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“De nada tenho certeza, mas a visdo das estrelas me faz sonhar.”
(Vincent Van Gogh)



RESUMO

A ciprofloxacina € um antibiotico amplamente utilizado no tratamento de amplo
espectro de doencas infecciosas em humanos e animais, como consequéncia esta
presente em diferentes compartimentos como solo e ecossistemas aquaticos. Com
uma metabolizag&o incompleta pelos organismos, tratamento ineficiente e eliminagéo
inadequada é largamente encontrada no ambiente aquatico, entretanto estudos sobre
sua toxicidade em Chironomus sancticaroli € ausente. Os Chironomidae sdo uma
familia de insetos de fundamental importancia na cadeia trofica nos ecossistemas de
agua doce, com importante papel ecolégico e bioindicadores de contaminacao por
substéancias toxicas em diferentes niveis da organizacgao bioldgica. O presente estudo,
utilizando mudltiplos biomarcadores, avaliou o0s efeitos subletais da exposi¢do
subcroénica (11 dias), as concentragées ambientalmente relevantes (1,3 e 2,9 ug L™)
da ciprofloxacina (CIP) em Chironomus sancticaroli. Foi investigada a atividade da
acetilcolinesterase (AChE), esterase alfa (EST-a) e esterase beta (EST-B) e da
catalase (CAT), além da expressédo génica da hemoglobina B (HbB). A AChE néo
apresentou alteracao em relacdo ao controle, as esterases EST-a e EST-3 mostraram
aumento significativo da atividade na concentracdo de 2,9 ug L™! de CP enquanto a
CAT apresentou sua atividade aumentada em ambas as concentracoes de CIP. A
expressdo da HbB foi sensivel a CIP apresentando uma reducao significativa em
ambas as concentracdes em relacdo ao controle. Os resultados indicaram uma acéo
toxica e possivel pro-oxidante da CIP sobre C. sancticaroli e a necessidade da
realizacdo de estudos adicionais dos efeitos deste antibidtico em C. sancticaroli,
visando o estabelecimento de medidas preventivas mais efetivas quanto a liberacao
desta substancia no meio ambiente.

Palavras-chave: Chironomus, ciprofloxacina, farmaco, ecossistema aquatico.



ABSTRACT

Ciprofloxacin is an antibiotic widely used in humans and animals with great
effectiveness for a wide variety of infections, due to the increase in population, easy
access and increased demand for animal protein. With an incomplete metabolization
by the organisms, inefficient treatment and inadequate elimination it is widely found in
the aquatic environment, however studies on its toxicity in Chironomus sancticaroli are
lacking. The Chironomidae are a family of insects of fundamental importance in the
food chain, with an important ecological role and bioindicators of contamination by toxic
substances at different levels of biological organization. The present study, using
multiple biomarkers, evaluated the sublethal effects of subchronic (11 days) exposure
to environmentally relevant concentrations (1.3 and 2.9 ug/L —1) of ciprofloxacin (CIP)
in Chironomus sancticaroli. The enzymatic activity of acetylcholinesterase (AChE),
esterase alpha (EST-a) and esterase beta (EST-B) and catalase (CAT) was
investigated, in addition to the gene expression of the molecular biomarker hemoglobin
B (HbB). The expression of the HbB gene was sensitive to CIP showing a significant
reduction in both concentrations in relation to the control. In the biochemical assay,
AChE did not change in relation to the control, EST-a and EST-[3 esterases showed a
significant increase in activity at the concentration of 2.9 ug/L -1 CP, while CAT
showed increased activity in both concentrations of CIP. The results indicated a toxic
and possible pro-oxidant action of CIP on C. sancticaroli and the need for further
studies of the effects of this antibiotic on this important organism of the aquatic
ecosystem, in addition to the need for more effective preventive measures regarding
the release of this substance in the environment.

Keywords: Chironomus, ciprofloxacin, pharmaceutical, aquatic ecosystem.
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1 INTRODUCAO

Os Chironomidae (Diptera) sdo insetos aquaticos de ampla distribuicdo e
expressivo numero de espécies (TRIVINHO-STRIXINO, 2011; ARMITAGE et al.,
1995). Em sua forma imatura vivem no sedimento da agua doce desempenhando
importante papel ecoldgico, participando do processo de ciclagem de nutrientes e
atuando como elo fundamental da cadeia tréfica no ecossistema aquético
(PORINCHU; MACDONALD, 2003). Desta forma, eles modificam as propriedades
fisico-quimicas do sedimento e da agua assegurando e beneficiando a riqueza da
cadeia alimentar (DORNFELD et al., 2019).

Por sua importancia ecoldgica e relevantes caracteristicas como: ciclo de vida
curto, facilidade de cultivo em laboratério, riqueza de espécies, presenca de
hemoglobina (Hb) na hemolinfa e permanéncia no ambiente aquatico passando
grande parte de sua vida expostos a poluentes, sdo valiosos bioindicadores de
contaminacdo da 4gua e do sedimento do ecossistema aquatico (AL-SHAMI et al.,
2011; RICHARDI et al., 2015; OSPINA-PEREZ et al., 2019) .

O ecossistema aquatico € um sistema complexo de interacdo entre o
ambiente quimico e fisico e a biota aquatica (AMARAL et al., 2018). E vem sofrendo
intenso impacto antrépico com a liberacdo de diversos poluentes (MARTINS et al.,
2014; SILVEIRA, 2004). Dentre eles estdo 0s contaminantes emergentes ou
micropoluentes, como o0s antibiéticos e seus subprodutos, que apresentam
propriedades de bioatividade, bioacumulacdo e persisténcia no ambiente,
contaminando as aguas superficiais, subterraneas e os sedimentos, impactando flora
e fauna aquética (ARCHANA et al., 2017; EBERT et al., 2011).

Como, por exemplo, as algas e as cianobactérias que tem sua capacidade de
realizar fotossintese, seu sistema antioxidante e seu crescimento afetados, os peixes
tém sua funcdo reprodutiva e fisiologia alterados, as bactérias nitrificantes, os
microcrustaceos como a Daphnia magna, também sdo impactados, o
macroinvertebrado Chironomus riparius Meigen, 1804 (Diptera: Chironomidae) que
tem seu sistema endoécrino e crescimento abalado, assim como, a lentilha d'agua
(Lemna minor L. - Lemnaceae)) que sofre alteragdo em suas vias respiratérias e na
fotossintese, ou seja, o0 antibidtico afeta organismos de diferentes niveis troficos do
ecossistema aquatico (CARVALHO et al., 2016; GOMES et al., 2017; PARK; KWAK,
2018; YANG et al., 2021a).
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Além disso, favorece a selecéo de bactérias resistentes a antibioticos (BRAS),
que no ambiente sdo de facil transmisséo disseminando genes de resisténcia entre 0s
varios compartimentos do ambiente, entre bactérias ambientais e patogénicas,
representando um perigo para 0 homem que pode se deparar com doencas para as
guais nao tem medicamento eficiente (GAO et al., 2018; RAINYER et al., 2022). Desta
forma, a poluicdo do ecossistema aquatico tem consequéncias tanto para a biota
aquatica e terrestre quanto para os seres humanos.

Os antibioticos sédo extensamente utilizados no mundo todo para o tratamento
de doencas em seres humanos, animais, em plantas na agricultura e na promocéo
do crescimento animal na pecuaria e aquicultura(YANG et al., 2021b). Portanto suas
fontes de origem séo diversas como dos efluentes residuais, hospitalares e industriais,
da agroindustria, da aquicultura, da pecuaria, dos biossélidos, do descarte inadequado
do proprio medicamento e dos lixiviados de aterros sanitarios (ANAND et al. 2021;
LARSSON et al. 2022; MANYI-LOH et al. 2018; WANG et al. 2020).

Segundo estudos recentes a estimativa de aumento do consumo de
antibioticos por humanos foi de 65% entre 2010 e 2015 e previsédo de 200% para 2030
e de 67% para o consumo animal entre 2010 e 2030 (KLEIN et al., 2018; POLIANCIUC
et al., 2020; VAN BOECKEL et al., 2015a). Considerando sua liberacao praticamente
intacta no ambiente, entre 40 e 90 % ndo metabolizados e a remocéo ineficiente pelas
estacles de tratamento de efluente (ETES) e agua (ETAs) (POLIANCIUC et al., 2020)
uma grande quantidade deste xenobidtico chega ao meio ambiente. O que representa
um enorme fluxo deste poluente no ecossistema aquatico.

Nessa perspectiva, frente a enorme carga de antibiotico lancado no ambiente
aquatico, é importante avaliar o impacto no Chironomus sancticaroli Strixino & Strixino,
1981 (TRIVINHO-STRIXINO, 2011) importante espécie neotropical que faz parte da
cadeia alimentar exercendo fundamental papel ecolégico e bioindicador da qualidade
do ecossistema aquatico (BROVINI; RANGEL; LIMA, 2022).

