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RESUMO
Ciprofloxacina € um antibiético comumente detectado nos corpos hidricos de

todo mundo. Apesar de sua eficiéncia no tratamento de doengas humanas, este
antibiotico pode causar efeitos adversos a organismos nao-alvos, como 0s peixes.
Como os antibidticos nao sado removidos completamente pelos sistemas
convencionais de tratamento de agua e esgoto, podem impactar diretamente os
ecossistemas aquaticos. Desta forma, técnicas alternativas de tratamento de agua
sdo necessarias, sendo uma delas a fitorremediacido. Visto que poucos estudos
avaliam a toxicidade aguda de poés-tratamentos alternativos, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a eficiéncia da fitorremediacao de ciprofloxacina para a mitigagcao
de possiveis alteragdes hematoldgicas e de genotoxicidade em uma espécie de
peixe nativo. Para tanto, peixes da espécie Rhamdia quelen foram expostos a duas
concentragcdes de ciprofloxacina, sendo os grupos experimentais: Controle (0), 1 e
10 pg.L". Apds 96 horas, os peixes foram anestesiados e o sangue coletado para as
seguintes analises hematologicas: contagem total do numero de eritrécitos,
leucdcitos e trombdécitos, dosagem de hemoglobina e hematdcrito. Além disso, foram
realizadas analises de genotoxicidade pelo ensaio cometa. Posteriormente, foi
avaliada a eficiéncia da fitorremediacao utilizando a macréfita aquatica Salvinia
molesta. Para tanto, foram testadas as mesmas concentragdes (1 e 10 yg.L™") de
ciprofloxacina juntamente com as macréfitas durante 96 horas. Apos este periodo,
0s animais foram expostos a agua tratada também 96 horas e, apds a anestesia, foi
coletado o sangue para as analises hematolégicas. Os resultados mostraram que
ciprofloxacina causou a redugdo da concentragdo de hematécrito, niumero de
hemacias, leucdcitos e trombdcitos totais. Além disso, houve aumento de danos de
DNA para todas as concentracdes de antibiético testadas, quando comparadas ao
controle. Apds o tratamento por fitorremediagdo, ndo foram observadas alteragdes
hematoldgicas nos peixes expostos, demonstrando que a técnica de fitorremediacéo
foi eficaz para a redugdo da toxicidade. Desta forma conclui-se que a
fitorremediacdo € um tratamento eficaz e permite a reducéo de alteragdes a saude
de organismo n&o-alvo, como peixes expostos a antibidticos.

Palavras-chave: Ecotoxicidade, antibiéticos, Rhamdia quelen, macrdfitas aquaticas,



ABSTRACT

Ciprofloxacin is an antibiotic commonly detected in water bodies around the
world. Despite its effectiveness in treating human diseases, this antibiotic can cause
adverse effects to non-target organisms such as fish. As antibiotics are not
completely removed by conventional water and sewage treatment systems, they can
directly impact aquatic ecosystems. Therefore, alternative water treatment
techniques are needed, one of which is phytoremediation. Since few studies assess
the acute toxicity of alternative post-treatments, the aim of the present work was to
evaluate the efficiency of ciprofloxacin phytoremediation to mitigate possible
hematological and genotoxicological alterations in a native fish species. Therefore,
fish of the species Rhamdia quelen were exposed to two concentrations of
ciprofloxacin, the experimental groups being: Control (0), 1 and 10 ug.L-1. After 96
hours, the fish were anesthetized and blood collected for the following hematological
analyses: total count of the number of erythrocytes, leukocytes and thrombocytes,
measurement of hemoglobin and hematocrit. Furthermore, the genotoxicity analysis
by comet assay were evaluated. Subsequently, the efficiency of phytoremediation
was evaluated using the aquatic macrophyte Salvinia molesta. Therefore, the same
concentrations (1 and 10 pg.L-1) of ciprofloxacin were tested together with the
macrophytes for 96 hours. After this period, the animals were also exposed to treated
water for 96 hours and, after anesthesia, blood was collected for hematological
analysis. The results showed that ciprofloxacin caused a reduction in hematocrit,
number of red blood cells, leukocytes and total thrombocytes. Furthermore, there
was an increase in DNA damage for all tested antibiotic concentrations, when
compared to the control. However, after treatment by phytoremediation, no
hematological changes were observed in exposed fish, demonstrating that the
remediation technique was effective in reducing toxicity. Thus, it is concluded that
phytoremediation is an effective treatment and allows the reduction of health
alterations in non-target organisms, such as fish exposed to antibiotics.

Keywords: Ecotoxicity, antibiotics, fish, aquatic macrophytes,
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1 INTRODUGCAO

O ambiente aquatico esta constantemente exposto a diferentes
contaminantes. A fonte dessa contaminagao € advinda principalmente de atividades
antropicas, como: efluentes industriais, atividades agropecuarias (fertilizantes,
agrotoxicos), derrames acidentais e ndo acidentais de lixos quimicos (elementos
tragcos, compostos organicos e inorganicos) e esgotos domésticos. Esses
contaminantes sado carreados para rios e mares, gerando a contaminagdo dos
ecossistemas aquaticos (RASHED, 2001). Desta forma, o monitoramento ambiental é
um processo necessario, pois possibilita o diagnéstico de possiveis impactos
negativos provocados pela acao antrépica (CASTRO et al., 2018).

Um dos principais contaminantes encontrados no ambiente aquatico séo os
antibidticos e alguns deles sdo prejudiciais aos peixes (YANG, et al., 2020). Dentre
os antibidticos mais utilizados mundialmente, esta a ciprofloxacina (CIP). Este
farmaco é pertencente a classe das fluoroquinolonas e € utilizado para o tratamento
de doengas do sistema gastrointestinal e respiratério em seres humanos (CHEN et
al., 2015). Concentragdes que podem variar de ng.L™" a mg.L" ja foram detectadas
em ecossistemas aquaticos. Mesmo em baixas concentragdes, este xenobidtico
pode ocasionar diversos problemas ambientais, como a indugdo de cepas
resistentes a antibidticos, bem como efeitos adversos a organismos n&o-alvo
(ZHENG et al, 2019).Alguns efeitos observados em peixes, por exemplo, foram
alteragbes como, por exemplo: reducédo da atividade locomotora em larvas,
neurotoxicidade e alteragcdes de atividades de enzimas do sistema antioxidante
(NOGUEIRA et al.,, 2019), aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
geragcdo de estresse oxidativo (YANG et al.,, 2020). Além disso, alteragdes em
parémetros hematolégicos, como o aumento de casos de anemia ja foram
detectados em peixes da espécie Cirrhinus mrigala (RAMESH et al., 2019). Desta
forma, faz-se necessario estudos ecotoxicolégicos para avaliar os efeitos adversos
desses antibioticos em peixes nativos.

