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RESUMO
Ciprofloxacina é um antibiótico comumente detectado nos corpos hídricos de

todo mundo. Apesar de sua eficiência no tratamento de doenças humanas, este

antibiótico pode causar efeitos adversos a organismos não-alvos, como os peixes.

Como os antibióticos não são removidos completamente pelos sistemas

convencionais de tratamento de água e esgoto, podem impactar diretamente os

ecossistemas aquáticos. Desta forma, técnicas alternativas de tratamento de água

são necessárias, sendo uma delas a fitorremediação. Visto que poucos estudos

avaliam a toxicidade aguda de pós-tratamentos alternativos, o objetivo do presente

trabalho foi avaliar a eficiência da fitorremediação de ciprofloxacina para a mitigação

de possíveis alterações hematológicas e de genotoxicidade em uma espécie de

peixe nativo. Para tanto, peixes da espécie Rhamdia quelen foram expostos a duas

concentrações de ciprofloxacina, sendo os grupos experimentais: Controle (0), 1 e

10 µg.L-1. Após 96 horas, os peixes foram anestesiados e o sangue coletado para as

seguintes análises hematológicas: contagem total do número de eritrócitos,

leucócitos e trombócitos, dosagem de hemoglobina e hematócrito. Além disso, foram

realizadas análises de genotoxicidade pelo ensaio cometa. Posteriormente, foi

avaliada a eficiência da fitorremediação utilizando a macrófita aquática Salvinia

molesta. Para tanto, foram testadas as mesmas concentrações (1 e 10 µg.L-1) de

ciprofloxacina juntamente com as macrófitas durante 96 horas. Após este período,

os animais foram expostos à água tratada também 96 horas e, após a anestesia, foi

coletado o sangue para as análises hematológicas. Os resultados mostraram que

ciprofloxacina causou a redução da concentração de hematócrito, número de

hemácias, leucócitos e trombócitos totais. Além disso, houve aumento de danos de

DNA para todas as concentrações de antibiótico testadas, quando comparadas ao

controle. Após o tratamento por fitorremediação, não foram observadas alterações

hematológicas nos peixes expostos, demonstrando que a técnica de fitorremediação

foi eficaz para a redução da toxicidade. Desta forma conclui-se que a

fitorremediação é um tratamento eficaz e permite a redução de alterações à saúde

de organismo não-alvo, como peixes expostos a antibióticos.

Palavras-chave: Ecotoxicidade, antibióticos, Rhamdia quelen, macrófitas aquáticas,
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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 µg.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 µg.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 INTRODUÇÃO

O ambiente aquático está constantemente exposto a diferentes

contaminantes. A fonte dessa contaminação é advinda principalmente de atividades

antrópicas, como: efluentes industriais, atividades agropecuárias (fertilizantes,

agrotóxicos), derrames acidentais e não acidentais de lixos químicos (elementos

traços, compostos orgânicos e inorgânicos) e esgotos domésticos. Esses

contaminantes são carreados para rios e mares, gerando a contaminação dos

ecossistemas aquáticos (RASHED, 2001). Desta forma, o monitoramento ambiental é

um processo necessário, pois possibilita o diagnóstico de possíveis impactos

negativos provocados pela ação antrópica (CASTRO et al., 2018).

Um dos principais contaminantes encontrados no ambiente aquático são os

antibióticos e alguns deles são prejudiciais aos peixes (YANG, et al., 2020). Dentre

os antibióticos mais utilizados mundialmente, está a ciprofloxacina (CIP). Este

fármaco é pertencente à classe das fluoroquinolonas e é utilizado para o tratamento

de doenças do sistema gastrointestinal e respiratório em seres humanos (CHEN et

al., 2015). Concentrações que podem variar de ng.L-1 a mg.L-1 já foram detectadas

em ecossistemas aquáticos. Mesmo em baixas concentrações, este xenobiótico

pode ocasionar diversos problemas ambientais, como a indução de cepas

resistentes a antibióticos, bem como efeitos adversos a organismos não-alvo

(ZHENG et al, 2019).Alguns efeitos observados em peixes, por exemplo, foram

alterações como, por exemplo: redução da atividade locomotora em larvas,

neurotoxicidade e alterações de atividades de enzimas do sistema antioxidante

(NOGUEIRA et al., 2019), aumento de espécies reativas de oxigênio (EROS) e

geração de estresse oxidativo (YANG et al., 2020). Além disso, alterações em

parâmetros hematológicos, como o aumento de casos de anemia já foram

detectados em peixes da espécie Cirrhinus mrigala (RAMESH et al., 2019). Desta

forma, faz-se necessário estudos ecotoxicológicos para avaliar os efeitos adversos

desses antibióticos em peixes nativos.

Um modelo de estudo amplamente utilizado em estudos ecotoxicológicos,

nos ambientes aquáticos, são os peixes. Esses animais possuem potencial de
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acumulação de contaminantes com capacidade de biomagnificação na cadeia trófica.

Com este modelo de estudo é possível avaliar possíveis alterações presentes nos

ambientes aquáticos, principalmente quando são realizados estudos utilizando

biomarcadores. Dentre as espécies nativas brasileiras, peixes Rhamdia quelen

(jundiá) têm sido utilizados como modelo de estudo indicado para testar efeitos

toxicológicos de fármacos (GUILOSKI et al., 2017a ; MATHIAS., 2018 PERUSSOLO

et al., 2019).