Neste estudo foi utilizado a ciprofloxacina (CIP) um antibiético sintético da
classe das fluorquinolonas de elevada poténcia e amplo espectro, eficaz contra
diversas bactérias resistentes a outras drogas (SOUZA, M, V, N. et al., 2004). O C.
sancticaroli foi exposto a concentra¢cées ambientalmente relevantes de ciprofloxacina
e utilizados os biomarcadores bioquimicos e moleculares para analisar os efeitos do

antibioético.
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Para tal, foram tracados os seguintes objetivos especificos: analisar o efeito
da ciprofloxacina na expressédo génica da hemoglobina B e determinar a atividade
enzimatica das seguintes enzimas: acetilcolinesterase (AChE), esterase alfa (EST-a)
e esterase beta (EST-B) e da catalase (CAT). E assim poder avaliar o impacto do

antibiético no C. sancticaroli.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos bioquimicos e moleculares de concentra¢gfes subletais da

ciprofloxacina em Chironomus sancticaroli (Diptera: Chironomidae).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Analisar o efeito da ciprofloxacina na expresséo génica da hemoglobina
B nas concentracdes 1,3 e 2,9 ug L™".

o Determinar a atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE),
esterase alfa (EST-a) e esterase beta (EST-B) e da catalase (CAT).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Chironomidae - Chironomus sancticaroli

Chironomidae é uma familia de insetos da ordem Diptera encontrados em
todas as regides geograficas do mundo (TRIVINHO-STRIXINO, 2011). Sé&o
organismos de vida livre, holometabolos com aproximadamente 20.000 espécies
dispersas pelo mundo (ARMITAGE et al., 1995; PRAT et al., 2014). Compreendem
espécies terrestres e aquaticas, porém, estas Ultimas séo as principais representantes
da fauna de Chironomidae e importantes organismos benténicos que habitam diversos
ecotopos se destacando em quantidade entre os macroinvertebrados do ecossistema
aquatico (SIQUEIRA; TRIVINHO-STRIXINO, 2005; OSPINA-PEREZ et al., 2019).

A familia possui 541 géneros e 11 subfamilias apresentando na regido
Neotropical a maior diversidade de espécies por subfamilia do mundo (PAPE,
BLAGODEROQV, & MOSTOVSK, 2011; ANDERSEN et al. 2000). No Brasil ocorrem as
subfamilias Tanypodinae, Orthocladiinae, Telmatogetoninae, Podonominae e
Chironominae (TRIVINHO-STRIXINO, 2011).

Os quironomideos sdo mosquitos ndo picadores, com pecas bucais nao
desenvolvidas para alimentacdo. Sua fase adulta e de pupa tem curta duracdo, os
machos apresentam antenas plumosas com pedicelos globosos, as fémeas antenas
sem plumas com pedicelos menores e as larvas ndo tém espiraculos funcionais, séo
apnéusticas (CORREIA, 2004; CRANSTON, 2004).

Seus imaturos vivem em tubos, na superficie do sedimento, construidos com
detritos e seda das glandulas salivares. Podem ser predadores, filtradores,
raspadores, detritivoros, herbivoros, ectoparasitas ou apresentar mais de um tipo
alimentar (PINDER, 1986; WALSHE, 1951; CRANSTON, 2004). Entre elementos de
sua dieta estdo diatomaceas, algas, detritos, oligoquetas, bactérias, branquias de
mexilhdes, entre outros (PINDER, 1986; WALSHE, 1951; CRANSTON, 2004). Podem
apresentar o comensalismo de organismos bentbnicos maiores e com certa
mobilidade como uma estratégia de protecdo dos predadores e mudanca de lugar
(TOKESHI, 1993).

Suas larvas sdo ainda conhecidas como minhocas devido a presenca de
hemoglobina (Hb) na hemolinfa, caracteristica que lhes permite extrair oxigénio de

ambientes que apresentam baixa concentracdo de oxigénio (CRANSTON, 2004). Sua
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hemoglobina tem alta afinidade pelo oxigénio e pode disponibiliza-lo para o uso mais
rapido que a difusdo (ARMITAGE et al., 1995). Além disso, é possivel que a
hemoglobina esteja envolvida no metabolismo de poluentes (HA; CHOI, 2008). As Hb
sao produzidas no corpo gorduroso e depois encaminhadas para a hemolinfa sendo
que espécies do género Chironomus sintetizam globinas especificas para cada tecido
e estagio larval (Mi-Hee Ha et al., 2008).

Chironomus sancticaroli Strixino & Strixino, 1981 tem grande importancia
ecolégica para a regido tropical, sendo encontrado principalmente no Brasil e na
Argentina (BROVINI et al., 2022). Ja foi considerada sinbnimo de Chironomus
xanthus Rempel, 1939, no entanto, a impossibilidade de uma comparacao detalhada
das espécies invalidou a sinonimia e manteve o nome da espécie como Chironomus
sancticaroli (TRIVINHO-STRIXINO, 2011).

O ciclo de vida do C. sancticaroli descrito em laboratério € composto de ovo,
larva, pupa e adultos, as fémeas depositam entre 500 e 1045 ovos envoltos em uma
substancia mucilaginosa que na agua formam um tubo curvo. Esses ovos levam 44
horas para eclodir e liberar as larvas de | instar, que permanecem na massa gelatinosa
ainda por 12 horas até sairem nadando livremente e se instalarem no fundo da
bandeja, para entéo, apds, dois dias, construirem seus tubos (STRIXINO; STRIXINO,
1982).

A ovoposicéo é realizada na parte da manha ou no final da tarde quando as
fémeas param préxima a superficie da agua e com movimentos laterais do corpo vao
liberando os ovos; ao término fazem um pequeno voo e prendem a massa ovigera na
lateral da parede do recipiente mantendo-a submersa. E uma espécie de ciclo curto
multivoltina, entdo a formacédo de novas geracdes € continua (STRIXINO; STRIXINO,
1985; TRIVINHO-STRIXINO; STRIXINO, 1989).

O estagio larval é composto por quatro instares que tem duracéo
respectivamente 3, 2, 4 e 14 dias para o I, II, lll e IV instar (RICHARDI et al., 2013).
Sendo que a temperatura mais propicia para seu desenvolvimento € entre 18°C e
31°C e aideal para maior sobrevivéncia € entre 22°C e 26°C, existe uma relagao entre
temperatura e desenvolvimento. Temperatura elevada acelera o desenvolvimento e
diminui o tempo de crescimento dos individuos (STRIXINO; STRIXINO, 1985). As
larvas de | instar sdo plancténicas e incolores e conforme vai aumentando a producao

de hemoglobina, pigmento respiratério, a cor vai intensificando nos instares Il e 11l até
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que no IV ficam vermelhas, nestes Ultimos estagios as larvas sdo consideradas
bentdnicas (OH et al., 2014; STRIXINO; STRIXINO, 1982).

A préxima fase do desenvolvimento, o estagio de pupa, tem duracdo de
apenas dois dias e é considerada uma fase vulneravel do ciclo, em consequéncia de
sua exposicao a predacéao e a diferentes condigcdes ambientais para emergir o adulto
(OLIVER, 1971; STRIXINO; STRIXINO, 1985). As pupas possuem um Orgao
respiratorio e apds seu completo desenvolvimento nada até a superficie para emergir
0 adulto (CRANSTON, 1995; PINDER, 1986).

O estagio terrestre do ciclo de vida dos quironomideos é representado pelo
adulto, femea e macho, que vivem por volta de quatro dias e ndo se alimentam, toda
energia para reprodugdo vem do estdgio larval (STRIXINO; STRIXINO, 1985;
TRIVINHO-STRIXINO; STRIXINO, 1989).

Figura 1: Ciclo de vida de Chironomus sancticaroli — (1) Massa ovigera (2) Larva de primeiro instar
(3) Larva de quarto instar (4) Pupa (5) Macho adulto (6) FéEmea adulto.

Fonte: O autor (2022).

Os Chironomidae séo importantes organismos modelo para a ecotoxicologia
nos estudos para avaliar a toxicidade dos poluentes ambientais (HERRERO et al.,
2014). Sdo amplamente utilizados como bioindicadores da qualidade dos sedimentos
e da dgua (RICHARDI et al., 2015; REBECHI, et al., 2014) devido sua importancia nos

ecossistemas aquaticos e caracteristicas proprias.
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Sao organismos bentbénicos de baixa mobilidade e importantes intermediarios
entre produtores e consumidores secundarios sendo utilizados como alimento por
véarias espécies de peixes além de exercerem papel fundamental na ciclagem dos
nutrientes (NICACIO, 2015; POLIANCIUC et al., 2020).

Apresentam ciclo de vida curto o que reflete mais rapidamente as
modificacbes do ambiente e vivem préximo ao sedimento onde os poluentes se
acumulam. Sao abundantes e amplamente distribuidos nos ecossistemas aquéticos
sendo possivel apontar maior variabilidade de respostas. Além disso, sdo capazes de
suportar variados niveis de temperatura, concentracdo de oxigénio, pH, profundidade,
produtividade e salinidade (GOULART, 2003; POLIANCIUC et al., 2020; REBECHI,
2014; RICHARDI et al., 2015).

3.2 BIOMARCADORES

Os efeitos potencialmente danosos dos contaminantes nos organismos e no
ecossistema aquatico podem ser mensurados pelos biomarcadores bioquimicos e
moleculares, que sao capazes de indicar sinais precoces de diversos poluentes neste
ecossistema (DOMINGUES et al., 2007; PARK et al., 2009a; PRADO et al., 2023a).

Segundo Peakall (1994) biomarcadores séo respostas biolégicas a exposicéo
de substancias quimicas que podem se manifestar desde nivel molecular até a
estrutura dos ecossistemas. Sdo indicadores sensiveis de xenobibticos nos
componentes vivos do ecossistema (PINA et al., 2007).

Séao utilizados em diversos estudos de ecotoxicidade devido sua capacidade
de apresentar respostas da exposi¢cdo dos organismos a contaminantes, mostrando
os efeitos subletais, detectando diferentes poluentes e seus metabdlitos, apontando
as diversas situacdes de estresse na fase inicial e prever mudancas na qualidade do
ambiente aquatico (HE et al., 2011; VASCO et al., 2016; SARKAR et al., 2006).

