo da tematica pelos participantes. Isso porque, em contrapartida a primeira
resposta desse eixo tematico, na Ultima pergunta sobre os possiveis impactos da medicacao a
satde humana, os participantes apresentaram expressivo conhecimento acerca do tema. O
formulario, além de coletar informagdes para compreensdao do uso da amoxicilina, também
conduz o participante a associar os conhecimentos que ja possui € atentar-se a questdes pouco

comentadas como as consequéncias para o ambiente aquatico.

5.3.4 Eixo 4: uso indiscriminado de antibioticos

Os antibidticos estao presentes no cotidiano dos profissionais da satde, mas o contato
com essa classe medicamentosa ocorre durante a formagao profissional. Desse modo, perguntas
como “Durante suas atividades enquanto estudantes (disciplinas, estagios, projetos de extensao
e de iniciagdo cientifica), docentes ou servidores técnico-administrativos hé preocupacgao
quanto ao uso indiscriminado de antibioticos?” e “Se sim, como essa questdo ¢ abordada?”.
Entre as respostas, 78,1% afirmaram ter a preocupacdo com o uso indiscriminado e 21,9%

indicaram que essa ndo ¢ uma preocupagao (Figura 25).
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Figura 25 — Preocupacdo quanto ao uso indiscriminado de antibidticos a partir da percepcao

dos participantes da pesquisa.

Nao
21,9%

Sim
78,1%

A abordagem dessa tematica segundo os participantes ocorre pela atencdo ao uso
racional dos antibiodticos, pelo conhecimento da existéncia de bactérias resistentes a diferentes
medicacdes, por meio de palestras sobre a tematica, em pesquisas com seres humanos para
analise de alteragdes sanguineas, pela orientagdo dos estudantes para o uso adequado da
medicacdo em aulas tedricas e praticas, pela relacio dos antibidticos com o sistema
imunoloégico, pela importancia da realizagdo de antibiogramas e de culturas microbianas
previamente a prescricdo de antibioticos, pelas complicagdes a saide como consequéncia do
uso indiscriminado, pela aplicagdo de medidas de biosseguranga para reducdo da necessidade

de uso do antibidtico e pelo descarte correto.

“E um topico mais discutido no ambiente académico do que nos servigos privados. A
abordagem sobre a "ndo necessidade" para todos os casos e ndo necessariamente
uma discussdo sobre o impacto do uso indiscriminado ou a influéncia sobre o

contexto de saude unica.”’

“Orientagdo a estudantes para sempre tomar medicamentos prescritos por um
profissional de saude, uma vez que o uso indiscriminado favorece
bacterias resistentes e contaminac¢do do meio ambiente

(dgua de abastecimento de municipios).”
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“Nos estudos, considera-se preocupante por diversas razoes, entre elas: a automedicagdo,
pois pode ser que a questdo ndo seja referente a infec¢do bacteriana; o uso exacerbado,
que traz uma série de complicagoes corporais; o uso errado, sem considerar as horas

e o momento oportuno, podendo gerar resisténcia bacteriana. Tudo isso é abordado
quando se trata do conhecimento acerca dos antibidticos e seus efeitos.”

“Muitas das vezes ndo é abordada, mas quando se fala, é abordada como ética e

cuidados que devemos ter na nossa profissao.”

“Tem uma logica nas escolhas do antibiotico que leva em consideragdo os antibioticos
a serem usados nos pacientes da rotina. O antibiotico é escolhido em discussdo com
a preceptoria. A decisdo leva em conta: cultura e antibiograma (se tiver), afecgdo,

clinica do paciente, custo, classe, posologia e possibilidade de gerar resisténcia.”

No total, 107 respostas foram apresentadas a pergunta sobre como o uso indiscriminado
de antibioticos ¢ abordado, e as respostas evidenciaram que a preocupacao € existente entre os
profissionais e estudantes da area da satde, e que diferentes maneiras sdo empregadas para
tratar desse assunto. A educag¢do sobre o uso racional mostrou-se evidente, assim como o uso
consciente dos profissionais da saude, bem como o conhecimento das principais consequéncias
domau uso, como aresisténcia bacteriana e a formacao de organismos multirresistentes. Poucas
respostas foram contrarias a esse raciocinio, e o publico participante da pesquisa demonstrou

conhecimento acerca do tema.

