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Resumo

A presencga crescente de farmacos em ecossistemas aquaticos, nomeadamente antibidticos
como a ciprofloxacina, tem levantado preocupa¢des ambientais e de saude publica, devido a
sua persisténcia e potenciais efeitos adversos.

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da ciprofloxacina na metilacdao global do
DNA em Daphnia magna, um organismo modelo que desempenha um papel fundamental na
investigacdo de processos ecoldgicos e na protecdo da salde ambiental, e explorar possiveis
relacbes entre alteracdes epigenéticas e alteracdes fenotipicas, nomeadamente na taxa de
alimentacgao.

A exposicdo de D. magna decorreu durante 48 horas, sendo utilizada uma concentracdo
ecotoxicologicamente relevante (Concentracdo que provoca imobilizagdo em 20% dos
individuos expostos durante 48 h - ECyo = 19,57 mg/L) de ciprofloxacina. Apds o ensaio, extraiu-
se DNA e RNA das amostras obtidas. A metilacdo global do DNA foi quantificada por ELISA, e os
efeitos fenotipicos foram avaliados através de ensaios de inibicdo da taxa de alimentacdo. Os
resultados obtidos indicaram que, nas condi¢cdes testadas, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos controlo e exposto, tanto a nivel epigenético,
como fenotipico. A auséncia de efeitos significativos pode estar relacionada com limitacGes
experimentais, como a curta duracdo da exposicdo, a baixa solubilidade da ciprofloxacina no
meio ASTM e a utilizacdo de um método global de dete¢do de metilagdo, pouco sensivel a
alteracOes locus-especificas. Assim, os resultados ndo excluem a possibilidade de alteracbes
epigenéticas mais leves ou localizadas, algo que sera confirmado num futuro préximo apds a
sequenciacdo de todo o genoma com técnicas que possibilita a dete¢do das citosinas metiladas
e da sua posi¢do no genoma. Paralelamente, o transcriptoma obtido através de RNAseq sera
também analisado por forma a esclarecer o papel da metilagdo na regulagdo da expressao
genética em resposta a exposicdo a ciprofloxacina.

Desta forma, este estudo contribui para a compreensdo do impacto dos antibidticos em
organismos aquaticos e reforca a importancia da utilizacdo de metodologias mais sensiveis e
abordagens complementares em trabalhos futuros.
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Abstract

The growing presence of pharmaceuticals in aquatic ecosystems, particularly antibiotics such as
ciprofloxacin, has raised environmental and public health concerns due to their persistence and
potential adverse effects.

This study aimed to investigate the effects of ciprofloxacin on global DNA methylation in
Daphnia magna, a model organism that has key role in investigating ecological processes and
protecting environmental health, and to explore possible relationships between epigenetic
alterations and phenotypic changes, particularly in feeding rate.

Exposure of D. magna was carried out for 48 hours, using an ecotoxicologically relevant
concentration (kthe concentration estimated to elicit 20% of immobilization of exposed
organisms in 48 h - ECyo = 19,57 mg/L) of ciprofloxacin. Following the exposure, DNA and RNA
were extracted from the samples. Global DNA methylation was quantified by ELISA, and
phenotypic effects were assessed using a post-exposure feeding inhibition assay. The results
obtained indicated that, under the tested conditions, there were no significant differences
between the control and exposed groups, either epigenetically or phenotypically. The absence
of significant effects may be related to experimental limitations, such as the short duration of
the exposure, the low solubility of ciprofloxacin in ASTM medium and the use of a global
methylation detection method, which is not sensitive to locus-specific changes. Thus, the results
do not exclude the possibility of subtle or localized epigenetic changes, which is to be confirmed
in the near future with the analysis of whole genome methylation sequencing data applied to
the DNA samples. The whole transcriptome will also be inspected over RNAseq data in the near
future to clarify the role of methylation in regulating gene expression responses to ciprofloxacin
stress.

The present study thus contributes to the understanding of the impact of antibiotics on aquatic
organisms and reinforces the importance of more sensitive methodologies and complementary
approaches in future epigenetic investigations.
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1. Introducgdo

As aguas residuais e os efluentes das estacGes de tratamento de aguas residuais (ETARs) sdo
reconhecidamente uma fonte de contaminacdo por fdrmacos nos ecossistemas aquaticos,
representando, assim, preocupacdes especificas quanto a sua influéncia na qualidade dos
ambientes aquaticos (Fent et al., 2006). Essa contaminacdo pode ter trés origens especificas
principais: aguas residuais urbanas/domésticas e hospitalares; aguas residuais agropecuarias
que transportam medicamentos veterindrios; e residuos da producao industrial (Santos, 2010).

Os produtos farmacéuticos de uso humano entram no meio ambiente principalmente por meio
da excre¢do de compostos ativos ou metabdlitos, através da urina e fezes, e pelo descarte
inadequado de medicamentos (Fent et al., 2006). Diversos estudos relataram a presenca de
antibiéticos em diferentes compartimentos aquaticos, incluindo efluentes de ETARs,
sedimentos, aguas superficiais, subterraneas e agua do mar (por exemplo, Fent et al., 2006;
Maghsodian et al., 2022; Oharisi et al., 2023; Viana et al., 2021).

No caso dos medicamentos veterindrios, a aplicacdo de farmacos em criagGes intensivas de
animais gera residuos que podem ser transportados para sistemas aquaticos por meio de
escoamento superficial ou infiltracdo no solo. A pratica de utilizar estrume contaminado em
campos agricolas também contribui para a percolacdo de substdncias quimicas em aguas
subterraneas e superficiais (Fent et al., 2006).