Séo classificados em biomarcadores de exposi¢cdo quando sdo usados para
verificar e avaliar a exposi¢cdo de um organismo a um poluente, biomarcadores de
efeito quando apontam as alteracdes biolégicas no organismo exposto ao
contaminante e biomarcadores de suscetibilidade que vai evidenciar os diferentes
niveis de respostas a exposi¢cao (COELHO; AMORIM, 2003).

Diferentes niveis de biomarcadores tém sido utilizados para avaliar os efeitos

dos contaminantes ambientais, normalmente fundamentados em parametros
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bioquimicos, moleculares, ontogenéticas, fisiologicos, citoldgicos, histologicos e
populacionais. (LEE; CHOI, 2007; LEE et al., 2006; MORAIS et al., 2019; PINA et al.,
2007; REBECHI-BAGGIO et al., 2016; RICHARDI et al., 2018). No nivel bioquimico
podem ser utilizados enzimas antioxidantes como a catalase (CAT), do impulso
nervoso como a acetilcolinesterase (AChE) e de biotransformacéo ou metabolismo
das fases | e Il como as esterase alfa (EST-a) e beta (EST-B) e a glutationa S-
transferase (GST). No nivel molecular tem se analisado o dano ao DNA e a expressao
génica de proteinas e enzimas, como as hemoglobinas (Hb) (LEE; CHOI, 2007; LEE
et al., 2006; MORAIS et al., 2019; PINA et al., 2007; REBECHI-BAGGIO et al., 2016).

Entre os biomarcadores de parametro molecular a expressdo génica se
embasa na andlise da transcricdo de genes, quantifica 0 RNA mensageiro (MRNA)
que codifica proteinas ou enzimas. Normalmente a quantidade de proteina reflete a
concentracdo de mRNA, mostrando uma relacéo entre os biomarcadores bioquimicos
e de expressdo génica (PINA et al., 2007).

A analise da expresséo génica é realizada utilizando a técnica de reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) descoberta na década de 1980, que mais tarde evoluiu
para PCR em tempo real quantitativa (QRT-PCR ou quantitative Real-Time PCR). Esta
técnica se tornou mais eficiente por fazer possivel a amplificacdo e deteccdo ao
mesmo tempo da sequéncia de DNA (KUBISTA et al., 2006).

A hemoglobina é um potencial parametro molecular em estudos de toxicidade
ambiental em Chironomidae, devido as caracteristicas Unicas desta proteina neste
inseto e sua importancia como bioindicador ambiental (HA; CHOI, 2008a; LEE et al.,
2006).

Esse pigmento respiratério € constituido de proteina inerte, de ligacédo
reversivel ao oxigénio (O?), que transporta e estoca O? e didxido de carbono. Esta
presente em quase todos 0s seres vivos do reino animal, porém, no grande grupo dos
insetos possui apenas alguns representantes. O aparecimento da hemoglobina nos
invertebrados pode estar relacionado a pressao de selecdo a ambientes com baixos
niveis de oxigénio (OSMULSKI; LEYKO, 1986).

No género Chironomus a hemoglobina, além das mesmas func¢des dos
vertebrados, também realiza o tamponamento da hemolinfa ao se ligarem a residuos
do metabolismo (SHOBANOV, 2004). Aléem disso, apresentam caracteristicas
particulares como grande afinidade por oxigénio, alto grau de polimorfismo,
localizagéo extracelular, (OSMULSKI; LEYKO, 1986) e sao, sobretudo, produzidas
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pelo corpo gorduroso e enviadas para hemolinfa por peptideos (BERGTROM et al.,
1976).

Estudos sobre os efeitos de poluentes ambientais na expressao génica de
proteinas e enzimas tem sido realizado como, por exemplo, Park et al. (2009b) que
verificaram um aumento da expressdo da hemoglobina A (HbA) mas nenhuma
alteracdo da hemoglobina B (HbB) em Chironomus riparius exposto ao helmintico
fenbendazol. Lee et al., (2006) avaliaram a hemoglobina e proteina de choque térmico
(HSPs) em Chironomus tentans, Han et al. (2016) analisaram a expressao da enzima
GST, Nair et al. (2011) verificaram o0 aumento da expressao da catalase (CAT) e da
glutationa S-transferase (GST) e Fernandez et al. (2022) avaliaram a glutationa

redutase (GR) e a peroxidacao lipidica (LPO).

3.2.1 Acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolinesterase (AChE) € um biomarcador do sistema nervoso que
pertence a familia de enzimas chamada esterases. E uma enzima que hidrolisa
ésteres sendo classificada como uma esterase B, devido a sua capacidade de
hidrolisar o p-nitrofenil butirato em uma taxa maior ou igual ao acetato de p-nitrofenil
e ser inibida pela dietil p-nitrofenil fosfato (PEAKALL, 1992). E um importante
bioindicador de neurotoxicidade.

Esta enzima vai catalisar a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh)
nas sinapses colinérgicas transformando-a em colina e acido acético cessando a
transmissao do impulso nervoso permitindo que neurdnio colinérgico volte ao repouso.
Os farmacos que bloqueiam a acdo da AChE, chamados anticolinesterasicos, fazem
com que a acetilcolina permaneca por longo periodo na fenda sinaptica e nas juncées
neuromusculares causando uma hiperestimulacdo do neurbnio o que leva a uma
superestimulacdo do cérebro e dos tecidos musculares podendo ocorrer danos
muscular e neural (ARAUJO et al., 2016).
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Figura 2: Representacao da sinapse colinérgica na presenca da acetilcolinesterase e na auséncia.
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Estudos de toxicidade de antibiéticos demonstraram inibicdo da AChE em
peixes (RODRIGUES et al., 2018; ZHAO et al., 2021) assim como em estudos com a
mistura de antibidticos e outros poluentes (CUZZIOL BOCCIONI et al., 2021; FONTE
et al., 2016). Em Rakotondravelo et al. (2006) também verificaram uma reducao da
atividade da AChE, porém em Chironomus tentans exposto a clorpirifos a 0,10 ug L
1.

Pelo contrario, Gomes et al. (2021) verificaram aumento da AChE em embrido
de peixes expostos ao antibiético triclosan. Em Dionisio et al. (2020) relataram um
aumento da atividade da colinesterase no microcrustaceo, Daphnia magna,
especificamente em exposicdo aguda ao antibidtico ciprofloxacina e inibicdo na
exposicdo cronica. Da mesma forma, em Vicentini et al. (2017) a AChE apresentou
alteracdo em larvas de Chironomus sancticaroli exposto ao hidrocarboneto aromatico

policiclico benzo(a)pireno.
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3.2.2 Esterase alfa (EST-a), Esterase beta (EST-B)

A esterase alfa e esterase beta sdo enzimas de biotransformacéo da fase | do
metabolismo ligadas a desintoxicacdo ou a bioativagdo de xenobidticos
(CACCIATORE et al., 2013). Sado enzimas multifuncionais, hidroliticas e
extremamente variadas formando uma grande familia que hidrolisam ésteres (ALVES
BAFFI et al., 2007; DAHAN-MOSS; KOEKEMOER, 2016).

A exposicdo de um organismo a poluentes vai desencadear a
biotransformacdo ou o metabolismo que é constituido pela fase | onde acontece a
oxidacdao, reducéo e hidrolise de xenobidticos, a fase Il onde ocorre a conjugacao, que
consiste na adicdo de grupos polares maiores aos poluentes ou drogas para facilitar
a excrecao, e a fase lll onde ocorre o catabolismo de metabdlitos (VAN DER OOST
et al., 2003).

Em insetos também atuam no catabolismo e regulacdo do hormdnio juvenil,
desenvolvimento ontogenético, funcionamento do sistema nervoso, reproducao,
digestao, comportamento e resisténcia a inseticidas e pesticidas (CHERTEMPS et al.,
2012; PALAKSHA; SHAKUNTHALA, 2015).

Estudos relacionados as esterases como em Albuquerque et al, (2021)
avaliaram a atividade da esterase alfa (EST-a) e esterase beta (EST-B) no diptero,
Chironomus sancticaroli, sob a acdo do herbicida atrazina, no ensaio agudo teve um
aumento da EST-a enquanto que na crénica teve uma diminuicdo e a EST-
apresentou alteracédo da atividade somente no ensaio agudo onde teve um aumento
de 34%. Em Vicentini et al. (2017) as alfa e beta esterases também apresentaram
aumento de atividade no Chironomus sancticaroli exposto ao hidrocarboneto
aromatico policiclico benzo(a)pireno.

3.2.3 Catalase (CAT)

A Catalase (CAT) € uma enzima do sistema de defesa antioxidante do corpo,
que remove o peroxido de hidrogénio (H202) por dismuta¢cdo em oxigénio molecular e
agua, protegendo as células do estresse oxidativo. Conforme a reacdo (MATES;
SANCHEZ-JIMENEZ, 1999).
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O peroxido de hidrogénio (H202) é uma espécie reativa de oxigénio (ERO) que
se forma na atividade normal da célula, subproduto do metabolismo aerdbico, ou
guando expostas a algum xenobiético. Quando a producdo de EROs excede as
substancias antioxidantes nas células, resulta em estresse oxidativo celular que pode
levar a mutacéo e cancer, além de citotoxicidade (MATES, 2000).

As catalases séo classificadas em: catalases tipicas que apresentam o grupo
prostético heme, homotetraméricas, monofuncionais, de estrutura conservada e estao
presentes em todos os dominios da vida; as catalase-peroxidases da superfamilia
heme peroxidase, bifuncionais, encontradas em eubactérias, archaea e em dois
ramos de eucariotos e as catalases de manganés ndo heme com centros de reacao
di-manganés sdo as mais antigas enzimas observadas apenas nas archaeas e
bactérias (ZAMOCKY et al., 2012; ZAMOCKY; KOLLER, 1999).