Os biomarcadores podem detectar precocemente alterações biológicas nos

seres vivos, principalmente quando há a exposição a estressores, como xenobióticos

e/ou alterações ambientais (FREIRE et al, 2008). O uso de biomarcadores

hematológicos é um método indicado para análises ecotoxicológicas, pois fornece

informações indispensáveis ao controle evolutivo das doenças (FAILACE, 2006),

visto que o sangue é um reflexo fisiopatológico do organismo. Desta forma, quando

há alterações nos parâmetros hematológicos é possível detectar os efeitos causados

por xenobióticos de forma rápida e passível de realizar a mitigação de impactos

causados antes que ocorra a morte dos organismos (RAMESH et al, 2019). Além

disso, já foi evidenciado que o uso de biomarcadores de genotoxicidade é uma

análise que pode corroborar para o melhor entendimento de toxicidade de

antibióticos em peixes (RODRIGUES et al. 2017).

Entretanto, além da necessidade de investigação de efeitos

ecotoxicológicos causados por antibióticos, como a CIP, estudos de mitigação dos

efeitos que esses xenobióticos podem ocasionar para os ecossistemas, bem como

removê-los do ambiente são importantes. Sendo assim, faz-se necessário a busca

por técnicas alternativas eficientes para a remoção desses fármacos da água, visto

que os sistemas convencionais de tratamento de água e esgoto não conseguem

remover eficazmente os antibióticos (YANG et al., 2020). Desta forma, um método

alternativo que pode ser implementado é a fitorremediação. Esta técnica consiste no

uso de plantas (terrestres, aquáticas ou semiaquáticas) para remediar o solo ou a

água contaminada, sendo uma alternativa eficiente e de baixo custo (ETIM et al,

2017). Esta técnica é considerada uma alternativa indicada, pois é um método

eficiente e apresenta baixo custo, quando comparado aos tratamentos físicos e

químicos (MUSTAFA et al., 2020). Rocha et al., (2021) demonstrou a eficiência deste
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sistema de tratamento para a remediação de águas contaminadas por antibióticos.

Dentre as diferentes espécies de macrófitas aquáticas, Mustafa et al., (2020)

menciona a eficiência de Salvinia molesta para a técnica de fitorremediação, pois

possui um potencial de bioacumulação e um rápido crescimento e desenvolvimento

(MUSTAFA et al., 2020). Apesar desses estudos demonstrarem a eficiência, poucos

estudos avaliando a ecotoxicidade aguda com peixes em pós-tratamentos de água

têm sido desenvolvidos, principalmente por tratamentos de fitorremediação. Dentre

esses poucos estudos, Bauer et al. (2020) verificaram que após o uso de macrófitas

aquáticas em um sistema de wetlands para o tratamento de esgoto doméstico,

ocorreu a remoção dos contaminantes orgânicos, bem como, a redução de

toxicidade em peixes Danio rerio. Diante disso, destaca-se a importância da presente

monografia, visto à aplicação do tratamento por fitorremediação de CIP, ainda não

testada com S. molesta, bem como, a avaliação da mitigação de efeitos adversos em

uma espécie de peixe nativo. Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar a

eficiência da fitorremediação de ciprofloxacina por Salvinia molesta para a mitigação

de possíveis alterações hematológicas e de genotoxicidade em peixes Rhamdia

quelen.

14



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o uso da fitorremediação por Salvinia molesta para a mitigação de

alterações hematológicas e de genotoxicidade promovidas por CIP em peixes

Rhamdia quelen.

1.2.2 Objetivos específicos

- Verificar as alterações hematológicas e a genotoxicidade induzidas por CIP em R.

quelen.

- Avaliar a eficiência do pós-tratamento da água para a mitigação de alterações

hematológicas e genéticas causadas por CIP em R. quelen.

15



2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Contaminação de corpos hídricos por antibióticos

Os antibióticos são uma classe de fármacos utilizados principalmente no

tratamento de doenças bacterianas, tanto por seres humanos quanto na medicina

veterinária (XU et al., 2014). São capazes de inibir a síntese de proteínas, ácidos

nucléicos e parede celular, além de inibir a divisão celular e a replicação do DNA

bacterianos (YANG et al., 2020).

Geralmente são compostos polares e de baixa volatilidade, o que facilita a

sua chegada aos ambientes aquáticos (RAMESH et al., 2018). Alguns desses

fármacos são 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 remoção

(KAFAEI et al.,2018). Portanto, o sistema de esgoto é um dos principais

transportadores de antibióticos para o meio ambiente (ZHANG et al., 2013).

O consumo elevado, aliado ao descarte incorreto, pode se tornar um

problema ambiental e de saúde pública, visto que esses fármacos podem levar ao

aumento da incidência de cepas bacterianas resistentes (RAMESH et al, 2018), o

que de acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) é uma das maiores

ameaças à saúde global (LOUREIRO et al, 2016).