Um modelo de estudo amplamente utilizado em estudos ecotoxicoldgicos,

nos ambientes aquaticos, sdo os peixes. Esses animais possuem potencial de
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acumulagao de contaminantes com capacidade de biomagnificagdo na cadeia trofica.
Com este modelo de estudo é possivel avaliar possiveis alteragdes presentes nos
ambientes aquaticos, principalmente quando sdo realizados estudos utilizando
biomarcadores. Dentre as espécies nativas brasileiras, peixes Rhamdia quelen
(jundid) tém sido utilizados como modelo de estudo indicado para testar efeitos
toxicolégicos de farmacos (GUILOSKI et al., 2017a ; MATHIAS., 2018 PERUSSOLO
et al., 2019).

Os biomarcadores podem detectar precocemente alteragbes biolégicas nos
seres vivos, principalmente quando ha a exposicéo a estressores, como xenobidticos
e/ou alteragcbes ambientais (FREIRE et al, 2008). O uso de biomarcadores
hematoldgicos € um método indicado para analises ecotoxicolégicas, pois fornece
informagdes indispensaveis ao controle evolutivo das doencas (FAILACE, 2006),
visto que o sangue é um reflexo fisiopatoldégico do organismo. Desta forma, quando
ha alteragbes nos parametros hematoldgicos € possivel detectar os efeitos causados
por xenobidticos de forma rapida e passivel de realizar a mitigagdo de impactos
causados antes que ocorra a morte dos organismos (RAMESH et al, 2019). Além
disso, ja foi evidenciado que o uso de biomarcadores de genotoxicidade & uma
analise que pode corroborar para o melhor entendimento de toxicidade de
antibidticos em peixes (RODRIGUES et al. 2017).

Entretanto, além da necessidade de investigacdo de efeitos
ecotoxicoldgicos causados por antibioticos, como a CIP, estudos de mitigacdo dos
efeitos que esses xenobidticos podem ocasionar para os ecossistemas, bem como
remové-los do ambiente sdo importantes. Sendo assim, faz-se necessario a busca
por técnicas alternativas eficientes para a remogao desses farmacos da agua, visto
que os sistemas convencionais de tratamento de agua e esgoto ndo conseguem
remover eficazmente os antibidticos (YANG et al., 2020). Desta forma, um método
alternativo que pode ser implementado € a fitorremediagao. Esta técnica consiste no
uso de plantas (terrestres, aquaticas ou semiaquaticas) para remediar o solo ou a
agua contaminada, sendo uma alternativa eficiente e de baixo custo (ETIM et al,
2017). Esta técnica é considerada uma alternativa indicada, pois € um método
eficiente e apresenta baixo custo, quando comparado aos tratamentos fisicos e
quimicos (MUSTAFA et al., 2020). Rocha et al., (2021) demonstrou a eficiéncia deste
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sistema de tratamento para a remediacdo de aguas contaminadas por antibioticos.
Dentre as diferentes espécies de macroéfitas aquaticas, Mustafa et al., (2020)
menciona a eficiéncia de Salvinia molesta para a técnica de fitorremediacio, pois
possui um potencial de bioacumulagdo e um rapido crescimento e desenvolvimento
(MUSTAFA et al., 2020). Apesar desses estudos demonstrarem a eficiéncia, poucos
estudos avaliando a ecotoxicidade aguda com peixes em pos-tratamentos de agua
tém sido desenvolvidos, principalmente por tratamentos de fitorremediagdo. Dentre
esses poucos estudos, Bauer et al. (2020) verificaram que apds o uso de macrofitas
aquaticas em um sistema de wetlands para o tratamento de esgoto doméstico,
ocorreu a remogao dos contaminantes organicos, bem como, a reducado de
toxicidade em peixes Danio rerio. Diante disso, destaca-se a importancia da presente
monografia, visto a aplicagdo do tratamento por fitorremediacao de CIP, ainda nao
testada com S. molesta, bem como, a avaliagdo da mitigacédo de efeitos adversos em
uma espécie de peixe nativo. Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar a
eficiéncia da fitorremediacao de ciprofloxacina por Salvinia molesta para a mitigagao
de possiveis alteracbes hematolégicas e de genotoxicidade em peixes Rhamdia

quelen.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o uso da fitorremediagao por Salvinia molesta para a mitigacao de
alteragdes hematolégicas e de genotoxicidade promovidas por CIP em peixes

Rhamdia quelen.

1.2.2 Objetivos especificos

- Verificar as alteragbes hematoldgicas e a genotoxicidade induzidas por CIP em R.
quelen.

- Avaliar a eficiéncia do pds-tratamento da agua para a mitigacédo de alteragbes

hematoldgicas e genéticas causadas por CIP em R. quelen.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacgao de corpos hidricos por antibidticos

Os antibidticos sdo uma classe de farmacos utilizados principalmente no
tratamento de doencas bacterianas, tanto por seres humanos quanto na medicina
veterinaria (XU et al., 2014). Sdo capazes de inibir a sintese de proteinas, acidos
nucléicos e parede celular, além de inibir a divisdo celular e a replicagdo do DNA
bacterianos (YANG et al., 2020).

