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RESUMO 
 

Estudos apontam que fármacos estão sendo levados para os oceanos, 

onde não há um tratamento adequado para este fim, acarretando contaminação 

e toxicidade aos organismos aquáticos. O presente estudo avaliou a taxa de 

sobrevivência e a taxa de desenvolvimento embriolarval Anormal, após 

exposição ao fármaco Losartana, um anti-hipertensivo, e ao fármaco 

Diclofenaco, um anti-inflamatório não esteroidal (AINES), além de sua mistura 

entre seus compostos. Foram realizados ensaio de toxicidade Aguda para 

Artemia salina e de toxicidade Crônica empregando-se embriões de ouriço-do-

mar (Echinometra lucunter). Os organismos foram expostos aos fármacos 

isolados a diferentes concentrações: 1,56 mg/L; 3,12 mg/L; 6,25 mg/L; 12,5 

mg/L; 25 mg/L; 50 mg/L e 100 mg/L, e a sua mistura nas concentrações: 0,78 

mg/L; 1,56 mg/L; 3,12 mg/L; 6,25mg/L; 12,5 mg/L; 25 mg/L e 50 mg/L. O 

resultado obtido no ensaio de toxicidade Aguda não evidenciou toxicidade aos 

organismos expostos. O resultado obtido no ensaio de toxicidade Crônica com a 

Losartana não apresentou toxicidade aos embriões de ouriço-do-mar, em 

contrapartida o Diclofenaco isolado apresentou toxicidade Crônica em CENO= 

6,25mg/L, CEO= 12,5 mg/L e CI50= 62,15 mg/L. O resultado obtido com 

embriões expostos à mistura da Losartana e o Diclofenaco, evidenciou 

toxicidade Crônica em CENO= 6,25 mg/L e CEO=12,5 mg/L, não sendo possível 

evidenciar a CI50. 

 

 

Palavras-chave: Diclofenaco; Losartana; Misturas; Toxicidade; Organismos 

aquáticos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

ABSTRACT 
 

Biological effects caused by the drugs Losartan, Diclofenac and their  
 

Studies show that drugs are being taken to the oceans, where there is no 

adequate treatment for this purpose, causing contamination and toxicity to 

aquatic organisms. The present study evaluated the survival rate and the 

Abnormal embryolarval development rate, after exposure to the drug Losartan, 

an antihypertensive drug, and the drug Diclofenac, a non-steroidal anti-

inflammatory drug (NSAID), in addition to its mixture among its compounds. 

Acute toxicity tests for Artemia salina and Chronic toxicity were carried out using 

embryos of sea urchin (Echinometra lucunter). Organisms were exposed to 

isolated drugs at different concentrations: 1.56 mg/L; 3.12 mg/L; 6.25 mg/L; 12.5 

mg/L; 25 mg/L; 50 mg/L and 100 mg/L, and their mixture at concentrations: 0.78 

mg/L; 1.56 mg/L; 3.12 mg/L; 6.25mg/L; 12.5 mg/L; 25 mg/L and 50 mg/L. The 

result obtained in the Acute toxicity test did not show toxicity to the exposed 

organisms. The result obtained in the Chronic toxicity test with Losartan did not 

show toxicity to sea urchin embryos, in contrast, the isolated Diclofenac showed 

Chronic toxicity at CENO = 6.25mg/L, CEO = 12.5 mg/L and IC50 = 62.15 mg/L. 

The result obtained with embryos exposed to the mixture of Losartan and 

Diclofenac, showed Chronic toxicity at CENO= 6.25 mg/L and CEO=12.5 mg/L, 

not being possible to show the IC50. 

 

 

Keywords: Diclofenac. Losartan. Mixtures. Toxicity. Coastal organisms. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

As concentrações de fármacos encontradas em águas do oceano, 

abrangem vários fatores, por meio de indústrias farmacêuticas, drogarias (VAN, 

2011; GUTPERLET et al., 2015), (Figura 1) resíduos químicos, aterros sanitários, 

esgotos clandestinos (AASAWARI e UMESH, 2019; PEREIRA et al., 2016; AL, 

2012), descargas de efluentes domésticos, estações de tratamento de esgoto, 

águas superficiais e sedimento (FENT et al., 2006; SANGION e GRAMATICA, 

2016; COMBER et al., 2018; LOLIC et al., 2015). Apresentando elevada 

dispersão no oceano, são absorvidos pelo meio aquático (PEREIRA et al., 2016; 

BOROVA et al., 2014), causando efeitos adversos ao ecossistema 

(FURHACKER, 2008; SALGOT, 2006; TERNES, 2007).  

 

                                                                   

 

 

                                                                

 

 

                                                                              

    

 

    

 

 

 

 
Figura1.  Origem e destino dos fármacos. (Adaptada pelo autor) 

Fonte: VAN, 2011; GUTPERLET et al., 2015; AASAWARI e UMESH, 2019; PEREIRA et al., 
2016; FENT et al., 2006; SANGION e GRAMATICA, 2016; COMBER et al., 2018; LOLIC et al., 

2015. 

 

Os fármacos encontrados no oceano, são transferidos de um nível 

biológico a outro (GEISSEN et al., 2015), podendo sofrer biotransformação de 

maneira incompleta, gerando redução ou aumento na atividade biológica de seu 

Indústria Farmacêutica Drogaria 

Resíduos Químicos Medicamento Vencido 

Aterros Sanitários Efluentes Domésticos  

Águas Superficiais  

Estações de Tratamento de Esgoto 
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Sedimentos 
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composto (KUMMERER, 2008). Seus riscos e efeitos no meio ambiente vem 

aumentando, sendo fontes de contaminação (SOUZA, 2009; ZHANG et al., 

2017). 