Além dos sistemas de esgoto, os antibióticos podem atingir o meio

ambiente por meio dos efluentes hospitalares e de indústrias farmacêuticas

(RAMESH et al., 2018) e outras fontes (Figura 1). Esses fármacos já foram

detectados em rios, águas subterrâneas, oceano, sedimentos e solo (NWANI et

al.,2013). A contaminação dos corpos hídricos é um problema em escala mundial e

o processo de tratamento adotado não é específico e eficaz para a remoção dos

antibióticos (RAMESH et al., 2018).
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Figura 1. Possíveis rotas dos fármacos no ambiente

Fonte: Bila e Dezotti (2003)

Em um estudo no lago Taihu, na China, os antibióticos mais encontrados

em águas superficiais foram sulfonamidas, fluoroquinolonas, macrolídeos e

tetraciclinas (XU et al., 2014). Outro estudo em Portugal relatou elevadas

concentrações de ofloxacina (aproximadamente 10 mg.L-1) e CIP (aproximadamente

3 mg. L-1) em efluentes hospitalares. Neste estudo, a concentração em efluentes

hospitalares variaram de 4886 ng. L-1 no verão e 322.735 ng. L-1 no inverno, sendo

azitromicina, claritromicina e CIP os antibióticos com maiores concentrações

detectadas (YANG et al., 2020).

A presença desses fármacos nas águas traz um risco para os organismos

não-alvos, pois eles são sensíveis à contaminação do seu ambiente, e a presença

de antibióticos, por exemplo, pode alterar significativamente sua fisiologia (NWANI et

al., 2013)

2.2 Fluoroquinolonas
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As fluoroquinolonas são a classe de antibióticos mais comumente

encontrada no solo e nas águas subterrâneas, o que causa efeitos crônicos em

seres humanos e pode trazer problemas ao ecossistema aquático (CHEN et al.,

2015). É um grupo de antibióticos utilizado para tratar doenças infecciosas tanto em

humanos como em animais, bem como, no combate às bactérias Gram-negativas e

positivas. Alguns dos problemas tratados são: infecções no trato urinário (superior e

inferior), infecções no trato respiratório, pele, ossos, tecidos moles e pneumonia

adquirida. Além dessas funções típicas das fluoroquinolonas há as atípicas como:

antitumoral, antituberculoso, anti-HIV, antimalárico e atividades anti- Alzheimer

(EZELARAB et al., 2018).

As fluoroquinolonas são antibióticos considerados como uma evolução

das quinolonas devido à adição de um átomo de flúor em sua composição. Essa

modificação na estrutura química do fármaco aumentou o espectro de ação dessa

classe de antibióticos, permitindo maior eficiência para o combate de bactérias e no

controle de infecções. Contudo, essa alteração aumentou o grau de persistência

desses fármacos, sendo um dos principais fatores que justificam a detecção

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 não metabolizados sejam excretados, resultando na sua presença no

esgoto e nas águas (CHEN et al., 2015, YANG et al., 2020).

As fluoroquinolonas são classificadas conforme o seu espectro de ação e

seu perfil farmacocinético. Sendo assim, são consideradas quatro gerações desses

fármacos. Dentre os exemplos estão: CIP, norfloxacina, levofloxacino, entre outros

(EZELARAB et al., 2018).

O mecanismo de ação das fluoroquinolonas é por meio da inibição da

replicação e da transcrição 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 mamíferos, de modo que as fluoroquinolonas são 1000 vezes

mais seletivas em relação às bactérias do que em relação à enzima correspondente

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

(Mitscher, 2005)

2.2.1 Ciprofloxacina

A CIP (Fig.2) é uma das principais fluoroquinolonas utilizadas

mundialmente (IGWEGBE et al., 2020). É um fármaco que pertence à segunda

geração das fluoroquinolonas e é ativo contra a maioria das bactérias

Gram-negativas, incluindo Enterobacteriaceae, Haemophilus, Neisseria

(SANDERS,1988; EZELARAB, 2018). Recomenda-se o uso deste antibiótico para o

tratamento de infecções na bexiga, pielonefrite, doenças sexualmente

transmissíveis, tipos específicos de pneumonia, infecções de pele e infecções do

trato urinário (IGWEGBE et al., 2020).

19



.
Figura 3. Estrutura química da CIP

Fonte: Wikipedia (2020)

Ciprofloxacina já foi detectada em águas superficiais e efluentes

hospitalares, nas concentrações de 2,45x104 mg.L-1 a 6,3x104 mg.L-1 e 7,0x104 a

0,1245 mg.L-1, respectivamente (IGWEGBE et al., 2020). Em efluentes de estação

de tratamento de esgoto na Suíça e na Índia já foram encontradas concentrações de

62 ng.L-1 a 106 ng.L-1 e 14 mg.L-1, respectivamente. Além disso, em lagos e

efluentes hospitalares na Índia foram detectados os valores de 2,5 mg.L-1 a 6,5

mg.L-1 e 3 μg.L-1para 87 μg.L-1, respectivamente (ZIVNA et al,2015).

2.3 Toxicidade da Ciprofloxacina a organismos não-alvos

A CIP é constantemente encontrada no ambiente aquático devido a sua

alta estabilidade e baixa taxa de degradação. Diante disso, pode ocorrer a indução

de genes de resistência a antibióticos, o que pode afetar principalmente a saúde

humana (YAN et al., 2019).