Para o tratamento de dguas residuais, a adsorcdo tem sido utilizada ha muito tempo como um
método convencional para remover poluentes de matrizes de agua. No entanto, a sua eficacia
depende fortemente de fatores como: propriedades fisico-quimicas do adsorvente, o pH da
solucdo e os solutos (Ghosh et al., 2023; Kumar et al.,2023; Fent et al., 2006). No entanto,
independentemente da origem, muitos produtos farmacéuticos que alcangam as ETARs, ndo sdo
devidamente degradados ou removidos, resultando na contaminagdo das aguas superficiais,
como rios, lagos e estuarios. Deste modo, diversos estudos abordam a ineficacia das ETARs na
remogao de farmacos e exploram métodos alternativos para a sua degradagdo em aguas
residuais, a fim de mitigar os seus impactos ambientais (Gaudino et al., 2021; Ghosh et al., 2023;
Idrees et al., 2025; Kumar et al., 2023).

Neste contexto, no estudo de Rodriguez Mozaz et al. (2020) examinaram-se ETARs onde se
quantificaram residuos de pelo menos 7 a 12 antibidticos distintos, cada um em concentragdes
que variam de 3 a 598 ng/L e que sdo continuamente descarregados em ecossistemas de agua
doce e marinhos. Embora os niveis detetados de antibidticos libertados no ambiente tenham
sido no geral avaliados como apresentando um impacto ambiental moderado, antibidticos
como, a ciprofloxacina (composto abordado no presente trabalho) podem constituir uma
ameaca significativa nos ecossistemas (Rodriguez Mozaz et al., 2020).

A presenca de antibidticos, como a ciprofloxacina nos ecossistemas aquaticos representa uma
ameaga para a saude humana devido ao potencial desenvolvimento de resisténcia
antibacteriana (Fent et al.,, 2006; Kimmerer, 2003). A utilizacdo excessiva e recorrente da
ciprofloxacina tem contribuido para a sua persisténcia no meio aqudatico, favorecendo o
aparecimento de bactérias resistentes a antibidticos e a transmissdo de genes de resisténcia a
antibidticos entre humanos e outros seres vivos (Anjali & Shanthakumar, 2019; Duarte et al.,



2022). Para além destes perigos indiretos para a saude humana, a presenca de ciprofloxacina e
outros antibiéticos nas aguas residuais tem um impacto direto nos organismos aquaticos, que
sdo constantemente expostos a residuos de fdrmacos ao longo de toda a sua vida, interferindo
em processos bioldgicos essenciais (Fent et al., 2006).

Ciprofloxacina

A ciprofloxacina [acido 1-ciclo-propil-6-fluoro-l,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-quinolina
carboxilico] é um antibidtico amplamente utilizado para o tratamento de infecdes bacterianas,
devido ao seu amplo espectro de a¢do. Pertence a classe quimica das fluoroquinolonas (Chin et
al., 1984; Zeiler et al., 1984) e destaca-se pela sua estrutura quimica diferenciada (Figura 1), com
um grupo ciclopropil na posicao 1 da molécula, substituindo o grupo etilo, o que potencia a sua
ampla atividade antimicrobiana, sendo capaz de inibir cocos e bacilos aerébios e anaerébios em
baixas concentragdes (Chin et al., 1984; Zeiler et al., 1984).
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Figura 1. Estrutura quimica da ciprofloxacina.
(Fonte: Park et al., 2002)

Este antibidtico € comumente prescrito para tratar infecdes de pele, pulmdes, vias aéreas, 0ss0s
e articulagGes causadas por bactérias suscetiveis, bem como infe¢des urindrias causadas por
algumas bactérias como Escherichia coli e diarreias infeciosas causadas por E. coli,
Campylobacter jejuni e Shigella sp. (Eliopoulos et al., 1984; Zeiler et al., 1984).

A ciprofloxacina apresenta alta capacidade de penetragdo nos tecidos, atingindo altos niveis de
distribuicdo no organismo independentemente da via de administracdo (pode ser oral ou
intravenosa). A absor¢do do composto é geralmente rapida (Turnidge, 1999), sendo a sua meia-
vida no ser humano de 3 a 5 horas apds uma Unica dose de administragdo e é eliminada
principalmente por excrecao renal (Bergan et al., 1988).

O mecanismo de a¢do da ciprofloxacina baseia-se na inibicdo da topoisomerase IV e da DNA
girase, enzimas essenciais para a replicacao, transcricdao e reparacao do DNA bacteriano. A
topoisomerase IV controla a topologia do DNA criando quebras tempordrias na cadeia dupla.
Essa interrup¢do impede a divisdo celular bacteriana e resulta na morte das células infeciosas
(Drlica & Zhao, 1997).

A ciprofloxacina tem sido encontrada em ETARs e em ecossistemas aquaticos. Por exemplo, foi
detetada no rio Mondego, em Coimbra, Portugal, com niveis que variavam entre 67 e 119,2 ng/L
(Pena et al., 2007). Além disso, foram encontradas concentracdes elevadas de antibioticos da
familia das fluoroquinolonas (com niveis de ciprofloxacina que atingiram até 11 000 ng/L) nos
efluentes hospitalares de Coimbra, bem como nos afluentes/efluentes das ETARs locais,



evidenciando dependéncia sazonal e remocdo incompleta por meio do tratamento estabelecido
(Seifrtova et al., 2008).