Para minimizar os agravantes de contaminação no meio ambiente, 

legislações de âmbito nacional e estadual foram implementadas, como 

referência a Lei Estadual nº13039/2001 (BRASIL, 2001), visa laboratórios 

produtores, em assumirem a responsabilidade da destinação adequada a 

medicamentos com prazo de validade vencido (ANVISA, 2004), de acordo com 

o Plano de Gerenciamento de Resíduos de Serviço de Saúde - PGRSS 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). 

Em âmbito internacional, pode-se citar o sistema integrado europeu sobre 

o registro, avaliação, autorização e restrição de substâncias químicas: REACH, 

classificadas de acordo com os resultados pontuais de toxicidade, através da 

diretiva 93/67/CEE-Conselho da Comunidade Europeia (CEC, 1996), o qual 

classifica as substâncias químicas, em classes diferentes (Extremamente tóxico, 

muito tóxico, tóxico, nocivo e não tóxico), com base na diretiva 93/67/CEE. Em 

outros países, a lista internacional da União Europeia (EU 2015/495), (Comissão 

Europeia), demonstra crescimento de emissários de estações de tratamento de 

águas residuais, onde se concentram as águas internacionais e costeiras, que 

necessitam de tratamento abrangente (FENET et al., 2014). 

Em setembro de 2010, o parlamento europeu aprovou alterações à 

legislação sobre farmacovigilância, estendendo a ecofarmacovigilância, através 

da diretiva 2001/83 e do Regulamento 726/2004 (DAUGHTON e RUHOY, 2008), 

em relação a extensão da exposição ao medicamento, em humanos e espécies 

animais, obtendo informações físico-químicas, propriedades farmacológicas e 

toxicológicas da substância (SILVA, 2011; VELO e MORETI, 2010). 

Ensaios ecotoxicológicos foram realizados em laboratório, baseados na 

ecotoxicologia, que busca entender o efeito das substâncias deixadas pelo 

homem no sistema aquático, e que refletem nas espécies, determinando efeitos 

deletérios de agentes físicos e químicos (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). 

Podendo variar devido a fatores ambientais, como temperatura, tipo de 

substrato, salinidade e pressão (TANAKA, 2002; LAITANO, 2013), utilizando 

organismos marinhos como bioindicadores, que são utilizados para fornecer 

respostas na mudança fisiológica e ecológica (SUAREZ et al., 2015), verificando 
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crescimento, reprodução e mortalidade (NACCI et al., 1986; GONZALEZ et al., 

2017b).   

Foram utilizadas duas substâncias para o ensaio de toxicidade do 

presente estudo, sendo descritas como Losartana e o Diclofenaco, representam 

suas características físico-químicas na tabela 1, através do nome do composto, 

abreviação, número de identificação da substância química (CAS), estrutura, 

coeficiente de participação octanol-água (Log Kow), e fórmula química. Os 

fármacos foram selecionados para o ensaio de toxicidade do efeito agudo, em 

testes com Artemia salina, e para o ensaio de toxicidade do efeito crônico, 

realizado com ouriço-do-mar.  

 

Tabela 1. Características físico-químicas dos fármacos Losartana e Diclofenaco. 

 

Nome 

 

Abreviação 

Cas 

number 

 

Estrutura 

 Log 

 Kow 

  

Fórmula Química 

Losartana LOS 124750-

99-8 

 

2,84  C22H22CIkN6O 

Diclofenaco DCF 15307-

79-6 

 

4,51  C14H10Cl2NO2.Na 

Fonte: Adaptado pelo autor (SILVA et al., 2018; MALACHIAS et al., 2016; GODOY et al., 2015; 
LAURENCE et al., 2012; FONTES, 2016; SOUZA, 2014). 

 

Um dos compostos utilizados no ensaio de toxicidade, o fármaco 

losartana, indicado para tratamento da hipertensão arterial sistêmica (HAS), atua 

em humanos bloqueando o canal de cálcio, são vasodilatadores diretos, 

bloqueando o receptor AT1 de angiotensina II (SILVA et al., 2018; MALACHIAS 

et al., 2016). No meio ambiente em águas superficiais, tem baixo potencial para 

se ligar ao iodo das estações de tratamento de esgoto, devido ser um ácido fraco, 

que não dissocia completamente seus íons nas águas (GODOY et al., 2015). 

A ocorrência de concentrações da losartana nos oceanos, tem sido 

reportada em diversos países (BERSUSA et al., 2010), como demonstrado na 

tabela 2. 
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Tabela 2. Concentrações encontradas em águas marinhas do fármaco Losartana. 

País Concentração Matriz ambiental Referência 

Brasil 0,032 µg/L Águas costeiras PEREIRA et al., 2016. 

Espanha  0,62 µg/L Mar mediterrâneo GROS et al., 2017. 

Índia 2500 µg/L Próximo a fábricas LARSSON, 2007. 

Portugal  0,91 µg/L Próximo a hospital  SANTOS et al., 2013. 

Costa Espanhola 0,62 µg/L Águas superficiais HUERTA et al., 2011. 

Alemanha 0,000333 µg/L Efluentes GURKE, 2015. 

Suécia 0,98 µg/L Efluentes GROS et al., 2017. 

 

Estudos abordam, efeitos de toxicidade a exposição de concentrações do 

fármaco losartana em espécies aquáticas, como demonstrado na tabela 3. 

 

Tabela 3. Efeitos de toxicidade em espécies aquáticas a exposição da losartana. 