A geração de cepas resistentes em bactérias é um dos maiores

problemas de saúde pública, de acordo com a OMS (LOUREIRO et al.,2016). As

bactérias multirresistentes são microrganismos que apresentam resistência à

maioria dos antibióticos, como a CIP. Desta forma, a geração de bactérias

resistentes e o aumento de genes de resistência, ocasionam infecções que não

conseguem ser tratadas pelos medicamentos convencionais já utilizados, o que

pode aumentar o número de infecções generalizadas nos pacientes (COUTO, 2003).

Efeitos adversos para organismos fotossintéticos já foram evidenciados,

também. Em microalgas, por exemplo, já foram detectados efeitos como a
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diminuição da concentração do teor clorofila e da atividade fotossintética, além da

inibição da proliferação e crescimento celular (LIU et al., 2017).

Além de causar problemas a organismos fotossintetizantes, a CIP pode

causar problemas em vertebrados, como peixes. Esse fármaco 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 embriões e larvas de Cyprinus carpio

(carpas), do 1° dia de fertilização até o 33º dia de desenvolvimento das larvas e,

constataram deformações e anomalias morfológicas, mortalidade, efeitos sobre o

sistema antioxidante, além de efeitos para sobre o tamanho, indicando redução de

crescimento.

2.4 Peixes como modelos de estudo para avaliações ecotoxicológicas

Os peixes são uma fonte de recurso humano, principalmente para a

alimentação. Entretanto, esses organismos podem acumular contaminantes

presentes no ambiente em que vivem, principalmente por causa da biomagnificação

através da cadeia trófica (CASTRO et al., 2018).

A presença de xenobióticos em águas residuais, rios e oceanos é um

risco para organismos não-alvos, como os peixes, pois eles apresentam

sensibilidade à contaminação do ambiente, tornando-os importantes indicadores de

saúde do meio aquático (NWANI et al., 2013).

A preferência dos peixes para estudos ecotoxicológicos em meios

aquáticos, deve-se ao fato de eles ocuparem diferentes níveis tróficos, além de ser

possível avaliar alterações no sistema nervoso, endócrino, imunológico e

osmorregulatório (YANCHEVA et al., 2015).

Uma espécie de peixe que tem sido utilizada em estudos

ecotoxicológicos é o Rhamdia quelen, popularmente conhecido como jundiá.

Considerada uma espécie de água doce e nativo da América do Sul, este peixe é

comercializado no Brasil por sua fácil domesticação e adaptação às condições de

cultivo. Estudos ecotoxicológicos com a exposição do jundiá a diversos xenobióticos,

principalmente a fármacos, demonstram o potencial do uso desta espécie em
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estudos de toxicologia ambiental, principalmente devido à sua sensibilidade a estes

contaminantes (GUILOSKI et al., 2017a,b; PERUSSOLO et al., 2019; MATHIAS,

2018).

2.4.1 Uso de biomarcadores hematológicos

Os biomarcadores podem contribuir para a detecção precoce de

alterações biológicas nos seres vivos, indicando efeitos adversos quando há a

exposição a estressores, como xenobióticos e/ou alterações ambientais (FREIRE et

al, 2008).

Para avaliar os efeitos adversos causados por contaminantes, como os

fármacos, pode-se avaliar diversas respostas biológicas (biomarcadores) que

detectam possíveis efeitos que esses xenobióticos podem causar para os

organismos vivos. Dentre os diferentes biomarcadores que podem ser utilizados, os

biomarcadores hematológicos são um dos mais recomendados, visto que o sangue

é um reflexo fisiopatológico do organismo (RAMESH et al., 2019).

A análise dos parâmetros hematológicos em peixes pode fornecer

informações importantes sobre o estado fisiológico e imunológico deles, e podem

ser utilizados como indicadores de saúde do ambiente aquático (NWANI et al.,

2013). Tais respostas podem fornecer informações indispensáveis sobre o controle

evolutivo das doenças (FAILACE, 2006), permitindo a detecção precoce de

alterações na saúde do animal.

Os biomarcadores hematológicos normalmente analisados são:

hematócrito, hemoglobina, contagem total do número de eritrócitos (células

vermelhas) e contagem total do número de leucócitos (células brancas) (RAMESH et

al., 2018).

2.4.2 Uso de biomarcadores de genotoxicidade

Sabe-se que a exposição de vertebrados, como os peixes, a xenobióticos

pode causar alterações no DNA, resultando em mutações (HUSSAIN et al., 2017).

Como mencionado, o mecanismo de ação das fluoroquinolonas consiste na
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inibição da DNA girase,e/ou das topoisomerases (EZELARAB et al., 2018), onde a

topoisomerase II é encontrada em organismos eucarióticos e procarióticos.

Conhecendo esse mecanismo, pode-se assumir que a interação desses animais

com esse fármaco tende a gerar efeitos de genotoxicidade (HERBOLD et al.,

2001).

Para analisar essas possíveis alterações no DNA, e assim os efeitos de

genotoxicidade, utiliza-se de um teste conhecido como Ensaio Cometa. Este

ensaio é utilizado para avaliar a mutagenicidade de xenobióticos, como os

fármacos (KUMAR et al., 2015). O ensaio cometa evidencia os fragmentos de

DNA, os quais são observados pela formação de uma cauda, a qual aparenta ser

de um cometa (KANAAR; HOEIJMAKERS; VAN GENT, 1998).