5.3.5 Eixo 5: regulamentacio e conscientizacdo sobre o uso de antibidticos

Asrespostas a esse eixo inferiram que entre os participantes dapresente pesquisa 66,9%
das 145 respostas a pergunta “Vocé conhece algum protocolo que regulamenta o uso?” nao
conhecem protocolos que regulamentam o uso dos antibioticos. Analogamente, 95,2% das 146
respostas a pergunta “Vocé conhece alguma regulamentacdo que normatiza o uso de
antibidticos e a presenga de concentragcdes desses medicamentos na agua?”’ afirmaram nao
conhecer regulamentacdes que normatizem o uso € a presenca de concentracdes desses
medicamentos na dgua. Além disso, foi questionado nesse eixo sobre quais os cuidados que

devem ser considerados para evitar a resisténcia microbiana aos antibioticos. Observagoes
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como evitar o uso indiscriminado e agdes conscientes para escolha, prescricao e utilizacao dessa

medicacdo foram mencionadas nas respostas.

“Uso apenas com prescri¢cao médica, completar todo o tratamento indicado, higieniza¢do
das mados, evitar a prescri¢do de antibioticos em quadros virais, uso de EPI adequados na
drea da saude, implantag¢do de programas para controle de antimicrobianos,

descalonamento guiado por cultura sempre que possivel, etc”.

“Uso racional, preferivelmente utilizar drogas de espectro reduzido, realizar a escolha da
droga guiada por cultura e antibiograma, favorecer medidas de biossegurancga de forma a
reduzir a demanda pelo uso de antibioticos.”

“Maior conscientizagdo sobre automedicagdo, descarte e a propria resisténcia microbiana
em diferentes contextos (animal e humano), prescrigdo e utilizagdo de tais medicamentos
apenas com base em diagndstico feito por profissionais qualificados,

e cultura e antibiograma quando necessario e possivel.”

“Diagnostico correto, embora pareca bdsico, muitos colegas medicam "no olho"”
Dosagem correta

Droga correta

Realizag¢do de antibiograma

Compreensdo dos sistemas biologicos, para conseguir identificar

a flora residente e a flora potencialmente causadora de enfermidades.”

As percepcdes dos participantes do estudo em resposta a pergunta “Como a prescricao
indiscriminada pode contribuir para a presenca de antibidticos no ambiente aquatico?”
revelaram que descarte inadequado, uso e prescricdo excessivos € desnecessarios dos
antibioticos, excre¢do do antibidtico pelas fezes e urina que contaminam o ambiente aquatico,
excesso de antibidticos no esgoto, contaminagdo por dejetos, agua utilizada na producao animal
e auséncia de controle e fiscalizagdo estiveram entre as consequéncias da prescri¢ao

indiscriminada de antibidticos.
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“Pelo aumento de massa de consumo deles. Como por qualquer ocasido, o medicamento é
utilizado, quando o cidaddo cura-se da enfermidade e sobra o antibiotico, ele o
descarta (descarte esse que ndo é adequado e polui o ambiente aquatico,

2

por meio dos lengois freaticos, por exemplo).

“Pessoas consomem mais, industria atende a demanda, descarte pela industria, descarte

pelas pessoas, fluidos/excrementas com residuos no esgoto ou solo.”

“Acho que o uso repetido e desnecessario (sem indica¢do) pode levar a uma maior pressdo
ambiental. Muitos antimicrobianos ndo sdo metabolizados, ou sdo parcialmente
metabolizados durante seu uso, levando a uma concentracdo de antibioticos

ativos no esgoto. Descarte inadequado também contribui com isso.”

“A prescri¢do indiscriminada aumenta o consumo desses farmacos e, consequentemente,
sua eliminagdo parcial pela urina e fezes, muitas vezes na forma ativa. Esses compostos
alcangam os o ambiente aquatico por meio dos sistemas de esgoto, uma vez que grande
parte do esgoto urbano no Brasil ndo é adequadamente tratado. Além disso, o descarte

inadequado de medicamentos também contribui para a contamina¢do ambiental.”