Geralmente sao compostos polares e de baixa volatilidade, o que facilita a
sua chegada aos ambientes aquaticos (RAMESH et al., 2018). Alguns desses
farmacos sao metabolizados pelos organismos, contudo uma parte permanece
inalterada e acaba sendo excretada na urina e nas fezes. Essas moléculas acabam
chegando nos esgotos em sua forma in natura, o que dificulta a sua remogao
(KAFAEI et al.,2018). Portanto, o sistema de esgoto € um dos principais
transportadores de antibidticos para o meio ambiente (ZHANG et al., 2013).

O consumo elevado, aliado ao descarte incorreto, pode se tornar um
problema ambiental e de saude publica, visto que esses farmacos podem levar ao
aumento da incidéncia de cepas bacterianas resistentes (RAMESH et al, 2018), o
que de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é uma das maiores
ameacas a saude global (LOUREIRO et al, 2016).

Além dos sistemas de esgoto, os antibidticos podem atingir o meio
ambiente por meio dos efluentes hospitalares e de industrias farmacéuticas
(RAMESH et al.,, 2018) e outras fontes (Figura 1). Esses farmacos ja foram
detectados em rios, aguas subterraneas, oceano, sedimentos e solo (NWANI et
al.,2013). A contaminagao dos corpos hidricos € um problema em escala mundial e
o processo de tratamento adotado ndo é especifico e eficaz para a remogao dos
antibiédticos (RAMESH et al., 2018).

16



Aplicagio ] | Produco

Medicina Medicina Aquicultura Indstria
Veterindria Hurrma
y
Excregilo
I I
[ Esterco Esgoto | — Sedimento
. !
[ Solo ETE Aterro stagio de
Sanitdrio tratamento
de efluentes
‘ industrinis
™y ) |

' ¥
[ ﬁngua de ?uhsola ]4*[ Agua.:l Superficiais J‘

| Estagio de Tratamento de Agua }—— Agua Potivel

Figura 1. Possiveis rotas dos farmacos no ambiente
Fonte: Bila e Dezotti (2003)

Em um estudo no lago Taihu, na China, os antibioticos mais encontrados
em aguas superficiais foram sulfonamidas, fluoroquinolonas, macrolideos e
tetraciclinas (XU et al.,, 2014). Outro estudo em Portugal relatou elevadas
concentragdes de ofloxacina (aproximadamente 10 mg.L™") e CIP (aproximadamente
3 mg. L") em efluentes hospitalares. Neste estudo, a concentragéo em efluentes
hospitalares variaram de 4886 ng. L™ no verdo e 322.735 ng. L™ no inverno, sendo
azitromicina, claritromicina e CIP os antibiéticos com maiores concentracoes
detectadas (YANG et al., 2020).

A presenca desses farmacos nas aguas traz um risco para 0s organismos
nao-alvos, pois eles sao sensiveis a contaminagado do seu ambiente, e a presencga
de antibidticos, por exemplo, pode alterar significativamente sua fisiologia (NWANI et
al., 2013)

2.2 Fluoroquinolonas
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As fluoroquinolonas sédo a classe de antibiéticos mais comumente
encontrada no solo e nas aguas subterraneas, o que causa efeitos crénicos em
seres humanos e pode trazer problemas ao ecossistema aquatico (CHEN et al.,
2015). E um grupo de antibiéticos utilizado para tratar doencas infecciosas tanto em
humanos como em animais, bem como, no combate as bactérias Gram-negativas e
positivas. Alguns dos problemas tratados séo: infec¢des no trato urinario (superior e
inferior), infeccbes no trato respiratério, pele, ossos, tecidos moles e pneumonia
adquirida. Além dessas funcdes tipicas das fluoroquinolonas ha as atipicas como:
antitumoral, antituberculoso, anti-HIV, antimalarico e atividades anti- Alzheimer
(EZELARAB et al., 2018).

As fluoroquinolonas séo antibidticos considerados como uma evolugéo
das quinolonas devido a adigdo de um atomo de flior em sua composi¢ao. Essa
modificagdo na estrutura quimica do farmaco aumentou o espectro de acdo dessa
classe de antibiéticos, permitindo maior eficiéncia para o combate de bactérias e no
controle de infecgdes. Contudo, essa alteragdo aumentou o grau de persisténcia
desses farmacos, sendo um dos principais fatores que justificam a deteccao
frequente nos ambientes. Essa classe possui uma baixa biodegradabilidade e uma
pequena porcentagem dela é absorvida pelos organismos, o que faz com que os
compostos ndo metabolizados sejam excretados, resultando na sua presenga no
esgoto e nas aguas (CHEN et al., 2015, YANG et al., 2020).

As fluoroquinolonas sao classificadas conforme o seu espectro de agao e
seu perfil farmacocinético. Sendo assim, sdo consideradas quatro geragdes desses
farmacos. Dentre os exemplos estao: CIP, norfloxacina, levofloxacino, entre outros
(EZELARAB et al., 2018).

O mecanismo de acdo das fluoroquinolonas € por meio da inibicao da
replicagcao e da transcricdo do DNA bacteriano, o que pode resultar na morte celular.
Podem inibir a atividade da DNA girase, Topoisomerase IV e/ou impedir o
desprendimento da girase do DNA. A girase bacteriana é diferente o suficiente da
topoisomerase de mamiferos, de modo que as fluoroquinolonas sdo 1000 vezes
mais seletivas em relagcado as bactérias do que em relacdo a enzima correspondente

em humanos (EZELARAB et al., 2018).
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Figura 2. Mecanismo de agao das fluoroquinolonas.
(Mitscher, 2005)

2.2.1 Ciprofloxacina

A CIP (Fig.2) é uma das principais fluoroquinolonas utilizadas
mundialmente (IGWEGBE et al., 2020). E um farmaco que pertence a segunda
geragdo das fluoroquinolonas e €& ativo contra a maioria das bactérias
Gram-negativas, incluindo  Enterobacteriaceae, Haemophilus, Neisseria
(SANDERS,1988; EZELARAB, 2018). Recomenda-se o uso deste antibidtico para o
tratamento de infeccbes na bexiga, pielonefrite, doengas sexualmente
transmissiveis, tipos especificos de pneumonia, infecgdes de pele e infecgdes do
trato urinario (IGWEGBE et al., 2020).
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Figura 3. Estrutura quimica da CIP
Fonte: Wikipedia (2020)

Ciprofloxacina ja foi detectada em aguas superficiais e efluentes
hospitalares, nas concentragbes de 2,45x10* mg.L" a 6,3x10* mg.L"' e 7,0x10* a
0,1245 mg.L™", respectivamente (IGWEGBE et al., 2020). Em efluentes de estagéo
de tratamento de esgoto na Suiga e na india ja foram encontradas concentragées de
62 ng.L' a 106 ngL"’ e 14 mg.L", respectivamente. Além disso, em lagos e
efluentes hospitalares na india foram detectados os valores de 2,5 mg.L" a 6,5

mg.L™" e 3 ug.L'para 87 ug.L™", respectivamente (ZIVNA et al,2015).