Espécie Concentração Efeito Referência 

Lenna minor 63,9 mg/L CE50 GODOY, 2015. 
Pimephales promelas 1000 mg/L CE50 FDA, 2001. 
Oncorhynchus mykiss 929 mg/L=96h CL50 FDA, 2001. 
Lytechinus variegatus 50 mg/L CENO YAMAMOTO, 2014. 
Lytechinus variegatus 70 mg/L CEO YAMAMOTO, 2014. 
Mexilhão Perna perna 50 mg/L CENO CORTEZ, 2018. 
Mexilhão Perna perna 75 mg/L CEO CORTEZ, 2018. 
Mexilhão Perna perna 84,6 mg/L CI50 CORTEZ, 2018. 

 

Outro composto utilizado no ensaio, é o fármaco diclofenaco, um anti-

inflamatório não esteroidal (AINES), inibidor da COX (ciclo-oxigenase) 1 e 2, 

inibindo deste modo a produção de prostaglandina e tromboxano, responsáveis 

por fatores fisiológicos na manutenção do organismo (LAURENCE et al., 2012). 

Quando exposto a luz solar se decompõe rapidamente, originando compostos 

como 2-cloroanilina, 2,6-dicloroanilina, 2,6-diclorofenol (BARTELS e 

TUMPLING, 2007), originando reações de oxidação. Encontrado no oceano em 

sua forma original e como metabólito 3’-OH-DCF e 4’-OH-DCF, por meio da 

metabolização humana (VIENO e SILLAMPAA, 2014), resultam em radicais 

hidroxilo, capaz de gerar processos oxidativos em espécies marinhas (SCHMITT 

et al., 2007).  

Demonstram ocorrência de suas concentrações (Tabela 4), em matrizes 

ambientais de diversos países (CARVALHO et al., 2009; LEE et al., 2005). 
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Tabela 4. Concentrações encontradas em águas marinhas do fármaco Diclofenaco. 

País  Concentração Matriz ambiental Referência 

Brasil 
Alemanha 

0,194 µg/L 
2 µg/L 

Águas costeiras 
Águas superficiais 

PEREIRA et al., 2016. 
BARTELS e TUMPLING, 2007 

França 1,5 µg/L Mar mediterrâneo TOGOLA e BUDZENSKI, 
2008.  

Grécia 0,016 µg/L Mar mediterrâneo  ALYGIZAKIS et al., 2016. 
Irlanda  0,016 µg/L Águas marinhas MCENEFF et al., 2014. 
Portugal 0,031 µg/L Estuário do Arade GONZALEZ et al., 2015. 
Canadá 1,5 µg/L Efluentes LEE et al., 2005. 
Espanha 0,031 µg/L Mar mediterrâneo GROS et al., 2012; BIEL et al., 

2018. 
Cingapura 0,003 µg/L Águas marinhas RODRIGUES, 2013; BAYEN 

et al., 2013. 
Taiwan 0,053 µg/L Águas marinhas FANG et al., 2012. 
Reino Unido 0,195 µg/L Estuário THOMAS e HILTON, 2004; 

NEBOT et al., 2007. 
Suiça 2,4 µg/L Estação de 

Tratamento 
GONZALEZ et al., 2017a. 

 

Estudos abordam, efeitos de toxicidade em espécies aquáticas, quando 

expostos a concentrações do fármaco diclofenaco, demonstrado na tabela 5. 

 

Tabela 5. Efeitos de toxicidade em espécies aquáticas a exposição do Diclofenaco. 

Espécie Concentração Efeito Referência 

Mytillus spp 1000 µg/L Redução de enzimas 
antioxidantes; 
Danos em DNA. 

ERICSON et al., 
2010; SCHIMIDT et 
al., 2011, 2013; 
RIBAS et al., 2016. 
 

Mytillus 
galloprovincialis 

0,25 a 25 µg/L Alterações imunológicas; 
Efeitos genotóxicos; 
Indução de enzimas 
oxidantes; Peroxidação 
lipídica; Bioacumulação; 
Granulócitos; Fagocitose; 
Variação de genes na 
renovação celular. 
 

MEZZELLANI et 
al., 2018; 
ERICKSON et al., 
2010; GONZALEZ 
e BEBIANO 2011; 
2012;2014; 
MEZZELANI, 
2016a. 

Mytillus 
galloprovincialis 

1000 µg/L Estresse oxidativo; 
Ativação de respostas 
imunes; Desequilíbrio 
energético, impactando 
no crescimento e 
reprodução. 
 

SCHIMIDT et al., 
2011, 2013; 
ERICSON et al., 
2010. 

Oncohynchus mykiss 100 a 500 µg/L  Alterações citológicas em 
fígado e rim. 
 

TRIEBSKORN, 
2004. 

Truta marrom ≥ 10 µg/L 
 

Lesões em brânquias, 
fígado e rim. 
 

SCHWARZ, et al., 
2017. 

Truta marrom ≥ 100 µg/L CL50 ERICSSON, 2010; 
SCHIMIDT et al., 
2013. 
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Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar em laboratório 

concentrações de compostos, por meio de ensaios de toxicidade, na verificação 

da toxicidade aguda e crônica dos fármacos Losartana e Diclofenaco, isolados e 

em combinação. Utilizando como ferramentas, expressões de toxidade em 

CENO, CEO, CI50 e CL50 aos organismos expostos. Para que os resultados, 

sirvam de contribuição em estudos futuros, no esforço em diminuir os compostos 

farmacêuticos do oceano. 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 DILUIÇÕES 

 

As diluições utilizadas nos ensaios de toxicidade Aguda e Crônica, foram 

preparadas pouco antes do início do teste, em balões volumétricos (Figura 2), 

pesado em balança analítica, devidamente calibrada, a pesagem de 0,01g de 

cada substância-teste, diluídas em 100 mL de água. Utilizado 0,05 mL de DMSO 

(Dimetilsulfóxido), para a diluição dos fármacos. 