Sabe-se que antibióticos podem causar danos por genotoxicidade em

peixes, de tal modo que, indica-se o uso dessas análises para avaliar efeitos

deletérios em organismos não-alvo (RODRIGUES et al. 2017, 2019)

2.5 Uso da fitorremediação para o tratamento de águas contaminadas por
antibióticos

Os métodos convencionais de tratamento de água e esgoto não conseguem

realizar a remoção completa de contaminantes (MUSTAFA et al., 2020). Alguns dos

tratamentos envolvem troca iônica, osmose reversa, precipitação química, cloração,

adsorção e ozonização. Alguns estudos demonstram que o carvão ativado possui

uma capacidade de eliminar os antibióticos que variam entre 49% a 99%, e a

ozonização possui uma eficácia que varia de 10-95% (KAFAEI et al., 2018).

Visto que, a presença de contaminantes, como os antibióticos podem

acarretar em efeitos adversos a diferentes organismos não-alvo, faz-se necessário a

busca por tratamentos alternativos para a sua remoção dos corpos hídricos. Dentre

os tratamentos biológicos alternativos, destaca-se a fitorremediação. Esta técnica

biorremediadora, consiste no uso de plantas para a degradação e/ou acumulação de

contaminantes, sendo considerado um método de baixo custo e elevada eficiência.

A vantagem do uso de plantas aquáticas (macrófitas aquáticas) é devido ao elevado

potencial de absorção de nutrientes de águas, além de remoção de compostos
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orgânicos e inorgânicos, elementos traço   e fármacos, como os antibióticos

presentes nas águas residuais agrícolas, domésticas e industriais (HU et al., 2020;

MUSTAFA; HAYDER, 2020).

Alguns estudos demonstram a eficiência de macrófitas aquáticas para a

fitorremediação de antibióticos. Gomes et al. (2020a) verificaram que a macrófita

Lemna minor apresenta potencial fitorremediador para enrofloxacina, oxitetraciclina

e amoxicilina. Hu et al. (2020), citam que macrófitas como Pteris vittata,

Myriophyllum aquaticum e Lemna minor podem remover antibióticos, como

tetraciclina e oxitetraciclina. Dentre as espécies de macrófitas, Salvinia molesta, tem

sido utilizada no tratamento de águas residuais agrícolas, domésticas e industriais.

Essa espécie é recomendada em tratamentos por fitorremediação, devido ao rápido

e fácil desenvolvimento em ambientes contaminados, elevado potencial de

bioacumulação e apresentam potenciais de uso de sua biomassa (MUSTAFA;

HAYDER, 2020). Entretanto, poucos trabalhos têm sido desenvolvidos para a

aplicação para a remediação de antibióticos. Desta forma, essa espécie de macrófita

aquática apresenta características fisiológicas importantes que podem corroborar

para a avaliação do potencial fitorremediador desta espécie para diferentes

contaminantes emergentes, como a CIP.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Obtenção e aclimatação dos peixes

O projeto foi enviado à Comissão de Ética 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 aquários para aclimatação por 120 dias, com

condições controladas com fotoperíodo de 12 horas claro/escuro, aeração constante

e temperatura da água de 25 ± 2 °C. A alimentação com ração (Laguna®, 32% de

proteína) foi realizada diariamente. Após a aclimatação dos peixes, foi realizado o

bioensaio.

Figura 4. Peixe da espécie Rhamdia quelen.

Fonte: Kitamura (2020)

3.2 Obtenção e aclimatação das macrófitas

Para realizar a fitorremediação da água, foram utilizados exemplares de

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

estavam em processo de aclimatação sob condições controladas de temperatura e
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fotoperíodo e foram cultivadas no laboratório de Toxicologia Ambiental para a sua

depuração.

Figura 5. Exemplares de Salvinia molesta

Fonte: Kitamura (2020)

3.3 Desenvolvimento do bioensaio

Após o período de aclimatação, os peixes foram expostos durante 96 horas a

à duas concentrações de CIP, baseadas em concentrações 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 concentrações foram: 0 (Controle),

1, 10 µg. L-1 de ciprofloxacina. Para testar a eficiência da fitorremediação para uma

possível redução dos efeitos de toxicidade, foi realizado o tratamento da água por

um período de 96 horas, utilizando a densidade de 5 g.L-1 de Salvinia molesta, sob

condições de temperatura e na presença de 0 (Fito Controle), 1 (Fito 1) e 10 µg L-1

(Fito 10) de ciprofloxacina. A água pós-tratada com a S. molesta foi utilizada para a

exposição dos peixes. O bioensaio foi estático e agudo, com duração de 96 horas

(OECD, 2012). Os experimentos foram realizados em aquários de 15 litros, sendo

calculada a proporção de 1 g de peixe L-1. Para cada tratamento foram utilizados 16

animais por grupo (Fig. 6).

Os parâmetros da água se mantiveram estáveis durante todo o bioensaio:

oxigênio dissolvido (11,0 ± 0.86 mg.L-1), amônia (9.5±0.86 mg.L-1) e pH (7.22±0.10)

foram analisados ao longo do experimento. No último dia experimental, os peixes
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foram anestesiados com benzocaína (0,1 µg.L-1). Posteriormente foi coletado

aproximadamente 500 µL de sangue com seringas heparinizadas da veia caudal.