Estdo localizadas em todos os 6rgdos do corpo, mas principalmente nos
peroxissomos, sdo um catalisador de alta atividade na reducdo do peroxido de
hidrogénio em agua (GALASSO et al., 2021; SUN, 1990). Por meio de reacdes ligadas
a reducdo do H20: a catalase participa da desintoxicacdo de substratos como alcoois
e fendis (REGOLI; GIULIANI, 2014).

O peroxido de hidrogénio também gera outras EROs pela reacado de fenton e
os EROs séo altamente reativos, reagindo com diversas macromoléculas causando
danos a célula, por isso, a catalase possui um importante papel na protecao celular
(GALASSO et al., 2021).

Estudos relacionados a CAT como Park et al. (2018) analisaram as
consequéncias do antibidtico sulfatiazol no diptero, Chironumus riparius, observando
alteracdo na atividade enzimética da catalase o que resultou em estresse oxidativo e
prejudicou o crescimento e o sistema endocrino do diptero. Além disso, a atividade da
CAT também foi modificada em Chironomus riparius exposto ao inseticida fenitrotion
(CHOI; ROCHE; CAQUET, 2009). Como também Morais et al. (2019) encontraram
uma elevacao atividade da CAT em Chironomus sancticaroli na exposicéo subcrdnica
do metaloide antiménio. Zhang et al. (2015) descobriram uma regulacéo positiva da
CAT em peixe exposto a tetraciclina e em Peltzer et al. (2017), citado anteriormente,
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a atividade da catalase foi reduzida na larva do sapo, Rhinella arenarum, expostas a

enrofloxacina.

3.3 AMBIENTE AQUATICO E A CIPROFLOXACINA

O planeta Terra possui sua superficie composta por 70% de agua, a mesma,
primordial & vida, apesar de ser um recurso renovavel a sua disponibilidade é limitada
0 que a torna extremamente preciosa. Analisando o tamanho da populagao mundial,
0 seu consumo de agua e a quantidade existente de agua doce, estima-se que esta
poderia suprir a humanidade por 18,71 anos caso nao haja outras fontes alternativas
ou renovagao eficaz. Apesar disto, ha constante contaminagéo hidrica causada pela
sua utilizacao inadequada, aumento da populacdo e gestado ineficaz, a terra sofrera
extremas crises hidricas até 2050 (BARROS; AMIN, 2007; HUSSAIN; NAEEM,;
CHAUDHRY, 2016).

Os ecossistemas aquaticos mantém uma grande parte da diversidade biolégica
de nosso planeta. Existe uma grande relacdo entre este recurso valioso e a sua
biodiversidade ja que desempenham diversas funcdes e sdo indispensaveis para as
comunidades bidticas. Os oceanos, mares e corpos d’agua doce possuem uma
enorme diversidade de espécies, 0s quais demonstram extrema fragilidade a
alteracdes em seus ambientes (IRFAN; ALATAWI, 2019).

Como definicdo a poluicdo é a transformacdo que possui capacidade de
deteriorar a interdependéncia entre 0s seres vivos e 0 ambiente, inserindo ou
extraindo de forma direta ou indireta, compostos oriundos de acdes humanas que
possuem impactos prejudiciais a biota e aos seres humanos (CHAPMAN, 1996).

O ambiente aquético é atingido por enormes quantidades de poluentes,
elementos téxicos provindos de diversas origens. Industrias despejam seus produtos
prejudiciais, despejos de esgotos humanos, acidentes com substancias quimicas,
contaminantes agricolas, matérias organicas, metais pesados, enfim diversos
compostos xenobioticos (ARIAS et al., 2007).

Apesar do ecossistema aquatico ter diversos meios de absorver os elementos
téxicos, quando estes superam niveis superiores ao ambiente receptor, afligem a vida
das comunidades bioticas que ali vivem. Essas mudancas causadas aos recursos
hidricos, pela contaminagcdo, modificam a sua qualidade, alteram ou retiram a luz, o

oxigénio, chegam a conectar-se aos sedimentos, de forma fisica e quimica, e
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perseveraram durante um extenso intervalo de tempo até serem absorvidas pelos
organismos deste meio, os afetando de formas desfavoravel. Assim os sedimentos
podem agir como decompositores dos poluentes ou agir como disseminadores
(AMARANTE JUNIOR et al., 2003; CASTRO-CATALA et al., 2016).

Dentre os compostos xenobidticos que demonstram persisténcia no ambiente
aguatico ha uma classe de compostos considerados emergentes, os farmacos.
Produzidos em grande escala, os compostos farmacéuticos atraem grande atencéo
devido sua capacidade de permanéncia no meio ambiente e por ndo serem totalmente
removidos pelas estacdes de tratamento de agua (AMERICO et al., 2012; BILA, D. M.;
DEZOTTI, 2003).

As legislacbes vigentes que fazem o controle da qualidade da agua né&o
apresentam regulamentacao especifica para os contaminantes emergentes (ZENKER
et al., 2014).

Os farmacos séo fabricados com o intuito de agir no corpo como tratamento
podendo atravessar membranas bioldégicas e permanecer no corpo. As suas
moléculas possuem uma composi¢cao biologicamente ativa, podendo ter diversas
caracteristicas como: serem hidrossolUveis, ndo volateis, polares e ndo absorviveis
ou lipossolaveis, os quais, demonstram predisposicdo a se acumularem em
organismos de niveis tréficos mais baixos (BOTTONI; CAROLI; CARACCIOLO, 2010).

Foi nos Estados Unidos que houve o primeiro registro de farmacos em esgotos,
sendo o acido cloridrico em concentracdes de 0,8 a 2 ug L, outros paises como
Alemanha, Canada, Holanda, Inglaterra, Italia e Suécia também os identificaram em
seus recursos hidricos incluindo desde aguas residuais até aguas subterraneas
(AMERICO et al., 2012; BILA, D. M.; DEZOTTI, 2003).

Sado diversos os caminhos possiveis para que os produtos farmacéuticos
atinjam o ecossistema aquatico. Algumas fontes sdo o homem através de seus
efluentes domésticos, os hospitais 0s quais despejam componentes em grandes
concentracbes, a pecuaria, agricultura, fabricacdo farmacéutica, aquicultura, entre
outros (BEEK et al., 2016).
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Figura 3: Esquema das vias de origem da contaminacdo do ecossistema aquatico.
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As industrias farmacéuticas despejam enormes quantidades de seus
produtos em efluentes que chegam as estacdes de tratamento de 4gua. A situagéo é
mais critica nos paises subdesenvolvidos, na india foi registrado no esgoto uma
grande concentracdo de ciprofloxacina 31 mg L%, no Paquistdo foi encontrado
também a ciprofloxacina de 3,0 a 5,25 mg L?, oxitetraciclina de até 9,40 mg L,
levofloxacina chegando a 6,20 mg L* entre outros. Os hospitais, as residéncias e a
criagdo animal também descarregam pela urina e fezes grande quantidade de
farmacos que foram consumidos e ndo foram assimilados completamente pelo

organismo. Alguns hospitais chegam a efetuar o tratamento das suas aguas residuais
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com o intuito de diminuir o grau da contaminacao, porém essa eliminacao é restrita
(0-40%) (HUSSAIN; NAEEM; CHAUDHRY, 2016; LARSSON; DE PEDRO; PAXEUS,
2007; ZHOU et al., 2023;JANECKO et al., 2016).

Em rios poloneses a CIP chegou a 2,7 pug L' (WAGIL et al.,, 2014). Em
efluentes de estagdo de tratamento de esgoto na Republica Checa foi de 0,22 ug L?
de ciprofloxacina (GOLOVKO et al., 2014). Em aguas superficiais do Vietna registrou
ocorréncia de 0,25 ug L?, na China 5,9 yg L e Argentina 7,7 ug L' (ROSAS-
RAMIREZ et al., 2022).

Aterros sanitarios também sédo uma via de contaminacdo no que se refere aos
residuos solidos, uma mistura de farmacos é descartada nos lixos domeésticos, lixos
dos hospitais e até das industrias sendo o seu destino os aterros, que quando nao sédo
selados devidamente se tornam lixiviados e escoam até o solo e recursos hidricos.
Somente 15% dos produtos farmacéuticos podem ser eliminados caso haja
instalacdes de tratamentos nos aterros (LU et al., 2016; SCHWARZBAUER et al.,
2002).

Existem diversos estudos de tecnologias para eliminar os contaminantes
emergentes devido ao risco de persisténcia no ambiente e consequentemente a
bioacumulacdo. A nanotecnologia demonstrou grande sucesso na remoc¢ao dos
poluentes nos experimentos em laboratério, porém ainda se faz necessario melhorar
a técnica para efetivar a aplicacédo no ambiente (KARTHIGADEVI et al., 2021)

Existem diversos tipos de farmacos, antibidticos, antidepressivos, hormonios,
anti-inflamatérios, analgésicos, entre outros, que sao classificados de acordo com
suas caracteristicas de estrutura, propriedade e funcdo. O antibidético é um
medicamento quimioterapico que possui como funcéo a inibicdo de bactérias, fungos
e virus sendo divididos conforme sua estrutura quimica ou seu mecanismo de a¢ao
em quinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas, macrolidos, R-lactamicos e y-lactams. Este
produto farmacéutico € considerado um contaminante emergente devido a sua
caracteristica fisico-quimica, biolégica, sua vasta utilizacdo tanto pelo homem, por
conta do aumento da populacdo, quanto pela agropecuaria, cuja demanda pela
proteina animal se intensificou, assim como, pela falta de regulamentacdo da
concentracdo no meio ambiente. (KUMMERER, 2009; LENG et al., 2020; OKOYE et
al., 2022; VAN BOECKEL et al., 2015b; ZHAO et al., 2019; MONTAGNER et al. 2017)

No ambiente aquatico os antibidticos sdo encontrados em concentracdes de ng

L-1-ug L1, e apesar da pequena quantidade, podem causar danos crénicos nos
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organismos aquaticos, pois alguns sédo expostos por todo seu ciclo de vida. Os danos
se apresentam na reproducédo, crescimento e comportamento dos organismos. Além
disso, prejudicam intensamente os produtores primarios e decompositores, causam o
desaparecimento de popula¢des microbianas, modificam a degradacdo da matéria
organica, a ciclagem de nutrientes, a reducdo de sulfato, a transformacdo de
nitrogénio e a metanogénese, eliminando o papel ecolégico de organismos,
desestabilizando o ecossistema aquatico e o ciclo biogeoquimico (KOVALAKOVA et
al., 2020).