Com o auxílio de pipetas automática (Figura 2), para colocação do 

fármaco losartana e diclofenaco, nos tubos de ensaio e em suas réplicas. Foram 

utilizadas diluições com fator 2, gerando as concentrações: 1,56; 3,12; 6,25; 

12,50; 25; 50 e 100 (mg/L), completando com água até o volume final de 10 mL 

em cada tubo, utilizando 3 réplicas para cada uma das sete concentrações 

apontadas. 

 

        

Figura 2. Materiais utilizados nos ensaios para avaliação de toxicidade Aguda e Crônica. 



7 

 

 

Na concentração da mistura entre a losartana e o diclofenaco, utilizou a 

seguinte concentração para cada fármaco: 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 

(mg/L), completando com água até o volume final de 10 mL.  

Os fármacos utilizados foram disponibilizados pelo Laboratório de 

Ecotoxicologia Prof. Caetano Belliboni na Universidade Santa Cecília (Unisanta), 

ambos do laboratório Sigma-Alorich. 

As concentrações foram baseadas em estudos prévios, realizados em 

laboratório e não publicados, bem como a Diretiva 93/67/CEE internacional 

(CEE-Conselho da Comunidade Europeia), retificada no regulamento (CE) nº 

1907/2006, através de critérios de identificação de substâncias persistentes e 

bioacumuláveis em organismos marinhos, que estabelece avaliação dos riscos 

potenciais do fármaco no ambiente, previsto da superfície na água em 

concentrações na ordem de 0,01 mg/L (DIRETIVA, 2006). Utilizando expressões 

de toxicidade em CENO (Concentração de Efeito Não Observado), CEO 

(Concentração de Efeito Observado), CL50 (Concentração Letal a 50% dos 

organismos) e CI50 (Concentração Inibitória Média a 50% dos organismos). 

 

2.2 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA 

 

Utilizado o microcrustáceo Artemia salina (Crustacea: Brachiopoda), 

(Figura 3), no ensaio de toxidade aguda, devido sua praticidade em manuseio 

(FERREIRA et al., 2000), e por possuir padrões de protocolos estabelecidos pela 

ABNT NBR 16530:09/2016.  

 

 

Figura 3. Artemia salina. 
Fonte: https://aquaculture.ugent.be/x-files/larvi01/img/artemia.jpg. 

 

Para a realização do ensaio, utilizou a água do mar de Santos-SP, 

passando por autoclave e filtrada em membrana de celulose com porosidade de 

https://aquaculture.ugent.be/x-files/larvi01/img/artemia.jpg


8 

 

 

0,45 μm, utilizada para a diluição dos fármacos e manuseio dos cistos. Os cistos 

desidratados foram disponibilizados pelo Núcleo de Estudos sobre Poluição e 

Ecotoxicologia Aquática (NEPEA), do Instituto de Biociências da Unesp, 

localizado no município de São Vicente-SP. 

Para a eclosão dos cistos de Artemia salina, e a obtenção dos náuplios, 

foram adicionados cerca de 0,5 g/L de ovos dos cistos, adicionados a 150 mL de 

hipoclorito e a 100 mL de água, em 1 litro de água do mar aerada, a salinidade 

de 30 a 36 (g/L), incubado o frasco em temperatura 25±2ºC, por um período de 

24 horas na ausência de luz, ausente de alimentação. 

As vidrarias utilizadas foram lavadas antes do uso com ácido nítrico a 

10%, água potável e água destilada, para retirar qualquer resíduo que possa 

haver, seguindo as condições de parâmetros físico-químicos iniciais, através do 

controle (pH 7,54; Oxigênio Dissolvido 7,52mg/L; salinidade 34 g/L e temperatura 

25±2), e finais (pH 7,67; Oxigênio Dissolvido 3,86 mg/L; salinidade 34 g/L e 

temperatura 25±2). 

As concentrações dos fármacos losartana, diclofenaco e suas misturas, 

foram expostas aos náuplios após 24 horas de sua eclosão, utilizando 10 

náuplios em cada concentração, durante o período de exposição por 48 horas. 

O resultado foi expresso como a concentração da amostra que causa a morte 

em 50% do organismo-teste, no período de 48 horas (CL50 - 48h).  

O parâmetro estabelecido como ponto final de observação do efeito tóxico 

agudo, foi a morte da Artemia salina, analisadas em microscópio estereoscópico, 

os náuplios mortos e vivos, em cada réplica, de cada concentração. (VEIGA e 

VITAL, 2002; ABNT, 2016; MEYER et al., 1982). 

 

2.3 ENSAIO DE TOXICIDADE CRÔNICA 

 

Conhecido na costa brasileira, o ouriço-do-mar (Echinodermata: 

Echinoidea), (Figura 4), da espécie Echinometra lucunter, encontrado em águas 

tropicais no oceano Atlântico, apresenta espinhos resistentes e coloração negra, 

característica de grande importância ecológica para o ecossistema, por ser uma 

ferramenta para a ecotoxicologia utilizado em ensaios de toxicidade, possui 

padrões de protocolos estabelecido, conforme ABNT (2012), (SANTOS e 

FLAMMANG, 2005; TAVARES, 2004).  
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Figura 4. ouriço-do-mar. 
Fonte: SCIANI et al., 2011. 