2.3 Toxicidade da Ciprofloxacina a organismos nao-alvos

A CIP é constantemente encontrada no ambiente aquatico devido a sua
alta estabilidade e baixa taxa de degradacao. Diante disso, pode ocorrer a indugéo
de genes de resisténcia a antibidticos, o que pode afetar principalmente a saude
humana (YAN et al., 2019).

A geracdo de cepas resistentes em bactérias € um dos maiores
problemas de saude publica, de acordo com a OMS (LOUREIRO et al.,2016). As
bactérias multirresistentes sado microrganismos que apresentam resisténcia a
maioria dos antibioticos, como a CIP. Desta forma, a geragdo de bactérias
resistentes e o aumento de genes de resisténcia, ocasionam infecgdes que nao
conseguem ser tratadas pelos medicamentos convencionais ja utilizados, o que
pode aumentar o numero de infec¢des generalizadas nos pacientes (COUTO, 2003).

Efeitos adversos para organismos fotossintéticos ja foram evidenciados,

também. Em microalgas, por exemplo, ja foram detectados efeitos como a
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diminuicdo da concentragédo do teor clorofila e da atividade fotossintética, além da
inibicdo da proliferagao e crescimento celular (LIU et al., 2017).

Além de causar problemas a organismos fotossintetizantes, a CIP pode
causar problemas em vertebrados, como peixes. Esse farmaco pode induzir o
sistema de defesa antioxidante, inativar enzimas do Citocromo P450, causar
neurotoxicidade, dano ao DNA e desordem locomotora em peixes (LIU et al., 2017).
Zivna et al., (2016) estudaram os efeitos sobre embrides e larvas de Cyprinus carpio
(carpas), do 1° dia de fertilizagdo até o 33° dia de desenvolvimento das larvas e,
constataram deformacgdes e anomalias morfologicas, mortalidade, efeitos sobre o
sistema antioxidante, além de efeitos para sobre o tamanho, indicando reducao de

crescimento.

2.4 Peixes como modelos de estudo para avaliagées ecotoxicolégicas

Os peixes sdo uma fonte de recurso humano, principalmente para a
alimentagdo. Entretanto, esses organismos podem acumular contaminantes
presentes no ambiente em que vivem, principalmente por causa da biomagnificagao
através da cadeia trofica (CASTRO et al., 2018).

A presenca de xenobidticos em aguas residuais, rios e oceanos € um
risco para organismos nhao-alvos, como O0s peixes, pois eles apresentam
sensibilidade a contaminagdo do ambiente, tornando-os importantes indicadores de
saude do meio aquatico (NWANI et al., 2013).

A preferéncia dos peixes para estudos ecotoxicolégicos em meios
aquaticos, deve-se ao fato de eles ocuparem diferentes niveis tréficos, além de ser
possivel avaliar alteragbes no sistema nervoso, enddcrino, imunolégico e
osmorregulatério (YANCHEVA et al., 2015).

Uma espécie de peixe que tem sido utilizada em estudos
ecotoxicolégicos é o Rhamdia quelen, popularmente conhecido como jundia.
Considerada uma espécie de agua doce e nativo da América do Sul, este peixe é
comercializado no Brasil por sua facil domesticagcado e adaptacdo as condi¢cdes de
cultivo. Estudos ecotoxicologicos com a exposi¢cao do jundia a diversos xenobidticos,

principalmente a farmacos, demonstram o potencial do uso desta espécie em
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estudos de toxicologia ambiental, principalmente devido a sua sensibilidade a estes
contaminantes (GUILOSKI et al.,, 2017a,b; PERUSSOLO et al., 2019; MATHIAS,
2018).

2.4.1 Uso de biomarcadores hematolégicos

Os biomarcadores podem contribuir para a detecgédo precoce de
alteragdes bioldgicas nos seres vivos, indicando efeitos adversos quando ha a
exposicao a estressores, como xenobidticos e/ou alteragbes ambientais (FREIRE et
al, 2008).

Para avaliar os efeitos adversos causados por contaminantes, como os
farmacos, pode-se avaliar diversas respostas biolégicas (biomarcadores) que
detectam possiveis efeitos que esses xenobidticos podem causar para o0s
organismos vivos. Dentre os diferentes biomarcadores que podem ser utilizados, os
biomarcadores hematolégicos s&o um dos mais recomendados, visto que o sangue
€ um reflexo fisiopatolégico do organismo (RAMESH et al., 2019).

A analise dos parametros hematolégicos em peixes pode fornecer
informagdes importantes sobre o estado fisiolégico e imunolégico deles, e podem
ser utilizados como indicadores de saude do ambiente aquatico (NWANI et al.,
2013). Tais respostas podem fornecer informagdes indispensaveis sobre o controle
evolutivo das doencas (FAILACE, 2006), permitindo a deteccdo precoce de
alteracdes na saude do animal.

Os biomarcadores hematologicos normalmente analisados sé&o:
hematdcrito, hemoglobina, contagem total do numero de eritrocitos (células
vermelhas) e contagem total do numero de leucécitos (células brancas) (RAMESH et
al., 2018).

2.4.2 Uso de biomarcadores de genotoxicidade

Sabe-se que a exposicao de vertebrados, como os peixes, a xenobidticos
pode causar alteragoes no DNA, resultando em mutagées (HUSSAIN et al., 2017).