Neste contexto geral, a Comunidade Europeia tem vindo a implementar diversas diretivas com
o objetivo de prevenir, acompanhar e avaliar os potenciais efeitos nocivos associados a estes
contaminantes, tornando-se fundamental determinar as concentragdes que podem representar
risco para os ecossistemas. Essa informacdo é crucial para o desenvolvimento de
regulamentac¢des ambientais eficazes, tanto para autorizar a comercializacdo de produtos como
para controlar as descargas de efluentes. Exemplos desses regulamentos sdo o REACH (Registo,
Avaliacdo, Autorizacdo e Restricdo de Substincias Quimicas) e a Diretiva-Quadro da Agua
(Directiva 2000/60/CE), que estabelece um quadro de acdo comunitaria para alcangar o bom
estado das massas de agua, incluindo mais recentemente a gestdo de contaminantes de
preocupacdo emergente como a ciprofloxacina. Estas regulamentacdes exigem dados
ecotoxicoldgicos que indiqguem os niveis em que as substancias causam efeitos adversos,
recorrendo frequentemente a organismos modelo como a Daphnia magna para essas
avaliagoes.

Daphnia magna

Os organismos do género Daphnia, vulgarmente conhecidos como “pulga d'dgua”, sdo pequenos
crustaceos plancténicos com uma distribuicdo geografica muito ampla. Este género integra a
ordem Cladocera e a classe Branchiopoda, considerando a morfologia dos apéndices toracicos.
Existem mais de 100 espécies de Daphnia descritas, cada uma com uma arquitetura corporal
bastante semelhante entre si (Ebert, 2005; Ebert, 2022). Entre elas, Daphnia magna é talvez a
espécie de claddceros mais usada como organismo modelo e mais recomendada para ensaios
ecotoxicolédgicos padronizados (ex.: OECD 1998, OECD 2004).

Estes organismos possuem um corpo semi-transparente, caracteristica que contribui para a sua
camuflagem, evitando a deteg¢do por predadores visuais, como peixes planctivoros. Ao longo do
desenvolvimento, passam por quatro a seis mudas até atingirem a maturidade, mantendo
posteriormente um crescimento continuo através de mudas periddicas. As dafnias recém-
nascidas apresentam uma morfologia semelhante a dos adultos, no entanto ndo possuem a
bolsa dorsal bem desenvolvida tipica das fémeas adultas (Ebert, 2022).

As dafnias sdo frequentemente encontradas em 4dgua doce, atuando como principal consumidor
primario. Desempenham um papel central nas cadeias tréficas aquaticas, pois sao filtradores de
pequenas particulas em suspensdo, em particular algas unicelulares e servem de alimento para
peixes e diversos predadores invertebrados (Ebert, 2022).

Tipicamente, as dafnias sdo bem conhecidas pela sua capacidade de se reproduzir
assexuadamente por partenogénese, permitindo a producdo de ovos diploides que se
desenvolvem em novas fémeas geneticamente idénticas a progenitora, sem necessidade de
fertilizacdo. Este modo de reproducdo assexuada pode ser mantido durante longos periodos em
condigbes favoraveis. O crescimento das fémeas ocorre por meio de sucessivas mudas do
exoesqueleto cuticular, cuja frequéncia é dependente das condi¢cGes de temperatura e de
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recursos alimentares disponiveis (Threlkeld, 1987). Apds a maturacdo do sistema reprodutor
(Threlkeld, 1987), a deposicao de ovos ocorre ciclicamente ao longo da vida da fémea, em
intervalos regulares de aproximadamente 3 dias; esses ovos desenvolvem se completamente e
os neonatos resultantes sdo libertados para o meio exterior (Zaffagnini, 1987). No entanto,
qguando o ambiente se torna instavel ou condigdes ambientais se deterioram e se tornam
desfavoraveis para o crescimento da populacdo, as dafnias sdo capazes de optar por uma
reproducdo sexuada (Ebert, 2022), gerando diversidade genética necessaria ao seu sucesso a
longo prazo. Neste cendrio, as populagbes produzem machos (assexuadamente) e, de seguida
ovos haploides que requerem fertilizagdo (Galimov et al., 2011; Yampolsky, 1992). Os ovos
fertilizados pelos machos comecam a desenvolver-se, mas depois passam por um periodo de
dorméncia através da formacdo de uma estrutura de resisténcia chamada “ephippium”,
composta por um invélucro e pelos embrides em repouso (Ebert, 2022; Hebert, 1987). Desta
forma, as populagbes de dafnias conseguem sobreviver a condigdes ambientais extremas, como
secas temporarias, baixas temperaturas, predacdo, parasitismo ou condi¢es toxicas da agua.
Os embrides em fase de repouso podem permanecer vidveis durante muitos anos nos
sedimentos de lagoas, uma vez que sdo altamente resistentes a seca e ao frio (Ebert, 2022). Esta
estratégia reprodutiva de alternancia entre reproducdo assexuada e sexuada confere vantagens
adaptativas a curto e a longo prazo tanto em termos de crescimento populacional acelerado
como na capacidade de resposta rapida a pressoes seletivas (Ebert, 2022; Lynch & Gabriel, 1983;
Taylor et al., 1999).

Sdo vdrios os estimulos ambientais que, atuando isoladamente ou em combinacdo, ndo sé
podem induzir alteragdes em vdrios parametros do ciclo reprodutivo assexuado, como sdo
potenciadores da reproducdo sexuada em Daphnia. Fatores fisicos como a temperatura e o
fotoperiodo funcionam como indicadores de condi¢des climaticas adversas, enquanto a
densidade populacional afeta a disponibilidade de alimento, incentivando o investimento em
estratégias de competicdo interespecifica (Gyllstrom & Hansson, 2004; Kleiven et al., 1992;
Korpelainen, 1986; Stibor & Lampert, 2000). Neste contexto, estas estratégias referem-se
principalmente as consequéncias ecoldgicas da limitacdo de recursos, como a reducdo da
fecundidade e do crescimento da Daphnia, resultantes da elevada densidade populacional
(Boersma, 1995).