As percepcdes dos profissionais e estudantes da satde sobre a conscientizacdo da
populagdo refletem a importancia de acdes de educacdo em saude para aumentar o
conhecimento populacional sobre essa tematica, o que ¢ uma das responsabilidades dos
profissionais da satde. Desse modo, foi perguntado para os participantes da pesquisa se hé a
conscientizagdo da populacdo em geral sobre a presenca dos antibidticos na agua. Cerca de
97,2% das 143 respostas indicaram que ndo ha a conscientizacdo da populagdo. Em seguida,
foi questionado como era feita essa conscientizacdo, e nas 14 respostas a essa pergunta
observou-se que a maioria ndao soube citar exemplos ou nunca observou esse tipo de
conhecimento sendo transferido para a populagdo. Entre as respostas que afirmaram conhecer
a¢des de conscientizagdo, foi citado o Sistema Unico de Saude (SUS) e o Ministério da Saude,
didlogos em ambiente escolar, noticias em jornais sobre poluentes ambientais, educacgdo
continuada e exposicao de riscos, e por fim, o foco na resisténcia antimicrobiana, segundo as
percepcdes dos participantes.

Para pergunta “De que forma vocé acredita que a sua area de atuacdo pode contribuir

para minimizar o impacto ambiental dos antibidticos?”, as respostas que mais se destacaram
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foram a conscientizagdo da populacdo e dos profissionais da saude sobre a importancia da
prescricao e uso adequados, a educagdo em saude, a prescricdo consciente, o descarte correto e
a orientacdo ao paciente/tutor sobre a forma correta de administragdo da medicag¢do. Ainda,
resposta como o incentivo a alimentagdo adequada para melhoria do sistema imunolégico como

estratégia para reducdo do uso de antibidticos, este entre as percepgoes.

“Ao incentivar uma alimentag¢do saudavel e segura, o individuo fica menos susceptivel
as infecgoes, necessitando, portanto, utilizar menos antibioticos,

o que implicarda em um menor impacto ambiental.”

“Trabalhando com os estudantes de graduagdo de diferentes cursos da drea da saude e
também de areas afins (biologia, engenharia ambiental, florestal) a respeito dos riscos desse
impacto ambiental. Para o médico, que é prescritor, trabalhar os efeitos na saude em nivel
individual e coletivo/ambiental. Para a populagdo, devem ser também divulgados esses

impactos na saude individual e coletiva/ambiental.”

“Foco principal na gestdo responsavel, na prevencdo de doengas e no descarte adequado de
residuos utilizados nas tarefas realizadas no dia a dia, seja com a medica¢do ou com o

’

cuidado de feridas nos animais.’

“Acredito que as agoes e os projetos de extensdo voltados para o publico em geral, e
realizados de maneira continua, formam uma etapa crucial para levar as devidas
informagoes sobre o uso consciente dos antibioticos e seu impacto na minimiza¢do

de seus efeitos negativos ao meio ambiente. Além disso, as pesquisas e outros projetos
que enfatizem a abordagem "One Health" tém a sua importincia na educagdo

em saude, pois ampliam a percep¢do de que uso indevido dos antibioticos

pode influenciar na vida humana, animal e ambiental de forma simultdnea”.

“Prescrevendo menos, orientando o uso.”’

Com base nos resultados apresentados, as percepcdes dos participantes indicaram uma
realidade em que o conhecimento sobre as consequéncias do uso dos antibidticos ¢ restrito ao
ambiente académico, e a populagdo geral € pouco informada sobre essa tematica. As respostas

referentes a esse eixo demonstraram que o publico participante reconhece a importancia das
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acoes de cada profissao e as consequéncias existentes em cada decisdo, como a resisténcia aos
antibidticos pelo uso excessivo de medica¢des sem devida justificativa. Além disso, protocolos
e regulamentacdes que padronizem o uso de antibidticos sao pouco evidentes no Brasil, outro

fator que influencia diretamente as a¢des dos profissionais da saude.