Como mencionado, o mecanismo de acdo das fluoroquinolonas consiste na
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inibicdo da DNA girase,e/ou das topoisomerases (EZELARAB et al., 2018), onde a
topoisomerase 1l é encontrada em organismos eucaridticos e procarioticos.
Conhecendo esse mecanismo, pode-se assumir que a interacdo desses animais
com esse farmaco tende a gerar efeitos de genotoxicidade (HERBOLD et al.,
2001).

Para analisar essas possiveis alteragcbes no DNA, e assim os efeitos de
genotoxicidade, utiliza-se de um teste conhecido como Ensaio Cometa. Este
ensaio € utilizado para avaliar a mutagenicidade de xenobidticos, como os
farmacos (KUMAR et al., 2015). O ensaio cometa evidencia os fragmentos de
DNA, os quais sao observados pela formagdo de uma cauda, a qual aparenta ser
de um cometa (KANAAR; HOEIUMAKERS; VAN GENT, 1998).

Sabe-se que antibidticos podem causar danos por genotoxicidade em
peixes, de tal modo que, indica-se o0 uso dessas analises para avaliar efeitos
deletérios em organismos nao-alvo (RODRIGUES et al. 2017, 2019)

2.5 Uso da fitorremediacao para o tratamento de aguas contaminadas por
antibioticos

Os métodos convencionais de tratamento de agua e esgoto ndo conseguem
realizar a remogao completa de contaminantes (MUSTAFA et al., 2020). Alguns dos
tratamentos envolvem troca idnica, osmose reversa, precipitacdo quimica, cloracio,
adsorgao e ozonizagao. Alguns estudos demonstram que o carvao ativado possui
uma capacidade de eliminar os antibiéticos que variam entre 49% a 99%, e a
ozonizagao possui uma eficacia que varia de 10-95% (KAFAEI et al., 2018).

Visto que, a presenca de contaminantes, como os antibioticos podem
acarretar em efeitos adversos a diferentes organismos néo-alvo, faz-se necessario a
busca por tratamentos alternativos para a sua remogao dos corpos hidricos. Dentre
os tratamentos bioldgicos alternativos, destaca-se a fitorremediagdo. Esta técnica
biorremediadora, consiste no uso de plantas para a degradagao e/ou acumulagao de
contaminantes, sendo considerado um método de baixo custo e elevada eficiéncia.
A vantagem do uso de plantas aquaticas (macrofitas aquaticas) é devido ao elevado

potencial de absor¢cdo de nutrientes de aguas, além de remocédo de compostos
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organicos e inorganicos, elementos tragco e farmacos, como os antibiéticos
presentes nas aguas residuais agricolas, domésticas e industriais (HU et al., 2020;
MUSTAFA; HAYDER, 2020).

Alguns estudos demonstram a eficiéncia de macrdfitas aquaticas para a
fitorremediacdo de antibioticos. Gomes et al. (2020a) verificaram que a macréfita
Lemna minor apresenta potencial fitorremediador para enrofloxacina, oxitetraciclina
e amoxicilina. Hu et al. (2020), citam que macrofitas como Pteris Vvittata,
Myriophyllum aquaticum e Lemna minor podem remover antibioticos, como
tetraciclina e oxitetraciclina. Dentre as espécies de macrofitas, Salvinia molesta, tem
sido utilizada no tratamento de aguas residuais agricolas, domésticas e industriais.
Essa espécie é recomendada em tratamentos por fitorremediacio, devido ao rapido
e facil desenvolvimento em ambientes contaminados, elevado potencial de
bioacumulagdo e apresentam potenciais de uso de sua biomassa (MUSTAFA,
HAYDER, 2020). Entretanto, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos para a
aplicacao para a remediacao de antibiéticos. Desta forma, essa espécie de macrdfita
aquatica apresenta caracteristicas fisiologicas importantes que podem corroborar
para a avaliacdo do potencial fitorremediador desta espécie para diferentes

contaminantes emergentes, como a CIP.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e aclimatagao dos peixes

O projeto foi enviado & Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPR
(CEUA) e aprovado sob o N° 1227/2018. Foram utilizados peixes juvenis da espécie
Rhamdia quelen (peso de 10.50 g £ 2.14 g e medindo 10.95 cm % 1.09 cm) (Figura
4). Os animais foram mantidos em aquarios para aclimatagdo por 120 dias, com
condigdes controladas com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, aeracao constante
e temperatura da agua de 25 + 2 °C. A alimentagcdo com racéo (Laguna®, 32% de
proteina) foi realizada diariamente. Apos a aclimatagdo dos peixes, foi realizado o

bioensaio.

Figura 4. Peixe da espécie Rhamdia quelen.
Fonte: Kitamura (2020)

3.2 Obtengao e aclimatagao das macréfitas
Para realizar a fitorremediagdo da agua, foram utilizados exemplares de

Salvinia molesta coletadas no Parque Barigui, Curitiba-PR. As macrdfitas (Figura 5)

estavam em processo de aclimatagao sob condigdes controladas de temperatura e
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fotoperiodo e foram cultivadas no laboratério de Toxicologia Ambiental para a sua

depuracgéo.

Figura 5. Exemplares de Salvinia molesta
Fonte: Kitamura (2020)

3.3 Desenvolvimento do bioensaio

Apos o periodo de aclimatagao, os peixes foram expostos durante 96 horas a
a duas concentragcdoes de CIP, baseadas em concentracbes encontradas no meio
ambiente de acordo com a literatura (FRADE et al., 2014; JANECKO et al., 2016;
MUTIYAR; MITTAR, 2014; RIAZ et al., 2017). As concentragdes foram: 0 (Controle),
1, 10 pg. L™ de ciprofloxacina. Para testar a eficiéncia da fitorremediagdo para uma
possivel redugédo dos efeitos de toxicidade, foi realizado o tratamento da agua por
um periodo de 96 horas, utilizando a densidade de 5 g.L”" de Salvinia molesta, sob
condigbes de temperatura e na presenga de 0 (Fito Controle), 1 (Fito 1) e 10 ug L™
(Fito 10) de ciprofloxacina. A agua pos-tratada com a S. molesta foi utilizada para a
exposicao dos peixes. O bioensaio foi estatico e agudo, com duracéo de 96 horas
(OECD, 2012). Os experimentos foram realizados em aquarios de 15 litros, sendo
calculada a proporgdo de 1 g de peixe L. Para cada tratamento foram utilizados 16
animais por grupo (Fig. 6).