A combinagdo de caracteristicas Unicas, como ciclo de vida curto, sensibilidade a diferentes
fatores de stress, facilidade de cultivo e relevancia ecoldgica, posiciona D. magna como um
organismo modelo inestimavel para estudos ambientais. Além de contribuir para a
compreensdo dos impactos de contaminantes quimicos, D. magna desempenha um papel
fundamental na investigacdo de processos ecoldgicos e na protecdo da saude ambiental.

Efeitos da ciprofloxacina em Daphnia sp.

Varios estudos demonstraram que Daphnia sp. é sensivel a exposi¢cdo a ciprofloxacina, com
efeitos documentados em diferentes parametros bioldgicos, como a reproducdo e o
crescimento. A Tabela 1 ilustra a sensibilidade deste organismo modelo a diferentes niveis do
contaminante, reforcando a sua utilidade na avalia¢do de risco ecotoxicolégico.



Tabela 1: Sintese de alguns estudos, onde se demonstram diferentes efeitos da exposicao a ciprofloxacina

em Daphnia sp.

Espécie

Daphnia magna
Daphnia curvirostris
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna

Daphnia magna

Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna

Daphnia magna

Daphnia magna

Parametro

Imobilizagdo (48 h)
Imobilizagdo (48 h)
Imobilizagdo (48 h)
Reprodugdo (21 dias)
Fecundacgdo (21 dias)

Tamanho dos neonatos da
12 ninhada (21 dias)

Crescimento (21 dias)
Stress Oxidativo (48 h)
Stress Oxidativo (21 dias)
Genotoxicidade (21 dias)

Stress Oxidativo (48 h)

Comportamento (21 dias)

Concentragao de
efeito
0,08714 mg/L

0,01445 mg/L
0,06 mg/L

30 mg/L

8,82 mg/L

3,05 mg/L

15 mg/L

10,000 pg/L

0,013 e 0,078 mg/L
> 0,013 mg/L

2,563;5,125; 10,25 e
20,50 mg/L
0,005 e 0,0125 mg/L

Referéncia

Dalla Bona et al., 2014
Dalla Bona et al., 2014
Yisa et al., 2023

Dalla Bona et al., 2015
Martins et al., 2012

Martins et al., 2012

Martins et al., 2012
Yisa et al., 2023
Nunes et al., 2018
Nunes et al., 2018

Dionisio, et al., 2020

Dionisio, et al., 2020

Alteracoes epigenéticas como biomarcadores

Os ambientes aquaticos sao complexos e apresentam multiplos fatores de stress, tanto abidticos

guanto bidticos que interagem com os organismos vivos. Para se adaptarem a essas pressoes,

0s organismos aquaticos, como D. magna, utilizam estratégias epigenéticas que ajudam a

modular o fendtipo, através da regulagdo da expressdo génica. Essas estratégias alteram os

perfis de expressdo génica e consequentemente as func¢Ges dos genes, permitindo que os

organismos enfrentem desafios como mudancgas climdticas e cendrios de contaminacdo
(Poloczanska et al., 2013; Silvestre et al., 2012).

A epigenética é o estudo de modificagdes hereditarias na expressdao génica que ocorrem sem

modificar a sequéncia de DNA. Entre os principais mecanismos epigenéticos destacam-se a

metilacdo do DNA, as modificacbes de histonas e a acdo de RNA ndo codificante, sendo que

todos respondem a estimulos ambientais (Bernstein et al., 2007; Bird, 2007; Goldberg et al.,

2007; Jaenisch & Bird, 2003; Jeremias et al., 2018).

A metilagdo do DNA é o mecanismo epigenético mais amplamente investigado (Vandegehuchte

et al., 2010), que consiste na transferéncia de um grupo metil para a quinta posicdo de uma

citosina (embora outras bases de DNA também possam ser alvo de metilagdo), catalisada por

uma familia de enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) (Lindeman et al., 2019;

Moore et al., 2013). Entre estas, a DNMT1 é responsavel por preservar os padrées de metilagdo

durante a replicacao celular e a DNMT3 introduz metilagdes de novo em citosinas ndao metiladas
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(Cavalli & Heard, 2019; Lyko, 2018; Nguyen et al., 2021). Sabe-se atualmente que a metilagdo
do DNA pode facilitar o surgimento de muta¢des no genoma, sendo que as citosinas metiladas
apresentam taxas de muta¢do mais elevadas do que as citosinas ndo metiladas (Denissenko et
al.,1997; Jeremias et al., 2018). Em contrapartida, os padrées de metilacio de DNA podem ser
alterados por um processo de desmetilagdo, mediado por enzimas de transloca¢do (Ten-Eleven
Translocation - TET), que permite a remocdo ativa destes grupos metil (oxidacdo de 5-
metilcitosina em 5-hidroximetilcitosina), e que desempenha também um papel importante na
regulacdo da expressao génica (Ito et al, 2010; Tahiliani et al, 2009).