Promovem ainda a selecdo de bactérias resistentes a antibidticos (BRAS),
resisténcia antimicrobiana (AMR), cepas microbianas capazes de sobreviver aos
antibiéticos, e genes de resisténcia a antibidticos (GRAs). Estes patdgenos
resistentes, bactérias multirresistentes e panresistentes ou superbactérias vao
dificultar o tratamento de infec¢cdes humanas e animais (CHATURVEDIAB et al., 2021,
MACHOWSKA; LUNDBORG, 2019; WORLD HEALPH ORGANIZATION, 2021).
Segundo LIM et al. (2020a) a resisténcia bacteriana pode causar mais de 10 milhdes
de mortes por ano até 2050.

Além disso, favorecem o aparecimento de resisténcia em bactérias do
sedimento marinho e bactérias nitrificantes. Causam também toxicidade em
cianobactérias, algas, microcrustaceos e peixes, afetando assim organismos de
diferentes niveis tréficos prejudicando o ecossistema aquatico e 0s seres humanos
(CARVALHO; JUNIOR; AMERICO-PINHEIRO, 2016).

Os antibidticos séo classificados em sintéticos ou naturais e entre o0s sintéticos
estdo as quinolonas, uma familia originada da cloroquina, um farmaco antimalarico,
que possui quatro geracdes. Considerado da primeira geracdo o acido nalidixico foi
descoberto em 1962, visto como um residuo da cloroquina, sua relevancia em relacao
a seus semelhantes foi por conta de sua a¢ao contra bactérias Gram-negativas, assim
iniciou o mercado de antibibticos sintéticos quando aprovado para tratamento de
infec¢des urinarias (BAPTISTUCCI, 2012; ANJALI et al. 2019).

Seguido pelo intuito de melhoria continua das quinolonas, foi substituido um
atomo de carbono (C-6) pelo fluor criando uma fluoroquinolona (FQ). A Flumequina
foi o primeiro composto desta transformacdo que devido sua toxicidade alta foi
descartado para uso, por conseguinte foi adicionado na posicdo C-7 um anel de
piperazina e um grupo de ciclopropila o que levou as quinolonas para a segunda

geracdo. Com esta transformacéao as fluoroquinolonas apresentam biodisponibilidade
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superior, aumento de seu espectro de atividade, menor toxicidade, maior resistividade

e suas propriedades de efeito e acdo foram melhoradas (BUSH et al., 2020).

Apesar da segunda geracdo ter sido iniciada pela Norfloxacina foi a

Ciprofloxacina que ganhou grande destaque, o composto mais ativo da geracéo

devido a sua acéao sistémica eficiente. O progresso das geracdes subsequentes houve

um foco nas vinculac¢des estrutura-atividade com base no resultado da Ciprofloxacina

gerando uma grande quantidade de FQ's, a terceira e quarta geragéo das quinolonas

sdo mais potentes, eficazes, amplamente ativas e conseguem atuar contra bactérias
Gram-positivas e organismos anaerobicos (PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019)

Figura 4: GeragOes da Quinolona.
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As fluoroquinolonas ndo sao imediatamente biodegradaveis, assim 0s seus
resquicios e metabdlitos sdo identificados com muita facilidade no solo e na agua, isso
por conta de suas caracteristicas de sor¢do. Como resultado hd o aumento do seu
tempo de degradacdo, ha diversos meios usados para degradar esses farmacos:
degradacédo quimica, onde é utilizado fungos como é o caso do Gloeophyllum striatum,
o fungo da podriddo parda, degradacao térmica, reacdes fotoliticas e de Fenton. Ha
também a irradiacdo ultrassbnica que degrada a ciprofloxacina em solu¢ao aquosa de
acordo com o pH da solucdo. Porém a degradacdo resulta em metabdlitos mais
toxicos para o ambiente que a propria ciprofloxacina (DE BEL et al.,, 2009;
WETZSTEIN; SCHMEER; KARL, 1997; ANJALI et al. 2019).

A ciprofloxacina (CIP) € uma potente droga de amplo espectro, produzida pela
Bayer e aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para via oral em 1987 e
para via intravenosa em 1991. Sua estrutura quimica é formada pelo acido 3-
quinolino-1-ciclopropil-6-fluor-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil) carboxilico (SOUZA,
M, V, N; ALMEIDA, M. V.; SILVA, A, D; COURI, 2004). Agem nas topoisomerase Il ou
DNA girase das bactérias gram-negativas, uma enzima importante para a reparacao,
replicacdo e transcricdo do DNA da bactéria e na topoisomerase IV nas bactérias
gram-positivas. A DNA girase é formada por quatro subunidades, duas subunidades
A e duas B, a CIP se liga a subunidade A (SOUZA, M, V, N; ALMEIDA, M. V.; SILVA,
A, D; COURI, 2004).

Figura 5: Estrutura da Ciprofloxacina.
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Fonte: (BUSH et al., 2020)

Considerada um poderoso antibi6tico é utilizada para o tratamento de infec¢des
urinarias, das articulacdes, dos 0ssos, respiratoria, gastrointestinais e de pele na

medicina humana e veterinaria (ANJALI et al. 2109) e seu descarte impacta o0 meio
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aguoso agindo de forma téxica aos organismos que ali habitam. Estudos demonstram
gue suas acdes sdo graves e extremamente danosas para grande parte das espécies,
invertebrados e vertebrados, sendo o nivel tréfico mais baixo o mais afetado. Possuem
a capacidade, assim como outras FQ's, de agir de forma pré-oxidativa em diferentes
organismos e devido a isso sdo conhecidas como genotoxicas putativas (MARTINS et
al., 2012; NUNES et al., 2018)

Sao diversos os experimentos com a CIP em organismos aquaticos que
buscam verificar sua toxicidade. Como no estudo com o crustaceo plancténico
Daphnia magna, cujos testes efetuados por Martins et al. (2012) observaram danos
cronicos em sua historia de vida e a metade da concentracao efetiva maxima (EC50),
concentracdo do composto para qual 50% do efeito é observado, foi 65,3 mg L™
ja Dionisio et al. (2020) encontrou 36,493 mg L e Dalla Bona et al. (2015) 36 (23-
58) mg L. Também com a Daphnia magna Yisa et al. (2023) descobriu que a CIP
apresenta uma ameaga capaz de modificar o desenvolvimento da comunidade de
Daphnia magna, pois a CIP gerou uma elevacéo nos niveis de EROS indicado que a
glutationa-S-transferases e peroxidases ndo foram suficientes para anular os efeitos
da contaminacao, gerando um estresse oxidativo.

Em estudo com Danio rerio (Halmilton 1822), peixe-zebra, a exposicao de 25
mg L de CIP em adultos por 96 horas ocasionou excitagdo na locomog&o, queda da
cognicado, alteracdo no comportamento de exploracdo, aprendizado e houve a
exposicao de comportamento agressivo (PETERSEN et al., 2021). Outra pesquisa
com peixes encontrou malformacgéo do saco vitelinico e craniofacial, genotoxicidade,
alteracdes hematoldgicas, danos histopatoldgicos e estresse oxidativo (KITAMURA et
al., 2022; ROSAS-RAMIREZ et al., 2022).

Em organismos aquaticos fotoautotroficos a CIP se mostrou toxica,
apresentando EC50 de 10 ug L' para cianobactéria Anabaena flos-aquae, de >8.042
ug L para microalga de 4gua doce Desmodesmus subspicatus, para planta aquatica
Lemna minor o EC50 foi de 62,5 ug L e para a dicotiledénea Myriophyllum spicatum
(Halogoraceae) a CP se mostrou de leve a média toxicidade (EBERT et al., 2011b).
Na alga de agua doce Chlorella vulgaris a CIP diminuiu seu crescimento na
concentracéo de 12,5 mg/l, como também a clorofila teve uma reducéo, o EC50 foi de
20,6 mg/l, em baixas concentracdes (<5,0 mg/L) o etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)
e a Glutationa reduzida (GSH) diminuiram enquanto que aumentaram em alta

concentracdo (>12,5 mg/L) e CAT e GST apresentaram aumento em baixas
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concentracbes e reduziram em alta concentracdo (NIE et al., 2008). Em planta
aguatica Lemna minor foi verificado ainda alteracdes da fotossintese, inibicdo do
crescimento e estresse oxidativo (GOMES et al., 2017b)

No poliqueta Hediste diversicolor a CIP causou hiperatividade e aumento no
tempo de escavacdo, aumento da atividade da catalase e da acetilcolinesterase e
diminuicAo da peroxidacdo lipidica, constatando em baixa concentracdo da
ciprofloxacina a formacao de EROS (NOGUEIRA; NUNES, 2020).