 
 

Os organismos foram coletados na Ilha das Palmas (Guarujá, São Paulo), 

através de mergulho livre, após a coleta foram acondicionados em caixas 

isotérmicas, em seguida levados ao Laboratório de Ecotoxicologia Prof. Caetano 

Belliboni na Universidade Santa Cecília (Unisanta), onde foram mantidos em 

tanques com aeração constante em água do mar, em condições controladas até 

o início do ensaio. 

A carta controle de sensibilidade do organismo-teste (ouriço-do-mar), se 

encontra em anexo, referente aos 15 indivíduos do organismo utilizado no 

período de execução do presente estudo. O ensaio foi realizado de acordo com 

as normas estabelecidas pela . 

Para a realização do ensaio de toxicidade crônica, foram medidas as 

condições de parâmetros físico-químicos, iniciais do controle (pH 8,35; Oxigênio 

Dissolvido 5,67 mg/L; salinidade 35 g/L e temperatura 21,8±2), e finais (pH 7,91; 

Oxigênio Dissolvido 4,12 mg/L; salinidade 36 g/L e temperatura 25±2). 

Para a realização do ensaio de toxicidade, os organismos foram 

estimulados através da aplicação de impulsos elétricos de 35V, e quando não 

liberado os gametas, injetado 2,5 mL de cloreto de potássio (KCl) a 0,5 mol, para 

estimular a liberação. Sendo os gametas femininos amarelo-alaranjados, e os 

masculinos brancos. Para a coleta dos óvulos, as fêmeas foram apoiadas com a 

superfície aboral voltada para baixo, em um recipiente menor que o seu 

diâmetro, com água de diluição a temperatura do ensaio. Os espermatozoides 

foram coletados com auxílio de uma pipeta automática de ponta fina, 

acondicionados em um béquer seco, envolto com gelo. 

 Para a fecundação preparada uma solução na proporção de 0,5 mL de 

espermatozoide, para 25 mL de água de diluição. Esta solução foi misturada de 

modo a proporcionar a dissolução de possíveis grumos. Em seguida 



10 

 

 

acrescentado volume de 1 mL da solução de esperma ao recipiente, contendo 

os óvulos, aguardando 10 minutos com leve agitação. 

Após esse período, três sub amostras de 10 μl da solução, foram 

colocadas em uma lâmina de Sedgwick-Rafter, para contagem e cálculo da 

porcentagem de fecundação (mínimo de 80% de óvulos fecundados para 

utilização no ensaio). Para a utilização nos ensaios, os óvulos se encontraram 

redondos, lisos e de tamanho homogêneo. 

Utilizou-se água reconstituída no ensaio, a mistura de sal comercial da 

marca Coral Pro salt (Red Sea®), filtrada em membrana de celulose Millipore®, 

com porosidade de 0,45 µm, para a utilização no ensaio com os fármacos e 

manuseio dos gametas, em seguida distribuídos 60 µL dos óvulos recém 

fecundados, uma base de 300 ovos em cada tubo de ensaio, para cada 

concentração e suas réplicas.  

Após o período de exposição a 42 horas, em câmara de cultivo do 

organismo, com temperatura a 26ºC±2, retirada 10 µl do controle e verificado se 

pelo menos 80% das larvas atingiram o estágio pluteus, a critério de 

aceitabilidade do ensaio. Após completar o período de exposição, o experimento 

foi encerrado com 0,5 mL de formol tamponado, com bórax em cada réplica.  

A contagem dos primeiros 100 embriões, seguiu analisada em 

microscópio, utilizando lâmina Sedgewick-Rafter, para observação do grau de 

desenvolvimento, através de seu aspecto morfológico. Os embriões que 

atingiram seu estágio de larva pluteus desenvolvidos, foram considerados 

normais, verificado através do comprimento dos bastonetes esqueléticos, e 

aqueles que apresentaram alterações morfológicas ou retardo no seu 

desenvolvimento, considerados com anormalidades.  

  

2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Após os ensaios de toxicidade, os dados foram submetidos a análises de 

normalidade e homocedasticidade. Posteriormente realizou-se análise de 

variância (ANOVA – p < 0,05) seguida de Dunnett’s, para determinação de 

CENO (Concentração de Efeito Não Observado) e CEO (Concentração de Efeito 

Observado), CL50 (Concentração Letal a 50% dos organismos), empregando o 

programa estático GraphPad Prism 5.01. A CI50 (Concentração inibitória média 
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a 50% dos organismos), calculada por interpolação linear em embriões de 

ouriço-do-mar. 

 

 

3. RESULTADOS  

 

3.1 RESULTADO DO ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA COM Artemia salina 
 

O resultado do tratamento no Controle da água, apresentou 100% da taxa 

de sobrevivência aos organismos expostos, e o DMSO obteve 97% na taxa de 

sobrevivência. Ambos os testes, estão dentro dos padrões estipulados pelos 

protocolos (ABNT, 2016), para realização do teste (Tabela 6). Foram analisados 

com o intuito de verificar, se houve influência no ensaio. 

 
Tabela 6. Resultado do Tratamento no Controle da água e DMSO (Dimetilsulfóxido), utilizado 

no ensaio de toxicidade Aguda. 