Num contexto em que as atividades antropogénicas exercem impactos cada vez mais intensos
sobre os ecossistemas, compreender de que forma os epigenomas de organismos (tanto
humanos quanto ndo humanos) reagem a pressGes ambientais torna-se indispensavel. Permite
compreender mecanisticamente os efeitos da exposicdo aos diferentes agentes de stress e
eventualmente encontrar bioindicadores que permitam identificar a presenga de determinados
fatores de stress e/ou prever os efeitos dessa exposicdo a escalas de organizacdo bioldgica
superiores, uma vez que se consiga relacionar de forma estavel uma determinada alteracao
epigenética com alteracGes especificas nos padroes de expressdo genética associada e
consequéncias nos fendtipos resultantes. Assim, analisar e integrar essas respostas moleculares
é fundamental para a caracterizacdo dos riscos ecoldgicos impostos por contaminantes,
apoiando a definicdo de critérios de protecdao mais eficazes no ambito da Avaliacdo de Risco
Ecoldgico (Jeremias et al., 2020).

Neste contexto, D. magna é amplamente utilizada como modelo epigenético e as suas linhagens
clonais, geneticamente idénticas, oferecem uma vantagem unica de distinguir influéncias
genéticas de epigenéticas no fendtipo. Isso é essencial para estudar como os fatores ambientais
afetam a expressdo génica ao longo de geragées (Harris, 2012). Um dos principais mecanismos
epigenéticos é a metilagdo de citosinas no contexto dos dinucledtidos CpG, geralmente
associada ao silenciamento de genes (Hearn, 2021). Em D. magna, os niveis de metilagdo da
citosina sdo relativamente baixos, com média de cerca de 1% em todo o genoma, sendo que
regides especificas, como os exdes, apresentam uma maior metilagdo em termos relativos
(Hearn, 2021; Kvist et al., 2018; Vandegehuchte et al., 2010).

Objetivos

O presente estudo visa investigar os efeitos da ciprofloxacina na metilacdo global do DNA em
Daphnia magna e estabelecer uma possivel relagdo entre alteracGes neste mecanismo
epigenético e efeitos fenotipicos registados na sequéncia da exposi¢dao ao contaminante. O
efeito fenotipico abordado no presente trabalho foi a inibicdo da taxa de alimentac¢do de D.
magna apos exposicado a ciprofloxacina por um periodo de 48 horas.

O trabalho aqui apresentado é parte de um projeto mais alargado, em que os padrbes de
alteracdo na metilacdo ao nivel dos genes serdo analisados, bem como a sua relacdo com
alterag®es no transcriptoma e com um conjunto mais alargado de parametros fenotipicos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Espécie e condigdes de cultura

Os individuos de D. magna utilizados no trabalho pertencem ao clone BEAK, estabelecido alongo
termo no laboratério. A cultura foi mantida em recipientes de vidro de 800 mL, com meio ASTM
(ASTM, 1980), aditivado com extrato de algas (Ascophyllum nodosum; 6 mL) e alimentadas com
suspensdes de algas verdes (Raphidocelis subcapitata; 3 x 10° células/mL). Todas as semanas
estas culturas eram monitorizadas, mudando o meio trés vezes por semana, altura em que os
animais eram também alimentados, de forma a terem as condi¢cbes necessdrias para o seu
crescimento. Em cada um dos frascos eram mantidos cerca de 30 organismos tendo em
consideracdo a capacidade de carga do sistema. A renovacdo das culturas foi efetuada utilizando
uma das trés ninhadas ideais para garantir a auséncia de efeitos maternais (n3; n4; n5). As
culturas foram mantidas numa cdmara de temperatura controlada a 20°C e fotoperiodo 16": 8°
(16 horas de luz / 8 horas de escuro).

2.2. Ciprofloxacina

A ciprofloxacina (CAS number 85721-33-1; Sigma-Aldrich, Portugal) utilizada no estudo
apresentava pureza 98%. A concentragao de ciprofloxacina testada foi definida com base num
teste agudo realizado anteriormente (OECD, 2004), correspondendo a concentragdo estimada
de ciprofloxacina que causa a imobilizagao de 20% da populagdo de D. magna em comparagao
com um grupo controlo. Assim, as solugGes-teste do grupo exposto foram preparadas com uma
concentracdo de 19,57 mg/L de ciprofloxacina dissolvida em meio de cultura.

De forma a mitigar a dificuldade em dissolver a ciprofloxacina, utilizou-se primeiramente um
banho de ultrassons (3 imersGes de 10 segundos) e depois levou-se o baldo volumétrico com a
solugdo, revestido/envolvido em papel de aluminio, ao agitador magnético, por cercade 1 h e
30 min.

2.3. Exposigdes

Todos os ensaios foram iniciados com neonatos com idades inferior a 24 h, recolhidos entre a
terceira e quinta ninhada das culturas de laboratério. As exposi¢des tiveram uma duragdo de 48
h, durante as quais os animais ndo foram alimentados, com uma fase anterior de 4 dias de
crescimento em condig¢des iguais a manutencdo da cultura, havendo renovagdo do meio apds 2
dias. Estes ensaios foram realizados sob um fotoperiodo de 16': 8° e uma temperatura de 20
2°C.

2.3.1. Exposigdo para a extracdo de DNA e RNA

Na fase de crescimento do ensaio (4 dias) foram usados cerca de 260 organismos distribuidos
por 4 frascos com meio ASTM (800 mL), extrato de algas castanhas e alimento. Posteriormente
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seguiu-se para a fase de exposicdo (48 h), sem extrato nem alimento. Foram utilizados 3 frascos
para o controlo, apenas com meio ASTM, e 3 frascos para o exposto, com a solugdo de
ciprofloxacina previamente preparada (vide seccdo 2.1), sendo que cada frasco (réplica)
continha 40 organismos. Apds as 48 h de exposicdo procedeu-se a recolha dos organismos
submetidos ao tratamento controlo e ao tratamento de ciprofloxacina para a posterior extragdo
de DNA e RNA — estas amostras foram usadas em outros trabalhos para sequenciacdo de nova
geracdo dos genomas e transcriptomas, exceto para uma parte das amostras de DNA, que foram
usadas na determinac¢do da % total de citosinas metiladas (sec¢do 2.4.1).