5.3.6 Perspectivas de pesquisas sobre o impacto ambiental dos antibidticos

Os participantes finalizaram sua participagdo na pesquisa respondendo a pergunta
“Quais sugestdes vocé daria para futuras pesquisas sobre o impacto ambiental dos antibidticos
em organismos aquaticos?”’. No total, foram registradas 77 respostas, das quais houve destaque
para as propostas que vislumbram mensurar a quantidade de residuos de antibidticos
acumulados em seres aquaticos € no ser humano; a identificacdo de organismos
multirresistentes nos corpos d’agua que abastegam regides de produgdo animal; o estudo sobre
residuos de outras classes medicamentosas e as consequéncias para a saude; os prejuizos aos
ecossistemas aquaticos, como a extingdo de espécies nativas; maneiras de reverter os impactos
causados pela presenca dos antibidticos no ambiente aquatico, assim como estratégias de
remogdo dessa medicacdo; analisar as percepcdes da populacdo que utiliza os antibidticos
quanto as formas de descarte adequadas; e pesquisas que relacionem a contaminagdo do

ambiente com a existéncia de residuos na carcaca.

“Correlacionar a quantidade de antibiotico de uso mg/kg na produgdo com a
quantificagdo da presenca de antibioticos em diferentes etapas e presenga

1

na agua da fonte até a saida do dejeto ou efluente.’

“Tentar entender a forma que os medicamentos chegam de forma ndo prescrita
por um médico, muito pelo uso indevido de genéricos ou farmdcias que vendem
remédios de forma indiscriminada, pois elas espalham o comportamento

do uso cotidiano e sem cuidados dos remédios.”

“Explorar o conhecimento da populacdo geral, andlise dos ambientes aqudticos
da cidade e explorar como é feito o monitoramento do uso e descarte

’

de antibioticos na cidade e dentro da universidade.’

“Avaliar a presenca de residuos de ATB em organismos aqudticos vivos
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’

e nos comercializados em feiras, supermercados etc.’

As sugestdes propostas pelos participantes para novas pesquisas sinalizam a
necessidade de pesquisas que integrem diferentes areas de atuagdo com o objetivo de mitigar
problemas, como a contaminagdo dos ambientes aquaticos. A contamina¢ao dos ambientes
aquaticos ¢ parte de um desequilibrio que comega com a producdo de novos compostos
quimicos, o incentivo do mercado ao consumo de medicamentos sem prescricdo, a prescricao
incorreta por profissionais da satude e, sobretudo, ao saneamento deficitario do Brasil.

Diante dessa realidade, as perspectivas apresentadas pelos participantes podem ser
usadas para novos estudos que auxiliem na compreensdo dos impactos gerados pelos

antibidticos no ambiente aquatico.
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6. CONCLUSOES

A pesquisa trouxe dois olhares diante da diversidade de abordagens sobre o antibidtico
amoxicilina. O olhar laboratorial possibilitou o entendimento dos efeitos desse antibidtico a
espécies de diferentes niveis troficos a partir de alteragdes teciduais e hematologicas em
branquias de tilapia-do-Nilo como o encurtamento das lamelas secundérias e alteragdes no
eritrograma e leucograma, bem como a baixa interagdo do antibidtico com as dafnias, que
sobreviveram nas maiores concentragcdes experimentais.

O olhar sobre as percepcdes de profissionais e estudantes da area da saude permitiu
identificar o que ¢ conhecido e o que ainda ndo ¢ sobre o antibidtico amoxicilina por esse
publico, como a presenga e impactos desse farmaco no ambiente aquatico. O questiondrio,
além de coletar dados, também estimulou o pensamento critico sobre a tematica ao levar os
participantes a refletirem sua atuagdo/futura atuacdo e agdes comumente empregadas que
agravam a contaminagdo dos ambientes aquaticos e problemas como a resisténcia aos
antibidticos.

Desse modo, a pesquisa abre possibilidades para novos olhares acerca do antibidtico
amoxicilina, como a quantificacdo tecidual apos exposicdo, tanto do peixe quanto da dgua, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para estudo da bioacumulagdo. Ademais, pesquisas que
analisem as percepgdes do publico que consome o antibidtico para avaliagdo das lacunas no
conhecimento e direcionamento de estratégias de educagdao em saude podem mitigar a realidade
do uso dos antibidticos, descoberta que salvou milhdes de vidas, mas que pode afetar

negativamente milhdes de outras se usado de maneira incorreta.
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ANEXO A

Avaliacao do uso do antibiotico amoxicilina nos cursos da area da saude da

Universidade Federal de Vigosa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Voce esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa “Avaliacio do uso
do antibiotico amoxicilina nos cursos da area da satide da Universidade Federal de

Vicosa”.