Estudos sobre os efeitos da ciprofloxacina em Chironomidae séo inexistentes.
Alguns outros estudos verificaram efeitos de outros antibioticos em Chironomidae.
Como a tetraciclina que causou danos moleculares e bioquimicos em Chironomus
riparius (XIE et al., 2019a). Outro estudo em C. ripariilus exposto a sulfadiazina
mostrou a bioacumulacgdo, estresse e desregulacao enddcrina (XIE et al., 2019b). O
sulfatiazol causou alteragdes na razao sexual, crescimento, deformidade do aparelho
bucal e na sobrevivéncia de C. riparius (PARK; KWAK, 2018).

Martinez-Paz et al. (2017) apontaram que o triclosan € um disruptor endécrino
atuando no horménio ecdisteréides do C. riparius. Efeitos no sistema de
biotransformacao inibindo genes da GST e do citocromo P450 também foram
observados no C. riparius exposto ao triclosan (MARTINEZ-PAZ, 2018).



37

4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL BIOLOGICO E CRIACAO CHIRONOMIDAE

As massas ovigeras de Chironomus sancticaroli foram obtidas da col6nia
matriz, mantida desde 2008, sob protocolo de Maier et al. (1990), com modificacbes
na temperatura (25°C + 2) e fotoperiodo (12h claro:12h escuro) e protocolo de
Vicentini et al. (2017) em que foi substituida a agua areada por reconstituida. A
colonia fica no Laboratério de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae
(LAMFC?), localizado no Departamento de Zoologia (Setor de Ciéncias Biolégicas -
Universidade Federal do Parana - UFPR).

Organismos desta colbénia foram depositados na Colecdo Entomoldgica Pe.
Jesus Santiago Moure do Departamento de Zoologia da Universidade Federal do
Parana (DZUP), numeros vouchers 249269 a 249276.

Os Chironomidae foram criados em dois aquérios de vidro com capacidade
de 10 L e dimensfes de 25 cm x 15 cm x 25 cm, com 2 cm de substrato de areia
autoclavada e sete litros de agua reconstituida em temperatura de 25 + 2°C,
fotoperiodo de 12 h claro: 12 h escuro, 80% de umidade e aeragcdo constante. Os
aguarios foram cercados por uma estrutura de madeira e tela com aberturas circulares

envoltos em voil para oferecer espaco de emergéncia e conter os adultos (Figura 6).

Figura 6: Criacdo do Chironomus sancticaroli.
Tl

Fonte: O autor (2022)
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A alimentacéo das larvas foi realizada trés vezes na semana com 2,5 g de
racao para cachorro Dog Chow®, assim como a limpeza e mensalmente parte da agua
dos aquarios foi trocada por nova agua reconstituida. Nos aquarios acontecia todo o
ciclo de vida do C. sancticaroli: os adultos copulavam, as fémeas colocam sua massa
ovigeras presas por um pedunculo na lateral do aquario, apos a emergéncia as larvas
se alimentavam da massa gelatinosa e desciam para a superficie do sedimento onde
construiam seus tuneis, posteriormente empupam e emergem os adultos.

A agua reconstituida consistia da mistura de duas solu¢des. Na preparacao
de 1 L usava-se 8 mL da solucdo 1, que correspondia a sulfato de calcio
(Cas04.2H20) a 8,7 uM, mais 4 mL da solucéo 2, formada por cloreto de potassio
(KCl) a 2,7 pM; bicarbonato de sédio (NaHCO3) a 57 uM e sulfato de magnésio
(MgS04.7H20) a 24,7 uM, somando-se a 988 mL de agua destilada.

4.2 BIOENSAIO DE TOXICIDADE

O bioensaio de toxicidade foi realizado em grupos de larvas de | instar
expostas a duas concentracdes do antibidtico ciprofloxacina, ao mesmo tempo, outros
grupos foram mantidos como controle. O ensaio de toxicidade subcrénico estatico (a
solucdo ndo foi trocada durante o teste) teve duragéo de 11 dias. Foi executado em
aquarios de vidro de dimensdes de 10 cm x 20 cm x 10 cm, de trés réplicas para cada
concentracdo do antibiético e para o controle.

Figura 7: Aquarios de vidro do bioensaio.

Fonte: O autor (2022)

Para cada réplica foi preparado 199,8 g de substrato, 750 mL de &agua
reconstituida, solucéo de ciprofloxacina (CIP), larvas de | instar e um preparado liquido
de racdo para peixes TetraMin®, resultando em 1 cm de sedimento e 4 cm de agua
em cada réplica dos aquérios. A racgéo liquida foi preparada com 1 g de racdo para
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peixes TetraMin® em 20 mL de agua. O substrato foi previamente preparado com 150
g areia de quartzo branco (Sigma-Aldrich®), 40 g de caulinita, 9,8 g de turfa (sem agua)
e 750 mL de agua reconstituida e colocado na estufa incubadora (BODs) com
temperatura de 23°C, fotoperiodo de 12 h e em aeracao por sete dias.

Para o ensaio foram retiradas da colbnia matriz, cinco massas ovigeras com
cerca de 800 ovos e depositadas em placas petri com agua reconstituida e mantidas
nas mesmas condi¢des da colbnia: em temperatura de 25°C + 2, fotoperiodo 12 h e
umidade em torno de 80%. Apos a ecloséo das larvas de | instar e saida da mucilagem
gelatinosa, foram transferidas para os aquarios de vidro preparados com o sedimento,
agua reconstituida e a CIP. Para tanto foram utilizadas 50 larvas para cada réplica de
cada concentragao mais o controle, totalizando 450 larvas de | instar. Os organismos
foram expostos as concentracdes de 1,3 ug L e 2,9 ug L de solugéo do antibiético
ciprofloxacina de grau analitico obtida da Sigma-Aldrich (Brasil). As concentracdes
necessarias para o experimento foram obtidas a partir da diluicdo com agua ultrapura
da solucédo de 10 mg ml* de CIIP.

Em seguida os aquéarios foram acondicionados em estufas incubadoras
(BODs) onde as larvas do Chironomus sancticaroli permaneceram por um periodo de
11 dias a uma temperatura entre 25°C (+ 1°C) fotoperiodo 12 h claro e escuro e em
aeracao constante (Figura 8). Alimentados uma vez por dia, em dias alternados, com
1 mL e 1,5 mL de racdo liquida de TetraMin® para peixes. Apds o periodo de
exposi¢do ao xenobidtico um total de 330 larvas de Il e IV instares (das concentracdes

e do controle) foram armazenadas em freezer -80°C.

Figura 8: Bioensaio subcrdnico: Aquarios de vidro cobertos com pléstico filme e bomba de aeracgéo.

|

Fonte: O autor (2022)
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4.3 ENSAIO MOLECULAR

Para observar a expressdo génica da hemoglobina B, as larvas foram
retiradas do freezer -80°C e procedido a extracdo de RNA pelo kit de extracdo da
RNeasy Mini Kit (Qiagen®). Larvas de lll e IV instares, de 11 dias de tratamento, foram
utilizadas neste ensaio.

Foi realizada a extracdo de RNA de 13 pools de cinco larvas para cada
concentracédo (1,3 ug L* e 2,9 ug L) e controle. As larvas foram adicionadas no
eppendorf de 1,5 mL com 350 pL do tampao RLT de lise celular fornecidos pelo kit de
extracdo e homogeneizadas com o auxilio de um pistilo autoclavado. Imediatamente
seguiu-se o protocolo do kit, alcancando 30 pLde RNA de cada amostra. Apos o
procedimento foi realizado eletroforese com gel de agarose a 1,5 % para verificar a
qualidade do RNA, assim como, quantificacdo das amostras no espectrofotdmetro
NanoDrop®.

Logo apés as amostras foram tratadas com DNase para remover DNA
contaminante. Para tanto foi usado DNase da Invitrogen® que em conformidade com
o protocolo as amostras foram tratadas com 3 uL de buffer, 3 uyL de DNase e 24 uL
de RNA + agua de acordo com a quantidade de RNA de cada amostra o volume da
agua muda. Em seguida foi incubado por 15 minutos em temperatura ambiente e
posteriormente adicionado 3 pL de Edta (solugdo de parada) e levado ao
termociclador por 10 minutos a 70 °C. Subsequente nova eletroforese e medicao da
concentracédo, para verificar integridade e padronizar as amostras.

Para proceder a transcricao reversa do RNA para DNA complementar (cCDNA)
foi utilizado High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. Para cada amostra foram
utilizados um Master Mix composto por: 2 yL buffer; 0,8 yL dNTP; 2 yL de primer
(Invitrogen®) e 1 uL enzima RT totalizando um volume de 5,8 uL mais RNA + agua
mili-g em volumes variaveis de acordo com a quantidade de RNA em cada amostra,
totalizando no final volume de 20 pL. Em seguida, as amostras foram levadas ao
termociclador por 50 minutos a uma temperatura de 50°C e 5 minutos a 95°C, apos
armazenados em freezer -20°C.

Para realizar a PCR tempo real as 20 yL de amostras de cDNA foram diluidas
em 80 uL de agua mili-q totalizando 100 uL. A reacao foi preparada com 1 yL de cDNA
diluido mais o master mix que foi composto por 5 yL SYBR Green Master Mix (Applied

Biosystems), 0,3 uL de primer reverse e 0,3 pyL primer forward ambos a 10 uyM
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(Eurofins®) e 3,4 uL de agua mili-q. Foram utilizados primers do gene de interesse e
do gene da actina para normalizacao.

A leitura foi realizada no termociclador Rotor-Gene Q da Qiagen seguindo
protocolo de 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 min, 40 ciclos a 95°C por 15s e por fim
60°C por 60s. Para cada amostra foram feitas trés réplicas sendo o controle negativo
composto por agua mais o mix da reacdo. O threshold (cycle threshold - Ct) foi
padronizado no ponto de limiar da reacao (maior amplificacéo) e as curvas de melting
foram avaliadas no final das corridas para controlar a qualidade da amplificagdo. A
analise desses dados foi processada pelo software Rotor-Gene Q.