Para fazer a recolha dos organismos no final do ensaio, utilizou-se um sistema de filtragdo gentil
com uma rede previamente esterilizada para capturar os organismos. As dafnias foram lavadas
com agua ultrapura para a remocdo de residuos. Posteriormente foram transferidas para
microtubos Eppendorf estéreis de 1,5 mL, sendo recolhidas 10 dafnias em cada microtubo,
constituindo assim amostras destinadas a extracdo de DNA e RNA separadamente. Cada réplica
de cada grupo experimental deu origem a duas amostras para extracdao de DNA e duas para
extracdo de RNA, totalizando quatro amostras por réplica por condicdo. Nos microtubos
destinados a extracdo de RNA, foram adicionados 100 pl de RNA-later para preservar a
integridade deste acido nucleico. Para garantir a preservacdao adequada as amostras passaram
por um arrefecimento gradual, sendo primeiramente armazenadas no congelador a uma
temperatura de -20°C e seguidamente armazenadas a -80°C até posterior processamento.

2.3.2. Exposigdo para subsequente teste de inibi¢cdo alimentar

Na fase de cultivo antes da exposicao cerca de 80 neonatos foram mantidos em frascos com
meio ASTM e alimento durante 4 dias, com renovag¢do de meio e alimentag¢do conforme descrito
para as culturas. Posteriormente prosseguiu-se para a exposi¢do (48 h) com 2 frascos (800 mL)
de controlo e 2 frascos (800 mL) do grupo exposto, cada um com 20 dafnias. O grupo de
exposicdo era constituido por solugcdo de ciprofloxacina (1,6 L) preparada em ASTM
previamente. O grupo de controlo apenas era constituido por meio ASTM ndo contaminado. Em
ambos os grupos ndo foi adicionado nem algas nem extrato durante a exposigao.

2.4. Extracao de DNA e RNA

A extracdo de DNA das amostras foi feita com o kit MasterPure Complete DNA and RNA
Purification Kit (Lucigen/Epicentre), seguindo o protocolo do fabricante para extracdo de DNA a
partir de tecidos animais, com algumas adaptac¢des implementadas para otimizar o rendimento
e a qualidade do DNA em amostras de D. magna. As principais modificacGes incluiram a adicdo
fracionada da solugdo de lise (Tissue and Cell Lysis Solution com Proteinase K), com 150 pL
adicionados a cada amostra antes da homogeneizacgao, e posteriormente mais 150 uL da mesma
solucdo; na segunda lavagem do DNA precipitado, o etanol foi cuidadosamente adicionado a
parede do tubo, do lado oposto ao pellet, com o objetivo de evitar a sua perturbagao e
deslocagdo; no passo final do protocolo eluiu-se o DNA em 37 ulL de agua ultrapura em vez do
tampdo TE, e as amostras foram armazenadas a 4 °C até ao dia seguinte, com o objetivo de
facilitar a completa dissolugdo do DNA.
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Para a extracao de RNA seguiu-se o protocolo original de extracdao de RNA em tecidos animais
do RNeasy ® Plus Mini Kit (QIAGEN). Antes de iniciar a extracdo, o RNA-later usado na
conservacdao do material apds a exposicao foi retirado de cada amostra recorrendo a uma
centrifugacao seguida de remoc¢ao por pipetagem do sobrenandante. No final do protocolo, fez-
se a eluicdo do RNA em 37 uL de RNase-free Water e armazenaram-se as amostras a -80 °C.
Todo o protocolo de extracdo foi realizado na camara de fluxo laminar para evitar a
contaminagao das amostras com RNases.

Ambas as amostras (DNA e RNA) foram posteriormente enviadas para sequenciacdo, sendo que
foi guardada uma aliquota das amostras de DNA para a realizacdo do ensaio para a
determinacdo da % total de citosinas metiladas (sec¢do 2.5.1).

2.5. Ensaios
2.5.1. Determinagdo da % total de citosinas metiladas

Para avaliar os niveis globais de metilacdo do DNA, foi utilizado o MethylFlash™ Global DNA
Methylation (5-mC) ELISA Easy Kit (Colorimetric) (EpigenTek), um método colorimétrico sensivel
e especifico para a detecdo de 5-metilcitosina. Este método baseia-se na ligacdo do DNA a uma
membrana de alta afinidade com DNA presente no fundo dos pocos de uma microplaca, sendo
feita a detecdo colorimétrica da fracdo metilada do DNA utilizando anticorpos de captura e
detecdo especificos para 5-mC. O ensaio foi realizado em seis amostras de DNA, sendo trés do
grupo controlo e trés do exposto, seguindo o protocolo do fabricante.

No final do protocolo, a absorvancia foi medida com recurso a um leitor de microplacas (Biotek
Synergy H1 Microplate Reader com Gen 5 Software 3.05) a uma absorvancia de 450 nm, em trés
intervalos de tempo diferentes (2, 8 e 15 minutos) e a percentagem de metilagdo foi calculada
a partir de uma curva padrdo, utilizando solu¢des com concentragdes conhecidas (0,1%; 0,2%;
0,5%; 1%; 2%; 5% de 5-mC). A percentagem de 5-mC é proporcional a intensidade da
absorvancia medida e foi calculada utilizando a Equacdo 1, derivada da regressdo da curva
padrdo, em que S representa a quantidade de DNA da amostra em ng.