A sua participagdo ¢ de extrema importancia para a realizacdo deste estudo. No entanto, a
qualquer momento, voc€ podera se recusar a responder as perguntas do questionario. Ao final
daleitura deste termo, e ap0s a leitura da declaracdo de participacdo, apresentada a seguir, sera
solicitado que vocé selecione a alternativa que melhor represente seu consentimento para

participar da pesquisa.

OBJETIVO: Compreender como o medicamento amoxicilina € usado por docentes, estudantes
com idade superior a 18 anos e corpo técnico-administrativo dos cursos Medicina Veterinaria,

Medicina, Enfermagem e Nutricdo.

JUSTIFICATIVA: A contaminagdo crescente de nascentes, rios, lagos e mares por
substancias que contaminam a agua, como antibioticos, agrotoxicos e substancias industriais,
evidencia a necessidade de pesquisas que avaliem os impactos reais desses compostos nos
ambientes aquaticos. Dessa forma, avaliar o conhecimento acerca do uso de antibidticos, nesse
caso a Amoxicilina, ¢ relevante, pois essa substancia ¢ amplamente utilizada no tratamento de
doencas humanas e de doengas em animais, além de estar entre os medicamentos mais vendidos

no mundo.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Vocé sera solicitado a preencher, de forma on-line, em
uma plataforma digital, um formulario composto por perguntas que caracterizam o uso da
amoxicilina, o entendimento sobre os impactos ambientais causados por essa medicacdo, e
como a drea de atuacdo pode contribuir para reduzi-los, respondendo questdes abertas, fechadas
e em escala numérica. O formulario coletara o seu e-mail como participante da pesquisa para

que vocé receba uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, assim como as
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respostas a este formulario, que também serdo enviadas automaticamente ao seu e-mail apos o
envio do formulario. Solicitamos também que salve uma copia deste documento em seu
computador, celular, fablet ou notebook, clicando neste link em azul descrito como "Baixar
TCLE" para download de uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que

consta também a assinatura do pesquisador responsavel (Baixar TCLE). Ao final da pesquisa

por intermédio do mesmo e-mail, vocé receberd os resultados da presente pesquisa, mas a
qualquer momento podera solicitar os resultados ao pesquisador responsavel. Este dado sera
tratado de forma sigilosa e sob nenhuma hipdtese serd divulgado. Para preenchimento do

formulario, estima-se um tempo de vinte minutos.

RISCOS E DESCONFORTOS: Os riscos envolvidos na pesquisa estdo relacionados a
possiveis desconfortos ou constrangimentos a vocé em responder as perguntas sobre o uso da
amoxicilina, como a frequéncia de utilizagdo desta para tratamento de doengas em animais,
assim como para tratamento de condigdes de saude que afetam ou afetaram a sua satde, bem
como demonstrar sua opinido acerca de perguntas que se relacionem diretamente com a sua
atuacdo dentrodauniversidade, pelo receio de divulgacdo dasrespostas, exposicao e vazamento
de dados, perda de confiabilidade e quebra de anonimato, riscos que sdo inerentes a pesquisa
realizada em ambiente on-line. Além disso, durante a leitura e resposta as perguntas propostas
para este estudo, vocé podera sentir-se estressado, cansado ou também envergonhado ou com
medo de responder ou podera sentir medo de ndo saber responder ou, ainda, receio de ser
identificado a partir de suas respostas. Também, as perguntas poderdo gerar estados negativos
a vocé, como ansiedade, culpa, raiva ou medo.