Para as análises de genotoxicidade, o sangue (50µL) foi colocado em soro bovino

fetal e, para as análises hematológicas, o restante do sangue foi armazenado em

tubos do tipo eppendorf (2mL).

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

3.4 Avaliação de Biomarcadores de genotoxicidade

As amostras de sangue coletadas ficaram armazenadas em soro bovino fetal

por 2 horas. Alíquotas de 10 µL foram diluídas em 120µL de agarose de baixo ponto

de fusão e, espalhadas em lâminas cobertas com agarose ultrapura (Fig. 7). As

lâminas foram processadas e coradas conforme a técnica descrita por Speit &

Hartmann (1999), com modificações realizadas por Cestari et al. (2004) para

análises por ensaio cometa. Após a coloração, foram analisados 100 nucleoides e a

avaliação foi realizada conforme (Fig. 8). Tais análises foram desenvolvidas em

parceria com o Laboratório de Mutagênese e Citogenética Ambiental, no

Departamento de Genética da Universidade Federal do Paraná.
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Figura 7. Método de preparo do ensaio cometa (ROCHA, 2011).

Figura 8. Método de avaliação do ensaio cometa conhecido como Score (VILLELA et al., 2006)
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3.5 Avaliação de Biomarcadores Hematológicos

Dentre os biomarcadores hematológicos, foram analisados os seguintes

parâmetros: contagem do número total de eritrócitos, leucócitos e trombócitos,

dosagem da concentração de hemoglobina e hematócrito.

3.5.1 Contagem do número total de eritrócitos

Para a contagem de eritrócitos (et), 10µL de sangue foram diluídos em 2

mL de formol citrato e, posteriormente, foi realizada a contagem das células na

Câmara de Neubauer. A quantificação de eritrócitos foi realizada, conforme a

equação 3 (OLIVEIRA-JUNIOR et al.,2009).

Y= Xc .FD. 1,6.105 (3)

Em que:  Xc é o valor de hemácias contadas na câmara e FD é o fator de diluição.

3.5.2 Dosagem de hemoglobina

A dosagem da hemoglobina (Hb) foi realizada conforme o método de

cianometahemoglobina. Para tanto, foram adicionados 20 µL de sangue em 5 mL de

reagente de Drabkin. Durante esta técnica, os compostos de Hb são convertidos em

cianometahemoglobina quando entram em contato com o reagente de Drabkin), o

que permitiu a realização da leitura em espectrofotômetro (540 nm). A concentração

de hemoglobina foi calculada, conforme a equação 4 (COLLIER, 1944; DRABKIN,

1946):

Absorbância X fator de calibração = g/dL Hb no sangue total (4)

3.5.3 Hematócrito

Para a análise de hematócrito (Ht), foi realizado o preenchimento de um

tubo do tipo capilar com o sangue retirado após a coleta. Posteriormente, os

capilares foram colocados em uma microcentrífuga a 12.000 rpm, por 5 minutos.

Após a centrifugação das amostras foi mensurado o volume ocupado pelos glóbulos
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vermelhos em relação ao sangue total e, posteriormente, foi calculado o valor do

hematócrito, dado em porcentagem (HINE, 1992).

Figura 9. Microcentrífuga com microcapilares para a realização do hematócrito

Bitencoourt (2021)
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Figura 10. Hematócrito

Bitencourt (2021)

3.5.4 Determinação do número total de leucócitos e trombócitos

Durante a coleta do sangue, foram realizadas extensões sanguíneas.

Posteriormente, foi realizada a coloração de May-Grunwald- Giemsa Wrigth segundo

Tavares-Dias e Moraes (2004). Após a coloração, foi realizada a contagem do

número total de leucócitos e trombócitos em microscópio óptico.

3.6 Análise de dados

Os dados foram analisados conforme a sua normalidade (Shapiro-Wilk) e

homocedasticidade (Levene). Para dados paramétricos, foi feita a análise por

ANOVA seguido pelo teste de Tukey (biomarcadores hematológicos). Os dados

foram expressos em média e erro padrão. Para os dados não 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 DISCUSSÃO

4.1 Genotoxicidade em sangue de peixes R. quelen

Peixes R. quelen expostos às concentrações de CIP (1 e 10 µg.CIP.L-1)

apresentaram aumento de danos no DNA pelo ensaio cometa, quando comparados

ao grupo controle e aos tratamentos pós-fitorremediação com S. molesta (Fito

Controle, Fito 1 e Fito 10) (P < 0,0001; Fig. 5). Ao comparar os tratamentos

pós-fitorremediação com o grupo controle, não foram evidenciadas diferenças

significativas (P > 0,05; Fig. 5), demonstrando que o tratamento foi eficaz para a

redução da genotoxicidade induzida por CIP em sangue de peixes expostos ao

antibiótico.