Equacdo 1:

(b2 + 4ay)*s — b
5mC% = - +S x 100%

2.5.2. Determinacdo da inibicdo da taxa de filtracdo apds exposicdo

Apds 48 h de exposicdo (secgdo 2.3.2), deu-se inicio a um ensaio de filtracdo, em que foram
utilizados frascos de 50 mL contendo meio ASTM suplementado com alimento, conforme as
condigdes de cultura padrdo. O ensaio foi dividido em trés grupos experimentais: o grupo
controlo, composto por 5 frascos-réplica contendo meio ASTM com algas e 4 dafnias ndo
expostas em cada frasco; o grupo de exposi¢do, composto por 5 frascos-réplica contendo meio
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ASTM com algas e 4 dafnias expostas a ciprofloxacina por frasco; e por ultimo o grupo branco,
composto por 8 frascos-réplica contendo apenas o meio ASTM com algas, mas sem défnias.

Primeiramente introduziu-se nos frascos apenas meio ASTM e algas, estes foram levemente
agitados e mediu-se a absorvancia a 440 nm (foram utilizadas cuvetes de 3,2 mL) com recurso a
um espectrofotémetro (Shimadzu UV-1800 UV-Vis). Estes valores foram registados para gerar
uma média da absorvancia inicial das solucdes de teste em todos os grupos testados.
Seguidamente, adicionou-se as dafnias nos grupos respetivos, e o teste foi mantido no escuro a
20 * 2°C, durante 4 h. Apds esse periodo, as dafnias foram retiradas dos frascos. O contetdo
liguido restante foi homogeneizado por agitacdo manual e 3,2 mL foram transferidos para
cuvetes. Os valores de absorvancia a 440 nm foram registados para cada réplica de cada grupo
em teste. Os valores de absorvancia obtido no inicio e no final do teste foram convertidos em
densidade celular através de uma curva de calibracdo previamente construida no laboratério
(Equacdo 2). De seguida, foi calculada a taxa de alimentacdo das dafnias testadas através da
reducao da densidade celular observada apds 4 h de ensaio, utilizando a Equagao 3.

Equacao 2:
Densidade (cells/ml) = 6931 + (23179166 X ABS(440 nm)) — (9972459 X ABS (440 nm)?)

Equacao 3:
T A células
axa= Tempo (4h)

2.6. Andlise estatistica

Para determinar se existiam diferencas estatisticamente significativas entre os valores obtidos
para os dois grupos experimentais (controlo e exposto) de cada ensaio, utilizou-se o software
Microsoft Excel para aplicagao do Teste t de Student, em que se assumiu como hipdtese nula
(HO), que a média do controlo é igual a média do exposto, sendo a hipdtese alternativa (H1) o
oposto (ou seja, ha diferencas entre ambas). Para um p < 0,05 rejeitariamos a nossa HO.

Antes da aplicagdo do Teste t, foi realizada uma analise preliminar dos dados, incluindo um teste
de normalidade (Shapiro-Wilk), para verificar a distribuicdo dos dados, e um teste de
homogeneidade de varidncias, para confirmar a igualdade de variancias entre os grupos, com o
intuito de validar os pressupostos necessarios para a utilizacdo do teste paramétrico.

Para aqueles dados que ndo seguiam uma distribuicdo normal (rejeitou-se a normalidade
através do teste de Shapiro-Wilk) foi aplicado um teste estatistico ndo paramétrico (Teste U de
Mann-Whitney).
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3. Resultados

A Figura 2 mostra a curva padrao obtida com base em concentracdes conhecidas de metilacdo
(0,1% e 5% de 5-mC). A relacdo entre a concentracdo de 5-mC e a absorvancia a 450 nm (AOD)
foi descrita por um modelo de regressdo quadratica, com a seguinte equagdo: y = - 0,1813x? +
1,1006x + 0,7215, melhor do que por um moldelo de regressao linear. A curva obtida serviu para
transformar os valores de absorvancia das amostras de DNA em estimativas da percentagem de
metilagdo global do DNA. Embora o coeficiente de determinac&o baixo (R? = 0,4389), indicando
uma dispersdo grande dos dados em relagdo ao modelo (pontos afastados da linha da curva), a
curva revela um aumento inicial da absorvancia até aproximadamente 2% de 5-mC, seguido de
uma ligeira diminuicdo nos valores.

2,5

1,5

y =-0,1813x% + 1,1006x + 0,7215
R*=0,4389

AOD (450 nm)

0,5

0@
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

5-mc Standard

Figura 2. Curva padrdo para quantificagdo da percentagem de 5-metilcitosina em amostras de DNA. Os
pontos representam padrdes conhecidos de 5-mC (0,1% a 5%), e a linha continua ilustra o modelo de
regressdo quadratica (y =-0,1813x? + 1,1006x + 0,7215).

Os resultados da quantificacdo da metilacdo global de DNA em D. magna (Figura 3), mostram
uma média de 0,430% (DP = 0,317) de 5-metilcitosina por DNA total no grupo controlo e 0,446%
(DP =0,238) no grupo exposto. No entanto, os valores de desvio padrdo indicam uma elevada
variabilidade dentro dos grupos. Apesar do ligeiro aumento no grupo exposto, os dados
falharam no teste de normalidade (shapiro-Wilk) e o teste de Mann-Whitney ndo revelou
diferencas significativas entre os grupos (U = 14,000; p= 0,589), sugerindo que a exposicdo a
ciprofloxacina, na concentragdo testada, ndo alterou significativamente os niveis globais de
metilacdo do DNA.
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Metilagdo Total de 5-mC
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Figura 3. Niveis médios de metilagdo global do DNA de 5-mC% em Daphnia magna
exposta a 19,57 mg/L de ciprofloxacina e em organismos de controlo. As barras de
erro representam o erro padrado.