Os parametros da agua se mantiveram estaveis durante todo o bioensaio:
oxigénio dissolvido (11,0 + 0.86 mg.L™"), aménia (9.5+0.86 mg.L™") e pH (7.22+0.10)

foram analisados ao longo do experimento. No ultimo dia experimental, os peixes
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foram anestesiados com benzocaina (0,1 pg.L™"). Posteriormente foi coletado
aproximadamente 500 yL de sangue com seringas heparinizadas da veia caudal.
Para as analises de genotoxicidade, o sangue (50uL) foi colocado em soro bovino
fetal e, para as analises hematoldgicas, o restante do sangue foi armazenado em

tubos do tipo eppendorf (2mL).

Exposicdo a CIP por Ww&mﬁgm coma Exposi¢cdo a agua
96 horas Salvinia molesta por 96 horas  fratada por 96 horas
N=16 N=16
Controle Controle Controle

l

€y €y ﬁﬂﬁﬁ €y £

1 pg/L 1 pg/L 1 pg/L

€ ’\EE)\ 'y y ﬁ:%l_ﬁ —> ‘,’ £ )

10 pg/L 10 pg/L

Figura 6. Desenho do bioensaio
Fonte: Bitencourt (2021)

3.4 Avaliacao de Biomarcadores de genotoxicidade

As amostras de sangue coletadas ficaram armazenadas em soro bovino fetal
por 2 horas. Aliquotas de 10 pL foram diluidas em 120uL de agarose de baixo ponto
de fusdo e, espalhadas em laminas cobertas com agarose ultrapura (Fig. 7). As
laminas foram processadas e coradas conforme a técnica descrita por Speit &
Hartmann (1999), com modificacbes realizadas por Cestari et al. (2004) para
analises por ensaio cometa. Apds a coloracao, foram analisados 100 nucleoides € a
avaliagao foi realizada conforme (Fig. 8). Tais analises foram desenvolvidas em
parceria com o Laboratério de Mutagénese e Citogenética Ambiental, no

Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana.
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ENSAIO DO COMETA

Lamina base
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et - —
Agarose LMP + sangue l--; —
' A BML para lise

e Refrigerador por § minutos

Preparagde de Laminas

Peixe

Contagem das
células ' e ey
o _ E !ﬁ" ==

Coloragdo i
oy e =]

brometo de etidio
Laminas submetidas
a aletroforese.

Classes fetografadas

Figura 7. Método de preparo do ensaio cometa (ROCHA, 2011).

Imagem Observada Caudal/Cabeca Classes de Danos
sem cauda 0
<1 1
1-2 2
22 3
sem cabeca 4

Figura 8. Método de avaliagao do ensaio cometa conhecido como Score (VILLELA et al., 2006)
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3.5 Avaliacao de Biomarcadores Hematolégicos

Dentre os biomarcadores hematolégicos, foram analisados os seguintes
parametros: contagem do numero total de eritrocitos, leucocitos e trombdocitos,

dosagem da concentragao de hemoglobina e hematocrito.

3.5.1 Contagem do numero total de eritrocitos

Para a contagem de eritrocitos (et), 10uL de sangue foram diluidos em 2
mL de formol citrato e, posteriormente, foi realizada a contagem das células na
Camara de Neubauer. A quantificacdo de eritrocitos foi realizada, conforme a
equagao 3 (OLIVEIRA-JUNIOR et al.,2009).
Y= Xc .FD. 1,6.10° (3)

Em que: Xc é o valor de hemacias contadas na camara e FD é o fator de diluigéo.

3.5.2 Dosagem de hemoglobina

A dosagem da hemoglobina (Hb) foi realizada conforme o método de
cianometahemoglobina. Para tanto, foram adicionados 20 yL de sangue em 5 mL de
reagente de Drabkin. Durante esta técnica, os compostos de Hb sdo convertidos em
cianometahemoglobina quando entram em contato com o reagente de Drabkin), o
que permitiu a realizagao da leitura em espectrofotémetro (540 nm). A concentragao
de hemoglobina foi calculada, conforme a equacao 4 (COLLIER, 1944; DRABKIN,
1946):

Absorbancia X fator de calibragao = g/dL Hb no sangue total (4)

3.5.3 Hematocrito

Para a analise de hematdcrito (Ht), foi realizado o preenchimento de um
tubo do tipo capilar com o sangue retirado apds a coleta. Posteriormente, os
capilares foram colocados em uma microcentrifuga a 12.000 rpm, por 5 minutos.

Apés a centrifugagdo das amostras foi mensurado o volume ocupado pelos glébulos
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vermelhos em relagdo ao sangue total e, posteriormente, foi calculado o valor do

hematdcrito, dado em porcentagem (HINE, 1992).

Figura 9. Microcentrifuga com microcapilares para a realizagao do hematécrito
Bitencoourt (2021)
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Figura 10. Hematécrito
Bitencourt (2021)

3.5.4 Determinagao do numero total de leucécitos e trombdcitos

Durante a coleta do sangue, foram realizadas extensdes sanguineas.
Posteriormente, foi realizada a coloragéo de May-Grunwald- Giemsa Wrigth segundo
Tavares-Dias e Moraes (2004). Apds a coloragéo, foi realizada a contagem do

numero total de leucdcitos e trombdcitos em microscépio optico.