Figura 11. Escore de danos ao DNA (Mediana ± variação dos interquartis) em sangue de Rhamdia

quelen expostos por 96 horas a diferentes concentrações de CIP (Controle, 1, 10 µg.CIP.L-1) e

pós-fitorremediação por Salvinia molesta (Fito Controle – controle fitorremediação; Fito 1 –

pós-fitorremediação de 1 µg.CIP.L-1; Fito 10: pós-fitorremediação de 10 µg.CIP.L-1) *Letras diferentes

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

Sabe-se que antibióticos pertencentes a classe das fluoroquinolonas atuam

na inibição da DNA girase e nas topoisomerases, principalmente II e IV. Tais
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enzimas corroboram no processo de replicação celular e na transcrição de DNA de

organismos procarióticos (HARTMANN et al. 1999; CHAMPOUX et al. 2001), além

de causar interferências diretas na fisiologia dos microrganismos, como a geração

de outros danos celulares (Hooper e Jacoby 2016). Entretanto, as topoisomerases II,

podem apresentar a mesma função nos organismos eucarióticos (CHAMOPOUX et

al. 2001) e, a exposição a estes antibióticos, pode gerar o aumento da condensação

de cromatinas e promover danos na replicação celular (BATTHACARYA et al. 2020).

Tais mecanismos, podem ser o principal motivo do surgimento de efeitos adversos a

organismos não-alvo (BATTHACARYA et al. 2020), como a geração de danos por

genotoxicidade, principalmente provenientes de danos oxidativos no DNA em

células eucarióticas (GOOTZ et al., 1990).

4.2 Alterações hematológicas em peixes R. quelen

Peixes R. quelen quando expostos a diferentes concentrações de CIP (1, 10

µg CIP.L-1) apresentaram um decréscimo no número de eritrócitos (p < 0,0001; P <

0,0001, tabela 1) e na concentração de hematócrito (p < 0,0001; p < 00,001, Tab. 1).

Entretanto, após o pós-tratamento realizado por S. molesta, não foram constatadas

diferenças significativas no tratamento com Fito Controle, Fito 1 e Fito 10, quando

comparados ao controle (Tab. 1). Não foram observados efeitos adversos na

concentração de hemoglobina (p > 0,05).

Tabela 1. Efeitos de diferentes concentrações de CIP (Controle, 1, 10 µg.CIP.l-1) e os efeitos do
pós-tratamento utilizando Salvinia molesta (Fito Controle, Fito 1, Fito 10) em biomarcadores
hematológicos de Rhamdia quelen. Os valores estão representados por média ± erro padrão.

Tratamentos Hematócrito
(%)

Eritrócitos
(células.dL-1)

Hemoglobina
(mg.L-1)

Controle 31.74±0.67a 5.34±0.22a 2.68±0.26a

1 23.53±1.29b*** 2.78±0.19b*** 2.57±0.22a

10 26.18±1.35b*** 2.67±0.09b*** 2.84±0.18a

Fito C 30.16±0.38a 5.81±0.17a 2.93±0.27a

Fito 1 30.56±0.68a 5.861±0.17a 2.62±0.28a

Fito 10 30.16±0.65a 5.71±0.20a 2.48±0.27a

Fito Controle: Tratamento controle com S. molesta; Fito1: tratamento pós-fitorremediação de 1 µg
CIP.L-1 utilizando S. molesta; Fito10: tratamento pós-fitorremediação de 10 µg CIP.L-1 utilizando S.
molesta. * Significância p < 0.05; ** significância p < 0.01; *** significância p < 0.001. Médias ± erro
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padrão. Valores seguidos de letras diferentes representam diferença significativa (p < 0.05) pelo teste
anova-one-way seguido pelo teste de Tukey

Em exposição a 1 e 10 µg.CIP.L-1, os peixes apresentaram redução no

número de leucócitos (p < 0,001, Fig. 6A), e trombócitos totais (p < 0,001, Fig. 6B),

quando comparados ao grupo controle e com os tratamentos do processo

pós-fitorremediação (Fito Controle, Fito 1 e Fito 10). Não foram constatadas

diferenças significativas no tratamento com Fito Controle, Fito 1 e Fito 10, quando

comparados ao controle (P > 0,05).

Figura 12. Número de leucócitos (A) e trombócitos totais (B) (Média ± erro padrão) em sangue de

Rhamdia quelen expostos por 96 horas a diferentes concentrações de CIP (Controle, 1, 10 µg.CIP.L-1)

e pós-fitorremediação por Salvinia molesta (Fito Controle – controle fitorremediação; Fito 1 –

pós-fitorremediação de 1 µg.CIP.L-1; Fito 10: pós-fitorremediação de 10 µg.CIP.L-1) *Letras diferentes

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

A exposição à CIP ocasionou redução dos parâmetros hematológicos,

principalmente relacionados à série vermelha sanguínea e do número de células de

defesa. Corroborando com os resultados obtidos, a redução no número de hemácias

e no valor do hematócrito já foram evidenciadas para o dogfish Scyliorhinus canícula

após à aplicação intramuscular de enrofloxacina (fluoroquinolona) (ZACARONI et al.,

2017). Outros antibióticos, como o cloranfenicol, já ocasionaram a redução de

número de hemácias, volume corpuscular médio, bem como da concentração de

hemoglobina em peixes da espécie Clarias gariepinus (bagre) (NWANI et al., 2014).