Para minimizar estes riscos, vocé podera visualizar todas as perguntas deste
questionario, no entanto, solicitamos a vocé que leia atentamente este TCLE assim como a
declaragcdo como participante antes de responder ao questionario. As perguntas do formulario
serdo feitas por meio de plataforma digital e ndao havera a identificacdo do seu nome, garantindo
0 anonimato na analise das respostas posteriormente pelo pesquisador. Nenhuma das perguntas
serd de resposta obrigatoria e elas poderdo ser visualizadas abaixo da declaragdo como
participante. Caso vocé sinta algum desconforto ou apresente mal-estar, vocé podera finalizar
a pesquisa clicando no botdo X que representa o encerramento de uma guia/aba/janela, tanto
em computadores quanto em celulares, tablets e notebooks. Esse botdo fica localizado em cada
guia/aba/janela individual e quando selecionado, realiza o fechamento daquela guia em
especifico. Outra op¢ao para encerramento da pesquisa € a selecdo do botdao X para fechamento

do navegador de internet, utilizado para abertura do formulério. Esse botdo se localiza no canto


https://drive.google.com/uc?export=download&id=19ZCNxhugSZCGlyjRiLvQX5v8rvSgzKXG
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superior direito da tela do seu computador, telefone, tablet ou notebook e ao selecionar, todas
as guias/abas/janelas serdo fechadas. Também, vocé poderd acessar este tutorial de como
encerrar a pesquisa clicando no link descrito como “Encerrar a pesquisa” em azul (Encerrar a
pesquisa). Ainda, vocé podera entrar em contato com o pesquisador responsavel para
esclarecimento de duvidas a qualquer momento.

Serdo necessarios aproximadamente vinte minutos para que vocé responda a esta
pesquisa e ndo haverd aidentificacdo do seu nome, garantindo, posteriormente, o anonimato na
analise das respostas pelo pesquisador. Além disso, para minimizar riscos de vazamento de
dados, associados a pesquisa on-line, somente o pesquisador responsavel terd acesso a
plataforma on-line e utilizara de seu e-mail institucional para acessa-la. O computador onde
serdo digitalizados os dados possui ferramentas de monitoragdo e controle de acesso, senha e
ferramentas de prote¢do dos dados. Ao final da pesquisa, serd feito o download de todos os
dados coletados para o dispositivo eletronico local, pertencente ao pesquisador responsavel, e
qualquer registro de qualquer plataforma virtual, ambiente compartilhado ou "nuvem" sera
apagado.

Por fim, serd garantida a plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem necessidade de aviso prévio. A qualquer
momento vocé poderd fechar este formuldrio e automaticamente deixara de participar da
pesquisa. Para isso, vocé podera encerrar a guia/aba/janela ou o navegador de internet, como
foi descrito anteriormente. Vocé nao terda nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, diante de eventuais danos, identificados e comprovados, decorrentes
da pesquisa, vocé tem assegurado o direito a indenizacao. A sua participagdo ¢ voluntaria ¢ a
recusa em participar nao acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma como que
voceé ¢ atendido(a) pelo pesquisador. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando
finalizada e a qualquer momento vocé podera entrar em contato com o pesquisador responsavel.

A divulgag¢dao da pesquisa foi feita nos Departamento de Veterinaria, Medicina e
Enfermagem, e Nutri¢do e Satde e, previamente a realizagdo dessa, foisolicitada a autorizagao
do chefe de departamento para divulgacdo e convite aos alunos com idade superior a dezoito
anos, docentes ¢ corpo técnico-administrativo. Vocé poderd ter recebido o convite para
participacdo dessa pesquisa através do seu e-mail institucional, visto que os convites foram
encaminhados pela secretaria do seu departamento. A fim de reduzir os riscos de vazamento de
dados e quebra de sigilo, os convites foram enviados utilizando-se lista oculta, de forma que
dados como e-mail, nome e telefone ndo estardo disponiveis aos demais convidados. Essa

solicitacdo foi feita as secretarias dos departamentos previamente a divulgacdo da pesquisa.


https://drive.google.com/file/d/1pdL7Oeyhk_Nu-Ar8BWNpu64a0j1SjU7H/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1pdL7Oeyhk_Nu-Ar8BWNpu64a0j1SjU7H/view?usp=sharing
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Caso seja necessario o pesquisador responsavel ter acesso a lista de e-mails sera apresentado o
Termo de Sigilo e Confiabilidade as secretarias/chefias dos departamentos, de forma que vocé

continuara assegurado sobre seus direitos dentro dessa pesquisa.