3.6 Analise de dados

Os dados foram analisados conforme a sua normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Levene). Para dados paramétricos, foi feita a analise por
ANOVA seguido pelo teste de Tukey (biomarcadores hematolégicos). Os dados
foram expressos em média e erro padrao. Para os dados n&o paramétricos foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (biomarcadores de
genotoxicidade) e os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartil ,

considerando valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Genotoxicidade em sangue de peixes R. quelen

Peixes R. quelen expostos as concentragbes de CIP (1 e 10 ug.CIP.L")
apresentaram aumento de danos no DNA pelo ensaio cometa, quando comparados
ao grupo controle e aos tratamentos poés-fitorremediacdo com S. molesta (Fito
Controle, Fito 1 e Fito 10) (P < 0,0001; Fig. 5). Ao comparar os tratamentos
pos-fitorremediagcdo com o grupo controle, ndo foram evidenciadas diferengas
significativas (P > 0,05; Fig. 5), demonstrando que o tratamento foi eficaz para a
reducao da genotoxicidade induzida por CIP em sangue de peixes expostos ao

antibiodtico.
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Figura 11. Escore de danos ao DNA (Mediana + variagdo dos interquartis) em sangue de Rhamdia
quelen expostos por 96 horas a diferentes concentragbes de CIP (Controle, 1, 10 pg.CIP.L") e
pos-fitorremediagdo por Salvinia molesta (Fito Controle — controle fitorremediagdo; Fito 1 —
pos-fitorremediagéo de 1 ug.CIP.L™"; Fito 10: pos-fitorremediagdo de 10 ug.CIP.L") *Letras diferentes

indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn.

Sabe-se que antibidticos pertencentes a classe das fluoroquinolonas atuam

na inibigdo da DNA girase e nas topoisomerases, principalmente Il e IV. Tais
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enzimas corroboram no processo de replicagao celular e na transcricdo de DNA de
organismos procarioticos (HARTMANN et al. 1999; CHAMPOUX et al. 2001), além
de causar interferéncias diretas na fisiologia dos microrganismos, como a geragao
de outros danos celulares (Hooper e Jacoby 2016). Entretanto, as topoisomerases Il,
podem apresentar a mesma fungéo nos organismos eucariéticos (CHAMOPOUX et
al. 2001) e, a exposigao a estes antibioticos, pode gerar o aumento da condensagao
de cromatinas e promover danos na replicagao celular (BATTHACARYA et al. 2020).
Tais mecanismos, podem ser o principal motivo do surgimento de efeitos adversos a
organismos nao-alvo (BATTHACARYA et al. 2020), como a geragcédo de danos por
genotoxicidade, principalmente provenientes de danos oxidativos no DNA em
células eucaridticas (GOOTZ et al., 1990).

4.2 Alteragoes hematologicas em peixes R. quelen

Peixes R. quelen quando expostos a diferentes concentracdes de CIP (1, 10
ug CIP.L™") apresentaram um decréscimo no numero de eritrocitos (p < 0,0001; P <
0,0001, tabela 1) e na concentragao de hematécrito (p < 0,0001; p < 00,001, Tab. 1).
Entretanto, apds o pés-tratamento realizado por S. molesta, ndo foram constatadas
diferencgas significativas no tratamento com Fito Controle, Fito 1 e Fito 10, quando
comparados ao controle (Tab. 1). Nao foram observados efeitos adversos na

concentracdo de hemoglobina (p > 0,05).

Tabela 1. Efeitos de diferentes concentragdes de CIP (Controle, 1, 10 ug.CIP.I") e os efeitos do
pos-tratamento utilizando Salvinia molesta (Fito Controle, Fito 1, Fito 10) em biomarcadores
hematolégicos de Rhamdia quelen. Os valores estdo representados por média + erro padrao.

Tratamentos Hematocrito Eritrécitos Hemoglobina
(%) (células.dL™) (mg.L")
Controle 31.74+0.67° 5.34+0.22° 2.68+0.26°
1 23.53+1.29b*** 2.78+0.19b*** 2.57+0.22°
10 26.18+1.35b*** 2.67+0.09b*** 2.84+0.182
Fito C 30.16+0.38° 5.81+0.17° 2.93+0.27°
Fito 1 30.56+0.68° 5.861+0.172 2.62+0.282
Fito 10 30.16+0.65° 5.71+0.20° 2.48+0.272

Fito Controle: Tratamento controle com S. molesta; Fito1: tratamento pds-fitorremediagdo de 1 ug
CIP.L" utilizando S. molesta; Fito10: tratamento pos-fitorremediagdo de 10 ug CIP.L™" utilizando S.
molesta. * Significancia p < 0.05; ** significancia p < 0.01; *** significancia p < 0.001. Médias % erro
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padrdo. Valores seguidos de letras diferentes representam diferencga significativa (p < 0.05) pelo teste
anova-one-way seguido pelo teste de Tukey

Em exposigdo a 1 e 10 ug.CIP.L", os peixes apresentaram redugédo no
numero de leucécitos (p < 0,001, Fig. 6A), e trombdcitos totais (p < 0,001, Fig. 6B),
quando comparados ao grupo controle e com os tratamentos do processo
pos-fitorremediagdo (Fito Controle, Fito 1 e Fito 10). Ndo foram constatadas
diferencgas significativas no tratamento com Fito Controle, Fito 1 e Fito 10, quando

comparados ao controle (P > 0,05).
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Figura 12. Numero de leucécitos (A) e trombdcitos totais (B) (Média + erro padrao) em sangue de
Rhamdia quelen expostos por 96 horas a diferentes concentragdes de CIP (Controle, 1, 10 ug.CIP.L™)
e pos-fitorremediacdo por Salvinia molesta (Fito Controle — controle fitorremediagéo; Fito 1 —
pos-fitorremediagéo de 1 ug.CIP.L™"; Fito 10: pos-fitorremediagdo de 10 ug.CIP.L") *Letras diferentes

indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Anova one-way, seguido pelo teste de Tukey.

A exposicdo a CIP ocasionou redugdo dos parametros hematoldgicos,
principalmente relacionados a série vermelha sanguinea e do numero de células de
defesa. Corroborando com os resultados obtidos, a redu¢gao no numero de hemacias
e no valor do hematdcrito ja foram evidenciadas para o dogfish Scyliorhinus canicula
apos a aplicagdo intramuscular de enrofloxacina (fluoroquinolona) (ZACARONI et al.,
2017). Outros antibidticos, como o cloranfenicol, ja ocasionaram a reducédo de
numero de hemacias, volume corpuscular médio, bem como da concentragcado de
hemoglobina em peixes da espécie Clarias gariepinus (bagre) (NWANI et al., 2014).