Tratamento Taxa de sobrevivência Desvio Padrão 

Controle  100,00% 0,00% 
DMSO 97,00% 5,00% 

 
 

O resultado obtido nos ensaios, para verificação da taxa de sobrevivência da 

Artemia salina, dos fármacos losartana e diclofenaco isolados, expostos às 

concentrações: 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 (mg/L), e em combinação de 

sua mistura, utilizando as concentrações de cada fármaco: 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 

12,5; 25 e 50 (mg/L), indicaram ausência de toxicidade aguda, para as 

concentrações expostas aos organismos, em ambos os testes. A comparação 

de seus resultados, utilizou como referência o tratamento do Controle da água. 

As Figuras 5, 6 e 7, demonstram a porcentagem da taxa de sobrevivência, 

obtida no ensaio de toxicidade aguda, com o organismo Artemia salina, 

impossibilitando o cálculo da CL50. 
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Figura 5. Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Artemia salina a exposição de 
diferentes concentrações da losartana. Os valores são expressos estatisticamente através do 
Programa Prisma 5.1. Representam a média ± desvio padrão para cada concentração testada 

por ANOVA. Demonstrando a porcentagem da taxa de sobrevivência. 
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Figura 6. Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Artemia salina a exposição de 
diferentes concentrações do diclofenaco. Os valores são expressos estatisticamente através do 
Programa Prisma 5.1. Representam a média ± desvio padrão para cada concentração testada 

por ANOVA. Demonstrando a porcentagem da taxa de sobrevivência. 
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Figura 7. Resultado do ensaio de toxicidade aguda com Artemia salina a exposição de 
diferentes concentrações da mistura entre a losartana e o diclofenaco. Os valores são 

expressos estatisticamente através do Programa Prisma 5.1. Representam a média ± desvio 
padrão para cada concentração testada por ANOVA. Demonstrando a porcentagem da taxa de 

sobrevivência. 

 

3.2 RESULTADO DO ENSAIO DE TOXICIDADE CRÔNICA COM ouriço-do-mar 

 

No ensaio realizado para verificação da toxicidade crônica, aos 

organismos expostos ao tratamento do controle, não apresentaram toxicidade, 

chegando a 96,75% da taxa de desenvolvimento embriolarval, e o DMSO obteve 

97,50% na taxa de desenvolvimento embriolarval dos organismos expostos. 

Ambos os testes no tratamento do Controle e do DMSO (Tabela 7), se encontram 

em condições aceitáveis para o ensaio, conforme protocolo (ABNT 15350/2012). 

 

Tabela 7. Resultado do tratamento no Controle da água e DMSO (Dimetilsulfóxido), utilizado no 
ensaio de toxicidade crônica. 

Tratamento Desenvolvimento embriolarval Desvio Padrão 

Controle  96,75% 0,8997% 
DMSO 97,50% 0,9574% 

 

O fármaco losartana exposto nas concentrações de 1,56; 3,12; 6,25; 

12,5; 25; 50 e 100 (mg/L), não apresentou diferença estatística com o controle, 

não apresentando toxicidade a exposição no ensaio de toxicidade crônica, para 

embriões de Echinometra lucunter, como demonstra a Figura 8. 
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Figura 8. Resultado do ensaio de toxicidade crônica com Echinometra lucunter a exposição de 
diferentes concentrações da losartana. Os valores são expressos estatisticamente através do 

Programa Prisma 5.1. (*). Representam a média ± desvio padrão para cada concentração 
testada por ANOVA com testes posteriores de Dunnet: (* p < 0.05). Demonstram a 

porcentagem da taxa de desenvolvimento embriolarval Anormal. 
 

O diclofenaco apresentou CENO= 6,25 mg/L, e toxicidade observada na 

CEO= 12,5 mg/L. Através do método de interpolação linear, foi possível estimar 

a concentração inibitória a 50% dos organismos expostos, obtendo a CI50= 

62,15 mg/L. Esses resultados são observados na figura 9 e tabela 8. 
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Figura 9. Resultado do ensaio de toxicidade crônica com Echinometra lucunter a exposição de 
diferentes concentrações do diclofenaco. Os valores são expressos estatisticamente através do 
Programa Prisma 5.1. Representam a média ± desvio padrão para cada concentração testada 

por ANOVA com testes posteriores de Dunnet (* p < 0.05). Demonstram a porcentagem da taxa 
de desenvolvimento embriolarval Anormal. 
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A expressão do resultado no ensaio de toxicidade crônica ao diclofenaco, 

se encontram especificadas na tabela 8. 

 

Tabela 8. Expressão do resultado no ensaio de toxicidade crônica a exposição ao Diclofenaco. 

COMPOSTO  CENO (mg/L) CEO(mg/L) CI50 (mg/L) 

Diclofenaco 6,25 mg/L 12,5 mg/L 62,15 mg/L 

CENO: Concentração de Efeito Não Observado. CEO: Concentração de Efeito Observado. 
CI50: Concentração Inibitória média. 

 

 

As concentrações expostas na mistura dos fármacos losartana e 

diclofenaco, apresentou resultado no ensaio de toxicidade crônica, conforme 

expressão, a partir das concentrações 6,25 mg/L=CENO, e 12,5 mg/L=CEO 

(Figura 10).  
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Figura 10. Resultado do ensaio de toxicidade crônica com Echinometra lucunter a exposição de 
diferentes concentrações da mistura entre a losartana e o diclofenaco. Os valores são 

expressos estatisticamente através do Programa Prisma 5.1. Representam a média ± desvio 
padrão para cada concentração testada por ANOVA com testes posteriores de Dunnet (* p < 

0.05). Demonstram a porcentagem da taxa de desenvolvimento embriolarval Anormal. 
 