Para a analise da expresséo do gene da hemoglobina B foi utilizado o método
comparativo ou Delta-Delta Ct (AACt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Com os
resultados de Ct (threshold cycle) foi calculado o ACt de cada amostra pela subtracao
do Ct do gene de referéncia pelo Ct do gene de interesse, em seguida o Delta-Delta
Ct (AACt) e por fim o 2-AACt que determinou a expressdo relativa do gene de
interesse.

Para a analise estatistica dos diferentes niveis da expressdo génica foi
empregado o programa Past 3 e aplicado os testes Shapiro-Wilki para verificar a
normalidade dos dados e confirmado pelo gréafico de residuos e por ultimo o teste

ANOVA - one way e Tukey ambos com niveis de significancia de p < 0,05.

4.4 ENSAIOS ENZIMATICOS

A andlise da atividade enzimatica foi realizada nas amostras expostas a
ciprofloxacina nas concentragées de 1,3 ug L' e 2,9 ug L2, em ensaio subcrbnico de
11 dias, a homogeneizacéo das amostras seguiu o protocolo de homogeneizacgéo de
Valle & Montella (2006) e norma especifica para cada enzima. Como no molecular
foram utilizadas larvas de Il e IV instares.

Na preparagédo da homogeneizacao, as amostras foram retiradas do freezer -
80°C e deixadas para descongelar sobre o gelo. Apés o descongelamento as
amostras de pool de cinco larvas foram colocadas em novos eppendorf de 1,5 mL e
adicionado 30 pL dgua mili-g e homogeneizados com um homogeneizador automatico.
Em seguida foi adicionado 590 pL de agua mili-q atingindo 620 uL no total. Retirando
as amostras da acetilcolinesterase (AChE), foram centrifugados a 12000 xg por minuto

a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novo eppendorf e entdo pipetado o volume
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adequado para cada enzima na placa mae (microplaca de 96 pocos) e armazenado
em freezer -80°C. Foram analisados 8 pools de cinco larvas para cada concentracao
(1,3 ugLte29ugL1l)e controle.

Para quantificar a atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi empregado o
protocolo de Ellman et al. (1961), modificado por Silva De Assis, (1998) para
microplaca de 96 pocos. O método consiste em identificar o 2-nitrobenzoato 5-
mercaptotiocolina e o 5-tio-2- nitrobenzoato (anion de coloracdo amarela que sera
quantificado pelo espectrofotdbmetro) produtos da reagao entre a tiocolina (produto da
hidrolise da acetilcolina pela acetilcolinesterase) com o acido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzadico (DTNB).

Em uma microplaca foi preparado uma aliquota de 25 yL da amostra mais 50
ul de iodetoacitilticolina (ATC) a 10 mM, 200 pyL de 5,5 Ditio-bis-2nitro-benzoato
(DTNB) a 0,75 mM e incubado em luz e temperatura ambiente por 30 minutos. Em
seguida foi procedida a leitura por cinco minutos a cada 1 minuto a um comprimento
de onda de 405nm.

O protocolo aplicado para analisar a atividade das Esterase alfa (EST-a) e
Esterase beta (EST-B) foi de Valle & Montella (2006). Método que se baseia, nessa
ordem, no consumo do substrato a-naftil pela enzima EST-a transformando-o em a-
naftol, e no consumo do substrato B-naftil pela enzima EST-B resultando em B-naftol.
Em seguida é adicionado o corante Fast blue nas reacdes que séo entao bloqueadas
e a quantidade do produto de ambas pode ser avaliado pela coloracéo produzida.

Ambas as reacdes foram preparadas com 10 yL da amostra pipetadas em
microplacas de 96 poc¢os. Posteriormente para avaliar a Esterase alfa (EST-a) foram
adicionados 200 pL de alfa-naftil acetato/Na fosfato na molaridade 0,3 mM e incubado
por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida é adicionado 50 uL de Fast blue
a 0,3% e incubada por 5 minutos. Logo apds, é realizada a leitura end point em
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 570 nm.

O mesmo procedimento foi seguido para mensurar a Esterase beta (EST-B),
ao adicionar 200 uL de beta-naftil acetato/Nafosfato (0,3 mM), 50 uL de Fast blue e
seguir preparacgao e leitura. Como controle positivo para reacéo da Esterase alfa foi
utilizado alfa-naftol (0,3 mg L) e para o ensaio da Esterase beta o beta-naftol (0,3 mg
LY.

A atividade enzimatica da catalase (CAT) foi avaliada pelo protocolo de (AEBI,

1984), cujo principio se baseia no consumo de peréxido de hidrogénio (H202) exdgeno
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pela atividade da catalase que libera oxigénio e agua. O teste foi preparado com a
adicdo de 5 pL da amostra em microplacas de 96 pocos, com fundo chato e
transparente, da Greiner Bio-one® (especificas para leitura a 240nm) mais 295 uL de
solucdo de reacao (peréxido de hidrogénio 30 %, tampao Tris-base a 1 M / EDTA 5
mM e pH 8,0 e agua mili-q). A leitura realizada pelo espectrofotometro foi de 5 minutos
a cada 15 segundos a um comprimento de onda de 240nm.

A concentracédo de proteina total - PTN foi mensurada pela norma de Bradford,
(1976). Este ensaio fornece a quantidade de proteina total de cada amostra e essa
medida é um importante normalizador do resultado das enzimas. Para reacao foi
utilizado 10 pyL da amostra e 250 uL de corante Bradford diluido em agua mili-qg na
propor¢do de 1:5. Para controle positivo foi usado 10 yL de Albumina Sérica Bovina
(BSA) e realizada leitura pelo espectrofotdmetro em comprimento de onda de 620 nm.

A analise estatistica foi realizada no programa Past 3, onde foram analisados
a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, confirmado pelo grafico de residuos,
homogeneidade pelo Levene’s, variancia pelo teste ANOVA — one way e a posteriori
para comparacao par a par dos tratamentos o teste Tukey, ambos com niveis de
significancia de p < 0,05. Para os dados que ndo seguiram 0Ss pressupostos de
normalidade e homogeneidade foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

e Dunn’s post hoc a posteriori.

5 RESULTADO E DISCUSSAO

A expressao génica da hemoglobina B (HbB) nas larvas do Chironomus
sancticaroli mostrou diferenca significativa (p < 0,05) em ambos os tratamentos de CIP
(1,3 ug Lt e 2,9 ug L'Y) em relacéo ao controle. Nas duas concentracdes houve uma
diminuicdo significativa da expresséo génica da HbB em relacdo ao grupo controle.
Os dados mostraram homogeneidade e o teste Shapiro-Wilki confirmou a normalidade
apresentando p = 0,1144 no tratamento de 1,3 ug L' e p = 0,9199 para o tratamento
na concentracéo de 2,9 ug L't. Em seguida foi realizado o teste de variancia ANOVA

— one way com p = 2,515E-05, seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 9: Expressao génica da hemoglobina B (HbB) de larvas de Chironomus sancticaroli ap6s
exposicao subcroénica (11 dias). (CT) Controle, concentragées 1,3 e 2,9 ug L1 de ciprofloxacina.
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Os antibitticos sdo agentes antimicrobianos criados para agir em sistemas
biolégicos, normalmente sao sollveis e de dificil biodegradacéo, o que favorece sua
persisténcia e bioacumulagéo ocasionando a contaminacédo dos ambientes terrestre e
aquatico (WOLLENBERGER; HALLING-S@RENSEN; KUSK, 2000).

A Ciprofloxacina € um antibiético potente, de amplo espectro, eficaz contra

a maioria das bactérias Gram-negativas e algumas Gram-positivo, sendo seu modo

de acéo reprimir a DNA girase (topoisomerase Il) e a topoisomerase IV das bactérias

impedindo a sintese do DNA, (CAMPOLI-RICHARDS et al., 1988) é um farmaco

eficiente para uma grande variedade de infec¢des (DAVIS; MARKHAM; BALFOUR,
1996).

Devido seu modo de acéo este farmaco pode atuar no DNA mitocondrial dos

eucariontes. O DNA mitocondrial (mtDNA), responséavel pela producdo de ATP e
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controle da diferenciacdo e morte celular, é parecido aos plasmideos bacterianos com
uma topoisomerase do tipo I, a topoisomerase 2 com duas isoformas Top2a e Top2
que determinam o superenrolamento do mtDNA positiva ou negativamente. A CIP vai
bloquear ou eliminacdo da topoisomerase Top2f3, gerando uma concentracdo de
MtDNA superenrolado positivamente que vai interromper a transcricdo mitocondrial e
a iniciacao da replicacao causando uma reducdo no numero de cépias mtDNA, acao
que vai ter consequéncias celular, impedindo sua diferenciacdo e multiplicacéo
(HANGAS et al., 2018). Além disso, ja foi descrita a atuacédo da CIP na quebra da fita
dupla do DNA humano (BREDBERG; BRANT; JASZYK, 1991).

Os antibidticos também podem causar danos neuroldgicos ao se ligar as
albuminas e competir com a bilirrubina, aumentando sua concentracdo no plasma
atravessando a barreira hematoencefalica causando problemas como o kernicterus
(THYAGARAJAN; DESHPANDE, 2014; WADSWORTH; SUH, 1988).