Segundo Nwani et al. (2014), a reducao de tais parametros afeta diretamente na
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saude dos peixes, principalmente pela redugdo do transporte de oxigénio,
ocasionando o surgimento de possiveis quadros de anemia. Ramesh et al. (2018)
observaram a reducdo da concentracao de hematdcrito para a espécie Cirrhinus
mrigala expostos por sete dias ao antibidtico sulfametaxazina, e, citam que a
reducao deste parametro indica quadros de anemia para os peixes, visto que ha
maior diluicdo dos eritrécitos na corrente sanguinea.

Os parametros hematoldgicos podem trazer informagdes importantes acerca
da saude de peixes apds a exposicdo a antibidticos. As redugdes no numero de
eritrocitos podem ser decorrentes da liberagao de eritrécitos imaturos. Tal situacéo
pode gerar quadros de anemia, principalmente quando ha a liberagao de eritrocitos
imaturos. Ainda, pode ocorrer a supressao de tecidos eritropoiéticos, o que pode
afetar diretamente a saude dos animais, como peixes (LIMBU, 2020). A reducao
desses parametros hematolégicos (células de defesa, concentragdo de hematdcrito
e eritrocitos) podem apresentar efeitos deletérios para a saude dos animais. Tais
condicbes podem ser originadas por danos teciduais e supressdao da imunidade,
podendo eventualmente, ocasionar resultados fatais (LIMBU, 2020). Estas
informagdes podem ainda corroborar com os resultados obtidos, visto que no
presente trabalho foi constatada genotoxicidade para o sangue, independente da
concentragao testada. A reducdo das células sanguineas pode estar relacionada ao
efeito adverso causado pelas fluoroquinolonas, pois, conforme Hooper e Jacoby
(2016), essa classe de antibidticos pode interferir no processo de transcricdo e
replicagdo do DNA e afetar a duplicagdo do material genético. Diante disso,
possivelmente pode ocorrer liberacdo de eritrécitos danificados ou menores
numeros de células maduras.

Sabe-se que a reducdo do numero de eritrocitos e da concentracdo de
hematdcrito podem ser indicativos de anemia (NWANI et al. 2014; RAMESH et al.
2018). Desta forma, tais efeitos podem acarretar na redugdo do transporte de
oxigénio (NWANI et al. 2014; RAMESH et al. 2018), resultando em uma insuficiéncia
na demanda metabdlica dos tecidos, prejudicando a saude dos peixes. Entretanto,
apos a fitorremediagao, tais efeitos lesivos ndo foram mais observados.

O tratamento por fitorremediagao corroborou para a redugao dos efeitos de

toxicidade causados pela CIP. Tais resultados sao de interesse dentro da area de
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toxicologia ambiental, visto que, poucos estudos demonstram contribuigdo desta
técnica para a redugao da toxicidade em organismos aquaticos, quando expostos a
antibidticos. Corroborando com os resultados observados no presente trabalho,
Bauer et al. (2020) verificaram que apdés o uso de macrdfitas aquaticas em um
sistema de wetlands para o tratamento de esgoto doméstico, ocorreu a remogao dos
contaminantes organicos, bem como, a redugcédo de toxicidade em peixes Danio
rerio. Desta forma, foi demonstrado que esse tipo de tratamento é eficiente para
tratar dguas contaminadas e pode reduzir os possiveis efeitos adversos em
organismos aquaticos.

Estudos com macréfitas aquaticas tém demonstrado eficiéncia para a
remogao de diferentes contaminantes, como os antibiéticos (GOMES et al. 2020a;
ROCHA et al. 2021). Desta forma, realizar estudos que comprovem a redugéo de
efeitos de toxicidade ressaltam a eficiéncia de aplicagao da fitorremediagdo como
técnica de tratamento. Kitamura et al. (2020) ja evidenciou, em um estudo prévio,
que S. molesta pode remover de 63 a 93% de ciprofloxacina de &guas
contaminadas, o que pode corroborar a redugao de efeitos subletais em parametros
hematologicos e de genotoxicidade em R. quelen. Diante disso, os resultados do
presente trabalho podem contribuir para a valorizagédo da técnica de fitorremediagao
como forma de mitigagdo de impactos causados a ambientes contaminados por

antibidticos, como a ciprofloxacina.
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5. CONCLUSAO

A ciprofloxacina ocasionou alteragdes hematologicas em peixes R. quelen. A
reducdo de eritrocitos € a concentracao de hematodcrito podem ser indicios de
quadros de anemia nos peixes. Além disso, houve a diminuicdo do numero de
leucécitos e trombdcitos, o0 que pode indicar inicio de processos de
imunossupressao.

Ainda, foram observados danos de genotoxicidade em eritrocitos dos peixes,
demonstrando que mesmo em concentragdes ambientais, CIP pode ocasionar
danos em parédmetros hematologicos. Tais efeitos evidenciam que, mesmo em
exposicoes de curta duracgao, este antibidtico pode causar efeitos adversos em
peixes.

Contudo, apdés comparar os resultados obtidos da fase de toxicidade com o
pos-tratamento por fitorremediacédo, pode-se constatar que o tratamento foi eficiente
para a mitigacao de alteragées hematoldgicas e de genotoxicidade. Diante disso, foi
verificado que S. molesta foi eficiente para a reducao dos efeitos subletais nos
peixes e € uma alternativa viavel para a mitigagdo de impactos causados a
ambientes contaminados por antibiticos.

Sugere-se que em futuros estudos, sejam realizadas analises de
quantificacdo quimica na agua para ser realizado o calculo de eficiéncia do
tratamento de fitorremediagcédo. Além disso, sugere-se a avaliagéo da eficiéncia desta
técnica de remediacéo para mitigar impactos causados em multiplos biomarcadores

de demais tecidos de peixes R. quelen.
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