 

Os resultados do ensaio de toxicidade crônica, a exposição da mistura 

entre a losartana e o diclofenaco, não possibilitaram o cálculo da CI50, sendo 

descritas a expressão de seus resultados de toxidade na tabela 9.  
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Tabela 9. Expressão do resultado no ensaio de toxicidade crônica a exposição entre a 
Losartana e o Diclofenaco. 

         COMPOSTO                  CENO (mg/L)      CEO(mg/L)            CI50(mg/L) 

Losartana + Diclofenaco          6,25 mg/L            12,5mg/L                 --------- 

CENO: Concentração de Efeito Não Observado. CEO: Concentração de Efeito Observado. 
CI50: Concentração Inibitória média. 
 
 
 

4.  DISCUSSÃO 

 

No ensaio de toxicidade aguda, realizada com o organismo Artemia 

salina, os resultados obtidos não apresentaram toxicidade para nenhuma 

concentração testada. Esses resultados, corroboram com os estudos de Fabbri 

et al., (2014), no qual considera ser improvável que ensaios de toxicidade aguda, 

gerem efeitos tóxicos nesse organismo, devido a Artemia salina ser resistente 

em ambientes naturais. Para se observar efeito de toxicidade, são indicados 

ensaios de toxicidade crônica, expostos a um período mais longo (FENT et al., 

2006; PEAKE et al., 2016). A escolha da Artemia salina, para o ensaio de 

toxicidade aguda, ocorreu por Ferreira et al., (2000), que aborda serem 

organismos filtradores de pequeno porte, utilizados em ensaios de toxicidade, 

devido sua sensibilidade e poder de filtração. 

Estudos realizados por Dayane et al., (2013), utilizando a Artemia salina 

como bioindicador, demonstrou que as concentrações expostas a um 

contaminante por 72 horas ao microcrustáceo, houve mortalidade em 83% dos 

organismos.  Evidenciando, que o aumento de tempo realizado na exposição as 

concentrações do contaminante, interfere nos movimentos básicos, e por 

consequência no metabolismo do organismo. A exposição do contaminante a 

concentrações menores não apresentou efeito tóxico, considerando que o 

contaminante serviu como fonte de nutriente, garantindo sua sobrevivência. 

(DAYANE et al., 2013). 

No ensaio de toxicidade crônica, a exposição da losartana, não obteve 

taxa de desenvolvimento embriolarval Anormal aos embriões de ouriço-do-mar, 

não obtendo toxicidade. Cortez et al. (2018), abordou em seus estudos com 

biomarcadores, que as concentrações expostas em 75 mg/L da losartana, 

sinalizaram indução na atividade de enzimas, na catalisação de xenobióticos, 

para fins de desintoxicação. Observadas a partir da atividade da enzima CYP-
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450, Glutationa-s-transferase e Glutationa peroxidade, expostas a 

concentrações do composto entre 0,03 e 3 µg/L, encontrado efeitos 

citogenotóxicos em brânquias de mexilhão (BEIRAS et al., 2003; CORTEZ et al., 

2018).  

Alguns estudos encontrados sobre a losartana, demonstram que a 

exposição de concentrações do composto em organismos de animais roedores, 

ocorre a inibição de atividade ATPpase da célula (VALLES e MANUCHA, 2000). 

Em organismos marinhos, altera a fluidez da membrana celular, ocorrendo dano 

ao DNA e na membrana lisossomal (ZOUMPOULAKIS, 2003; GONZALEZ et al., 

2015; PEREIRA et al., 2016; GROS et al., 2017). 

Godoy et al. (2015) aponta, a necessidade de avaliar efeitos biológicos 

com biomarcadores, utilizando a losartana, devido estudos em ecossistemas 

marinhos e estuarinos, não identificarem dados suficientes para esta classe de 

fármacos anti-hipertensivos, que aborde a toxicidade de forma padronizada. 

No ensaio de toxicidade crônica, a exposição dos embriões de 

Echinometra lucunter, não ocorreu desenvolvimento embriolarval das larvas 

pluteus, quando expostos à concentração de 100 mg/L do diclofenaco, 

ocorrendo toxicidade aos organismos expostos, a partir da concentração de 

62,15 mg/L, expressos em CI50 (Concentração Inibitória Média). 

O diclofenaco é encontrado em efluentes de estações de tratamento de 

esgoto, e influenciam as espécies que absorvem este composto, acarretando 

impacto em sua sobrevivência, desenvolvimento e comportamento, em estágios 

embrionários e juvenis (MEYER et al., 2016). Sua bioacumulação elevada é 

encontrada em espécies aquáticas (XIE et al., 2017), causando obstrução da via 

metabólica da COX, contribuindo para o estresse oxidativo nas células 

(GONZALEZ et al., 2011). Estudos com biomarcadores, identificaram alteração 

no estado oxidativo das células durante o metabolismo do fármaco, sinalizando 

a capacidade de causar efeitos adversos, em organismos alvo e não alvo 

(AGUIRRE et al., 2013). 

A metabolização do diclofenaco em peixes, crustáceos, moluscos e 

invertebrados aquáticos (SNYDER, 2000), é semelhante à via que ocorre em 

humanos, por meio do sistema citocromo P- 450 a biotransformação é induzida, 

e quando há presença de xenobióticos a indução acontece pela enzima CYP1-

1A1, gerando espécies reativas de oxigênio (GOKSOYR e FORLIN, 1992). 
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Pourahmad et al. (2011), aponta que os metabólitos do diclofenaco, formam 

espécies reativas de oxigênio, capazes de desestabilizar as membranas. Por 

meio do ensaio de toxicidade crônica com embriões de ouriço-do-mar, obtivemos 

a CI50 dos organismos expostos, levando a considerar a indução desta enzima 

instável a CYP-1A1, capaz de desestabilizar as membranas gerando 

concentração de inibição no organismo exposto. 