A hemoglobina € uma proteina respiratéria que esta presente em organismos
de todo reino animal (OSMULSKI; LEYKO, 1986). Nos Chironomidae possuem grande
afinidade ao oxigénio e sao altamente polimorficas, apresentando fungbes de
transporte e armazenamento de oxigénio além de atuarem na protecdo contra
espécies reativas de oxigénio (EROs) (SHOBANOV, 2004; OSMULSKI; LEYKO,
1986).

Os insetos possuem heterogeneidade de hemoglobinas e especificamente os
Chironomus regulam diferentemente a expressao génica de suas Hbs para manter
seu metabolismo ou captar mais oxigénio em situacées de hipéxia (OSMULSKI;
LEYKO, 1986).

O uso da hemoglobina como um parametro molecular dos efeitos da CIP no
C. sancticaroli ndo s&o encontrados na literatura. No entanto, podemos verificar
alguns estudos analisando os efeitos de outros xenobidticos na expressao da
hemoglobina de Chironomidae.

Como no presente estudo, Anderson et al. (2008) verificaram uma reducéo da
expressdo génica da Hb no Chironomus tentans exposto ao herbicida atrazina. Da
mesma forma, Lee et al. (2006) encontraram uma diminuicdo da expresséo do gene
da Hb em Chironomus tentans exposto a pesticida, concluindo que esta alteragcéo
pode causar problemas em niveis mais tardios da biologia do inseto, como por

exemplo, reducéo do peso corporal fresco e seco do organismo.
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A ciprofloxacina apresentou toxicidade no organismo teste ao reduzir a
expressdo génica da hemoglobina B. A diminuicdo da expressdo do gene da
hemoglobina B no C. sancticaroli pode impactar o transporte e 0 armazenamento de
oxigénio além de sua capacidade de protecao contra metabdlitos contribuindo para o
surgimento de estresse oxidativo e danos a biologia do Chironomus sancticaroli.

No nivel bioquimico os parametros enzimaticos, AChE, Esterases alfa (EST-
a) e beta (EST-B) e CAT, foram analisados. A AChE ndo apresentou diferenga
significativa no C. sancticaroli exposto nas concentracdes de 1,3 e 2,9 ug L de CIP
no ensaio subcrénico. O teste Shapiro-Wilki dados foram normais e homogéneos. Foi
aplicado o teste de variancia ANOVA — one way cujo p = 0,08616 em seguida o teste
de Tukey cujos valores foram de p = 0,1101 para concentracdo de 1,3 ygL'edep =
0,1815 para concentragéo de 2,9 ug L.

Figura 11: Atividade da AChE de larvas de Chironomus sancticaroli ap6s exposicdo subcrdnica (11
dias): (CT) Controle, 1,3 e 2,9 ug L1 de ciprofloxacina.
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As enzimas do sistema de biotransformacdo EST-a e EST-B mostraram
alteracdes significativas, apresentando um aumento de sua atividade na concentracao
2,9 ug Lt de CIP em exposicéo subcronica (11 dias) em relacéo ao controle. Ambas
atenderam o0s pressupostos de normalidade e homoscedasticidade. Entdo foi
realizado ANOVA — one way onde a EST-a apresentou p = 0,001176 e a EST-[3 exibiu
p = 0,01055, ambas no tratamento 2,9 ug L2, e Tukey a posteriori apresentando
valores de p = 0,0009118 para EST-a e p = 0,009894 para EST-f ambas no
tratamento de 2,9 ug L* de CIP.

Figura 13: Atividade das EST-a e EST-$ de larvas de Chironomus sancticaroli apds exposi¢édo
subcrénica (11 dias): (CT) Controle, 1,3 e 2,9 ug L de ciprofloxacina.
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Figura 15: Grafico de residuos da EST-f indicando a normalidade das amostras.
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O sistema de biotransformacgéo ou metabolismo € representado pelas fases |
e Il e vao realizar a desintoxicacdo do organismo através da metabolizacdo das
substancias toxicas. A fase | representa enzimas como as esterase alfa (EST-a) e
esterase beta (EST-B) importantes na metabolizacdo de véarios xenobidticos e
compostos enddgenos (CACCIATORE et al., 2013; VAN DER OOST et al., 2003)

Outras pesquisas também verificaram inducao das esterases alfa e beta como
Richardi al. (2018) constataram aumento da esterase alfa em tratamento agudo (48h)
e aumento da esterase beta em exposicao de 48 e 72h em C. sancticaroli expostos
ao hidrocarboneto fenantreno. Resultado semelhante foi observado por Vicentini et al.
(2017) que encontraram aumento das esterases alfa e beta no C. sancticaroli exposto
ao hidrocarboneto aromatico policiclico benzo(a)pireno concluindo que inducédo das
esterases alfa e beta no C. sancticaroli, manifesta uma perturbacdo do metabolismo.
Assim como, Morais et al. 2019 verificaram no tratamento agudo aumento da atividade
da EST-a e EST- e na exposi¢ao subcronica aumento da atividade da EST-a no C.
sancticaroli exposto ao antimoénio na concentracéo de 0,2 ug L.

O aumento das esterases pode indicar a acao do sistema de biotransformacéo
na desintoxicacdo do antibidtico pelo C. sancticaroli.

Em relacdo ao sistema de defesa antioxidante, a CAT apresentou um
aumento significativo de atividade em ambas concentracbes de CIP no ensaio
subcronico em relacdo ao controle. Os dados ndo cumpriram 0S pressupostos de
normalidade e homocedasticidade entdo foi realizado teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com p = 0,002434 e a posteriori o teste de Dunnett apresentando p =
0,003346 no tratamento 1,3 ug L e p = 0,003935 no tratamento 2,9 ug L.
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Figura 16: Atividade da CAT de larvas de Chironomus sancticaroli apds exposi¢éo subcrénica (11
dias): (CT) Controle, 1,3 e 2,9 ug L1 de ciprofloxacina.
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As catalases fazem a dismutacédo do peréxido de hidrogénio, uma espécie
reativa de oxigénio (ERO), em oxigénio e agua protegendo as células do estresse
oxidativo (MATES, 2000; MATES; SANCHEZ-JIMENEZ, 1999). Como no presente
estudo, pesquisas anteriores também verificaram uma inducdo da atividade da
Catalase como Xie et al. (2019) que encontraram um aumento de 39% da CAT na
menor concentragdo do tratamento com tetraciclina em Chironomus riparius. Assim
como, Park et al., (2018) também verificaram um aumento da atividade da CAT em
Chironomus riparius, porém em tratamento com sulfatiazol sugerindo uma atividade
pré-oxidativa do antibiético.

Ramesh et al. (2020) estudaram os efeitos especificamente da ciprofloxacina,
nas concentracdes de 1 ug L' e 1,5 yg L%, no peixe, Cirrhinus mrigala, e observaram
um aumento da atividade da CAT. Assim como Rosas-Ramirez et al. (2022)
observaram aumento da CAT em embrides do peixe, Danio rerio, expostos as
concentragées de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 ug L ~* de ciprofloxacina.

Em Chironomus riparius substancias toxicas podem induzir enzimas
antioxidantes pelo aumento de EROs ou por uma resposta adaptativa a exposi¢ao
aguda ou crénica a substancias toxicas que geram EROs ou pelo contrario o sistema
pode se mostrar deficiente e ocasionar uma reduc¢ao do sistema de desintoxicagao e
prejudicar a sintese enzimatica o que pode deixar 0s organismos vulneraveis a
xenobidticos (RODRIGUES et al., 2016). Yisa et al. (2023) também concluiram que a
CIP provoca elevacao de peroxido de hidrogénio em Daphnia magna.

Em um estudo em vitro com células Jurkat a ciprofloxacina impediu a cadeia

respiratoria, alterou a quantidade de mtDNA e reduziu o potencial de membrana da
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mitocondria, reduzindo a entrada de calcio na célula (KOZIEL; ZABLOCKI;
DUSZYNSKI, 2006).

Uma possivel razdo do aumento da atividade da catalase pela ciprofloxacina
talvez seja a interrupcdo da cadeia respiratdria gerando radicais livre e EROs que vao
acionar o sistema de defesa antioxidante do C. sancticaroli ativando assim a catalase.
Assim como o aumento da atividade da catalase pode ser devido ao aumento de
EROs gerado pela acao das esterases na metabolizacdo do antibiético ou ainda pela
reducdo da expressao da hemoglobina que pode gerar estresse oxidativo.

Considerando a literatura e o0s resultados aqui encontrados existe a

possibilidade de a CIP induzir estresse oxidativo no Chironomus sancticaroli.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que a ciprofloxacina em concentracdes
ambientalmente relevantes afetou a regulacéo transcricional do gene da hemoglobina
B e induziu disturbio no metabolismo e no sistema de defesa antioxidante.

A resposta molecular apresentou uma reducéo da expressao génica da HbB
pela CIP. Os biomarcadores bioquimicos, as esterases alfa e beta e a CAT tiveram
sua atividade enzimética aumentada indicando que sistema de biotransformacgéo e o
sistema de defesa contra o estresse oxidativo foram submetidos ao stress.

Esses efeitos podem indicar uma acéo pro-oxidante e toéxica da ciprofloxacina
para o Chironomus sancticaroli. Porém, mais estudos sdo necessarios para verificar
a acdo da ciprofloxacina no C. sancticaroli, espécie de grande importancia ecolégica.

Este estudo mostrou a importancia de se analisar as baixas concentracdes
desses xenobidticos em exposicbes, por maior periodo de tempo, em organismos
aquaticos. Além disso, este resultado expde a necessidade de se estabelecer niveis
permissiveis deste xenobidtico no ambiente aquatico, a implementacao de tecnologia
eficiente para remocéao do poluente dos efluentes e da agua e um controle mais rigido

no consumo do antibidtico assim como de seu descarte.
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