BENEFICIOS: A pesquisa contribuira para conscientizagio sobre o impacto da presenga de
antibidticos, como a amoxicilina, no ambiente aquatico, pelo do uso indiscriminado dessa
medicacado, e assim, a partir da analise das respostas ao formulario, sera produzida uma cartilha
ilustrada constituindo-se em beneficio a sociedade, visto a divulgacao de dados que contribuirdo

para acoes de educagdo e conscientizacao sobre a importancia da preservacao do ambiente.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Todas as informagoes coletadas neste estudo sao
estritamente confidenciais. Somente o pesquisador responsavel terda acesso aos dados.
Informagdes confidenciais como e-mail ndo serdo divulgadas, sob nenhuma hipdtese. Os
demais dados serdo avaliados de forma comparativa, para escrita futura de uma cartilha
ilustrada que serd enviada aos participantes da pesquisa como um retorno dos resultados
encontrados. Dessa forma, os dados serdo arquivados durante cinco anos em armazenamento
externo, pertencente ao professor responsavel pela pesquisa, e apds esse tempo, serdo
destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e
confidencialidade, atendendo a legislacdao brasileira, em especial a Resolugdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude, e utilizardo as informagdes somente para fins académicos e

cientificos.

IMPORTANTE: Solicitamos a vocé que salve uma coOpia deste documento em seu
computador, celular, fablet ou notebook, clicando neste link em azul descrito como "Baixar
TCLE", para download de uma copia deste Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Baixar TCLE). Ressaltamos a vocé a importancia de guardar uma copia deste

termo, uma vez que este documento descreve seus direitos como participante, assim como 0s
procedimentos aos quais vocé sera submetido para participagdo nesta pesquisa, além do
esclarecimento dos riscos, beneficios e informagdes descritivas da pesquisa.

Agradecemos sua participacao!


https://drive.google.com/uc?export=download&id=19ZCNxhugSZCGlyjRiLvQX5v8rvSgzKXG
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Nome do Pesquisador Responsavel: Professor Laércio dos Anjos Benjamin

Endereco: Departamento de Veterinaria, Universidade Federal de Vigosa. Bela Vista, 36570-
900 Vicosa, MG - Brasil.

Telefone: (31) 3612-5651

Email: laercio@ufv.br

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, vocé€ podera
consultar:

CEP/UFV - Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Endereco: Universidade Federal de Vicosa, Edificio Arthur Bernardes - subsolo, Av. PH Rolfs,
s/n - Campus Universitario, 36570-900 Vigosa, MG - Brasil.

Telefone: (31) 3612-2316

Email: cep@ufv.br www.cep.ufv.br

Declaracio como participante:

Declaro que li as informagdes presentes no Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e fui informado(a) dos objetivos da pesquisa “Avaliacio do uso do
antibidtico amoxicilina nos cursos da area da saude da Universidade Federal de Vicosa”,
dos procedimentos a serem utilizados para realizagdo da pesquisa, assim como TiScos,
desconfortos e custos ou indeniza¢des a minha participagdo de maneira clara e detalhada, e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes pelo

e-mail laercio@ufv.br ou pelo telefone(31) 3612-5651, e que a qualquer momento posso retirar

meu consentimento, sem qualquer penalidade, e modificar minha decisao de participar se assim
desejar.

Ao selecionar uma das opgdes a seguir, declaro que estou ciente detodasas informagdoes
descritas e que poderei consultar o pesquisador responsavel, identificado anteriormente, ou o
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa,
localizado na Universidade Federal de Vigosa, Edificio Arthur Bernardes, subsolo, Av. PH
Rolfs, s/n - Campus Universitario, Vigosa/MG CEP:36570-900, e-mail: cep@ufv.br, telefone:
(31) 3612-2316, no horario de segunda a sexta-feira de 08:00 as 12:00.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publicagdes cientificas, desde que meus dados pessoais nao sejam

mencionados.


http://www.cep.ufv.br/
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1. Vinculo com a Universidade Federal de Vicosa:

() Estudante de graduagao

() Estudante de pos-graduagao

() Docente

() Corpo técnico-administrativo

() Residente

() Outro:

2. Se for estudante de graduacio, esta cursando qual periodo?

(Resposta aberta)

3. Se for estudante de pos-graduacio, esta no mestrado ou doutorado?

(Resposta aberta)

4. Se for servidor técnico-administrativo, qual a sua area de atuacio?

(Resposta aberta)

5. Qual departamento da universidade possui vinculo?
() Departamento de Veterinaria (DVT-UFV)

() Departamento de Medicina e Enfermagem (DEM-UFV)
() Departamento de Nutri¢ao e Satde (DNS-UFV)

() Outro:

6. Vocé ja utilizou o antibiotico amoxicilina para tratar de alguma condicio que afetasse
a sua saude?

() Sim

() Nao

7. Com que frequéncia vocé utilizou o antibidtico amoxicilina para tratamento de alguma
condicdo que afetasse a sua satude?

(Resposta aberta)

8. Quais outros medicamentos vocé ja utilizou para tratar de alguma condicio que
afetasse a sua saude?

(Resposta aberta)
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9. Com que frequéncia vocé prescreve o antibiotico amoxicilina? Caso nido prescreva,
marque “Nao se aplica”. (Escala de 1 a 5, sendo 1 muito pouco e 5 bastante).

Ol (O)2 ()3 ()4 ()5 ()Naoseaplica

10. Quais outros antibidticos vocé prescreve? Caso nao prescreva, favor responder “Nao
se aplica”.

(Resposta aberta)

11. Durante suas atividades enquanto estudantes (disciplinas, estagios, projetos de
extensao e de iniciacdo cientifica), docentes ou servidores técnico-administrativos ha
preocupac¢io quanto ao uso indiscriminado de antibioticos?

() Sim

() Nao

12. Se sim, como essa questao é abordada?

(Resposta aberta)

13. Vocé conhece efeitos da presenca de antibioticos no ambiente aquatico?

(Resposta aberta)

14. O termo Contaminante Emergente é familiar a vocé?
() Sim
() Nao

15. Dentre as opc¢des a seguir, qual(quais) vocé considera como rotas de chegada dos
antibidticos no ambiente aquatico?

() Sistemas de esgoto

() Descarte incorreto de medicacdes

() Ciclo da 4gua

() Urbanizagao

() Nenhuma das alternativas



96

16. Dentre as alternativas a seguir, qual (quais) poderia(m) ser a(s) consequéncia(s) da
presenca dos antibidticos no ambiente aquatico?

() Alteragdes na organizacao das populagdes do ecossistema

() Resisténcia aos antimicrobianos

() Danos aos organismos aquaticos

() Acumulagdo em diferentes espécies de um mesmo ambiente

() Nenhuma das alternativas

17. Na sua opinido, quais os principais riscos da presenc¢a de antibioticos no ambiente
aquatico (rios, lagos e mares) para a saide humana?

(Resposta aberta)

18. Na sua formacao ou atuacao, o uso de antibidticos de maneira indiscriminada ¢ uma
preocupacio?

() Sim

() Nao

19. Vocé conhece algum protocolo que regulamenta o uso?
() Sim
() Nao

20. Vocé conhece algum protocolo que regulamenta o uso?
() Sim
() Nao

21. Vocé conhece alguma regulamentacio que normatiza o uso de antibioticos e a presenca
de concentracdes desses medicamentos na agua?

() Sim

() Nao

22. Quais cuidados devem ser considerados para evitar a resisténcia microbiana aos
antibioticos?

(Resposta aberta)
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23. Como a prescricao indiscriminada pode contribuir para a presenca de antibiéticos no
ambiente aquatico?

(Resposta aberta)

24. Para vocé ha conscientizacdo da populacio em geral sobre a presenca de
contaminantes na agua?

() Sim

() Nao

25. Se sim, como essa conscientizacao é feita?

(Resposta aberta)

26.De que forma vocé acredita que a sua area de atuacio pode contribuir para minimizar
o impacto ambiental dos antibidticos?

(Resposta aberta)

27. Quais sugestoes vocé daria para futuras pesquisas sobre o impacto ambiental dos
antibidticos em organismos aquaticos?

(Resposta aberta)