Guiloski et al. (2017), utilizou biomarcadores na exposição ao diclofenaco 

em concentrações a 20 µg/L, em ensaios crônicos na espécie Rhamdia quelen 

expostos por 28 dias, verificou aumento da enzima Glutationa s-transferase no 

fígado, desencadeando stress oxidativo (ANTUNES, 2010), exarcebando a 

formação de H2O2 (peróxido de hidrogênio), ocorrendo aumento na atividade da 

enzima Catalase (HITE et al., 1999). Em espécies de peixe Truta marrom, a 

concentrações superiores a 10 µg/L, apresentaram indícios de lesões em 

brânquias, fígado e rim (SCHWARZ et al., 2017). E em espécies de peixe 

Cyprinus carpio, expostos entre 12h a 48 horas do composto, apresentou 

aumento na atividade da Catalase nas brânquias, após esse período em 72 

horas de exposição, observado reações de toxicidade no fígado (ISLAS-

FLORES et al., 2013). Quando expostos a 0,1mg/L do diclofenaco, foram 

encontradas alterações no sistema imune, na força e crescimento, levando à 

morte do organismo (ERICSSON, 2010; SCHIMIDT et al., 2013).   

A espécie Daphnia magna, quando exposta em 48 horas a concentração 

de 9,7 mg/L do diclofenaco, não acarretou aumento significativo da atividade da 

enzima Catalase (GOMEZ-OLIVAN et al., 2014). Comparando com o resultado 

obtido do presente estudo com embriões de ouriço-do-mar, expostos ao 

diclofenaco até a concentração de 6,25 mg/L, não se observou concentração 

tóxica nos organismos expostos, estabelecendo a CENO=6,25mg/L. 

 O ensaio de toxicidade crônico, exposto a mistura da losartana e o 

diclofenaco, empregando embriões de Echinometra lucunter, não foi possível 

detectar com clareza os efeitos apresentados, se foram aditivos, sinérgicos ou 

antagônicos, resultando em discreta tendência ao antagonismo, pois não foi 

possível calcular a CI50, que inibe 50% dos organismos expostos. A toxicidade 

da mistura dos fármacos em efluentes, podem ocorrer por meio de resultados 

das interações de seus constituintes, podendo ser aditivos, sinérgicos ou 

antagônicos (JAMES et al., 2000; PANOUILLERES et al., 2007; INCE et al., 
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1999). Por meio de etapas toxicocinéticas no local de captação, ou na eliminação 

de seus agentes químicos, que modificam a detoxificação dos compostos, 

podendo ocorrer interações no sítio de ação, afetando a ligação dos compostos 

no receptor (SPURGEON et al., 2010).  

Autoridades reguladoras são responsáveis por avaliar os riscos de 

produtos químicos novos para o meio ambiente, verificando parâmetros entre 

eles o coeficiente de participação octanol-água (Log KWO), (KAILA et al., 2018). 

Estudos indicam, que a bioacumulação desses compostos em tecidos de 

organismos marinhos, pode ser causada devido ao coeficiente de participação 

octanol-água (Log KWO) do fármaco ser superior, indicando maior concentração 

e persistência do composto no organismo, com poder de hidrofobicidade e 

afinidade aos lipídios e proteínas plasmáticas, sendo mais fácil de atravessar a 

membrana dos animais (CLEUVERS, 2004). 

O sistema convencional no tratamento de esgoto, não são eficientes para 

degradar as moléculas dos compostos farmacêuticos, que são removidos 

parcialmente, conhecidos como processos primários e secundários (YANG et al., 

2017; ZIYLAN, 2011; INCE, 1999). Para um processo eficaz, é necessário que 

os tratamentos sigam técnicas terciárias, que permitem tecnologias de filtração 

e adsorção por carvão ativado, com processos oxidativos na presença de 

ozonização e fotólise (LI et al., 2014; PEAKE et al., 2016), e que essas 

substâncias sejam monitoradas em efluentes de matrizes ambientais, com 

técnicas analíticas, que permitem detecção precisa (SANTOS et al., 2010; 

ZENKER et al., 2014). 
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5. CONCLUSÃO 

 

As informações obtidas sobre os níveis encontrados de fármacos nos 

oceanos e ecossistemas estuarinos, levou à investigação dos efeitos tóxicos em 

níveis biológicos e fases da vida diferentes na cadeia trófica, expostas a 

diferentes concentrações da losartana, diclofenaco e sua mistura. Os testes 

realizados com Artemia salina, não apresentaram toxicidade aguda. Por outro 

lado, a toxicidade crônica em embriões de ouriço-do-mar, foram evidenciadas 

pela exposição ao diclofenaco e a sua mistura. Expressadas sua toxicidade em 

CENO, CEO e CI50, a partir das concentrações 6,25 mg/L=CENO; 12,5 

mg/L=CEO e 62,15 mg/L=CI50. 

Havendo a necessidade da realização de testes de toxicidade com outros 

organismos e comunidades, utilizando biomarcadores que sejam protocolados, 

e que subsidiem dados confiáveis nos efeitos da toxicidade, para estabelecer 

concentrações seguras. Para que gerem subsídios a futuras avaliações de risco 

ambiental e revisões na legislação, englobando o monitoramento de sistemas 

complexos das estações de tratamento de esgoto e matrizes ambientais, 

contribuindo para a redução na concentração de fármacos nos oceanos. 
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Carta controle de sensibilidade do organismo-teste: Echinometra lucunter. 
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