Segundo Nwani et al. (2014), a redução de tais parâmetros afeta diretamente na
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saúde dos peixes, principalmente pela redução do transporte de oxigênio,

ocasionando o surgimento de possíveis quadros de anemia. Ramesh et al. (2018)

observaram a redução da concentração de hematócrito para a espécie Cirrhinus

mrigala expostos por sete dias ao antibiótico sulfametaxazina, e, citam que a

redução deste parâmetro indica quadros de anemia para os peixes, visto que há

maior diluição dos eritrócitos na corrente sanguínea.

Os parâmetros hematológicos podem trazer informações importantes acerca

da saúde de peixes após a exposição a antibióticos. As reduções no número de

eritrócitos podem ser decorrentes da liberação de eritrócitos imaturos. Tal situação

pode gerar quadros de anemia, principalmente quando há a liberação de eritrócitos

imaturos. Ainda, pode ocorrer a supressão de tecidos eritropoiéticos, o que pode

afetar diretamente a saúde dos animais, como peixes (LIMBU, 2020). A redução

desses parâmetros hematológicos (células de defesa, concentração de hematócrito

e eritrócitos) podem apresentar efeitos deletérios para a saúde dos animais. Tais

condições podem ser originadas por danos teciduais e supressão da imunidade,

podendo eventualmente, ocasionar resultados fatais (LIMBU, 2020). Estas

informações podem ainda corroborar com os resultados obtidos, visto que no

presente trabalho foi constatada genotoxicidade para o sangue, independente da

concentração testada. A redução das células sanguíneas pode estar relacionada ao

efeito adverso causado pelas fluoroquinolonas, pois, conforme Hooper e Jacoby

(2016), essa classe de antibióticos pode interferir no processo de transcrição e

replicação do DNA e afetar a duplicação do material genético. Diante disso,

possivelmente pode ocorrer liberação de eritrócitos danificados ou menores

números de células maduras.

Sabe-se que a redução do número de eritrócitos e da concentração de

hematócrito podem ser indicativos de anemia (NWANI et al. 2014; RAMESH et al.

2018). Desta forma, tais efeitos podem acarretar na redução do transporte de

oxigênio (NWANI et al. 2014; RAMESH et al. 2018), resultando em uma insuficiência

na demanda metabólica dos tecidos, prejudicando a saúde dos peixes. Entretanto,

após a fitorremediação, tais efeitos lesivos não foram mais observados.

O tratamento por fitorremediação corroborou para a redução dos efeitos de

toxicidade causados pela CIP. Tais resultados são de interesse dentro da área de
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toxicologia ambiental, visto que, poucos estudos demonstram contribuição desta

técnica para a redução da toxicidade em organismos aquáticos, quando expostos a

antibióticos. Corroborando com os resultados observados no presente trabalho,

Bauer et al. (2020) verificaram que após o uso de macrófitas aquáticas em um

sistema de wetlands para o tratamento de esgoto doméstico, ocorreu a remoção dos

contaminantes orgânicos, bem como, a redução de toxicidade em peixes Danio

rerio. Desta forma, foi demonstrado que esse tipo de tratamento é eficiente para

tratar águas contaminadas e pode reduzir os possíveis efeitos adversos em

organismos aquáticos.

Estudos com macrófitas aquáticas têm demonstrado eficiência para a

remoção de diferentes contaminantes, como os antibióticos (GOMES et al. 2020a;

ROCHA et al. 2021). Desta forma, realizar estudos que comprovem a redução de

efeitos de toxicidade ressaltam a eficiência de aplicação da fitorremediação como

técnica de tratamento. Kitamura et al. (2020) já evidenciou, em um estudo prévio,

que S. molesta pode remover de 63 a 93% de ciprofloxacina de águas

contaminadas, o que pode corroborar a redução de efeitos subletais em parâmetros

hematológicos e de genotoxicidade em R. quelen. Diante disso, os resultados do

presente trabalho podem contribuir para a valorização da técnica de fitorremediação

como forma de mitigação de impactos causados a ambientes contaminados por

antibióticos, como a ciprofloxacina.
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5. CONCLUSÃO

A ciprofloxacina ocasionou alterações hematológicas em peixes R. quelen. A

redução de eritrócitos e a concentração de hematócrito podem ser indícios de

quadros de anemia nos peixes. Além disso, houve a diminuição do número de

leucócitos e trombócitos, o que pode indicar início de processos de

imunossupressão.

Ainda, foram observados danos de genotoxicidade em eritrócitos dos peixes,

demonstrando que mesmo em concentrações ambientais, CIP pode ocasionar

danos em parâmetros hematológicos. Tais efeitos evidenciam que, mesmo em

exposições de curta duração, este antibiótico pode causar efeitos adversos em

peixes.

Contudo, após comparar os resultados obtidos da fase de toxicidade com o

pós-tratamento por fitorremediação, pode-se constatar que o tratamento foi eficiente

para a mitigação de alterações hematológicas e de genotoxicidade. Diante disso, foi

verificado que S. molesta foi eficiente para a redução dos efeitos subletais nos

peixes e é uma alternativa viável para a mitigação de impactos causados a

ambientes contaminados por antibióticos.

Sugere-se que em futuros estudos, sejam realizadas análises de

quantificação química na água para ser realizado o cálculo de eficiência do

tratamento de fitorremediação. Além disso, sugere-se a avaliação da eficiência desta

técnica de remediação para mitigar impactos causados em múltiplos biomarcadores

de demais tecidos de peixes R. quelen.
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