Foi ainda analisado o efeito que a ciprofloxacina poderia ter na taxa de alimentacdo das dafnias.
Desta forma, a Figura 4 mostra a taxa de alimentacdo de D. magna, expressa em numero de
células por hora, durante um periodo de 4 horas, para dois tratamentos, representados no eixo
do X - grupo controlo (0 mg/L), ou seja, dafnias ndo expostas a ciprofloxacina - e o grupo exposto
- dafnias expostas a 19,57 mg/L de ciprofloxacina. O grupo controlo apresentou um valor médio
de taxa de alimentacdo de 1263028,3 células/h (DP = 718940,9) e o grupo tratado 1545076,6
células/h (DP =829709,9). Na Figura 4, observa-se que a média da taxa de alimentacdo do grupo
exposto é ligeiramente superior a do grupo controlo. Relativamente ao desvio padrao, os valores
individuais das dafnias dentro de cada grupo experimental variaram bastante.

O teste t efetuado resultou num valor de p > 0,05 (T;=-0,547; p = 0,601), indicando que ndo ha
diferengas significativas entre os grupos controlo e exposto, ou seja, a exposi¢do a ciprofloxacina
nao afetou significativamente o comportamento alimentar das dafnias durante o periodo de
exposicao.

Taxa de Alimentagdo (cells/h)
2500000,0
2000000,0
1500000,0

1000000,0

Células/h

500000,0

0,0
Controlo Ciprofloxacina
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Figura 4. Taxa de Alimentagdo de Daphnia magna exposta a 19,57 mg/L e em
organismos de controlo, num periodo de 4 h. As barras de erro representam o
erro padrdo.

17



4. Discussao

No presente estudo, avaliou-se o impacto da exposicdo aguda (48 horas) a ciprofloxacina
(19,57 mg/L) na metilagdo global do DNA em D. magna. Os resultados mostraram que na
concentracdo testada, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos
experimental e controlo, o que sugere a auséncia de uma resposta epigenética, a nivel global,
face a presenca do antibiético ciprofloxacina.

Contudo, a auséncia de alteragdes nos niveis globais de 5-metilcitosina (5-mC) ndo exclui a
possibilidade de efeitos epigenéticos leves ou especificos em determinadas sequéncias
genéticas criticas para a resposta ao agente de stress em causa. A ciprofloxacina pode
eventualmente induzir modificacGes localizadas, como a metilacdo em promotores de genes
especificos ou regides reguladoras com elevado significado na resposta ao stress, ou ainda afetar
outros mecanismos epigenéticos, como modificacdes de histonas e regulacdo por RNAs ndo
codificantes, os quais ndo sdo detetdveis pela abordagem que foi utilizada (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay — ELISA), que apenas quantifica o conteddo total de metilagdo no DNA.

O genoma de Daphnia é naturalmente hipometilado, apresentando niveis globais de metilacdo
muito baixos (0,4 — 1,5%) (Asselman et al., 2015; Bultman, 2017; Kvist et al., 2018). Este cenario
limita a sensibilidade de métodos globais, tornando dificil detetar pequenas alteracbes que
possam ter relevancia bioldgica. Segundo Bultman (2017), altera¢des epigenéticas relevantes
podem ocorrer ao nivel de genes ou de determinadas citocinas em posi¢cOes especificas, sem
necessariamente se refletirem numa mudanca detetdvel nos niveis globais de 5-mC. Além disso,
Bultman (2017) salienta que a metilagdo do DNA é altamente dependente da disponibilidade de
metabolitos energéticos como S-adenosilmetionina (SAM) e a-cetoglutarato (a-KG), que
funcionam como cofatores essenciais para as enzimas que apoiam a metilacdo e desmetilacdo
do DNA, DNMTs e TETs. Assim, a auséncia de um efeito significativo na metilagdo global do DNA
na D. magna exposta a ciprofloxacina pode indicar também que, nestas condicbes
experimentais, a ciprofloxacina ndo perturbou os niveis desses metabolitos essenciais para
induzir uma alteragao detetavel na metilagao global do DNA de forma ampla ou sistémica. A
informacdo obtida através da sequenciacao do transcriptoma (RNAseq) a partir das amostras de
RNA produzidas neste trabalho podera ajudar a validar algumas destas possibilidades.

Nem todos os contaminantes induzem o mesmo tipo ou magnitude de alteracdes na metilacdo
do DNA. Assim como no caso da ciprofloxacina, o mecanismo de a¢do primario de determinados
contaminantes pode ndo interagir diretamente com a maquinaria de metilagdo do DNA, ou o
nivel de stress induzido pode ndo ser suficiente para causar uma altera¢cdo na metilagdo global
(Kvist et al., 2018). Portanto é compreensivel que nem todos os contaminantes induzam um sinal
global mensurdvel, mesmo que induzam respostas epigenéticas leves.

Paralelamente, em organismos como Daphnia sp., as respostas epigenéticas podem ser
altamente especificas e nem sempre se manifestam como altera¢des globais na metilagdo do
DNA, especialmente se o organismo possuir mecanismos eficazes para manter a homeostase
metabdlica e celular face ao contaminante. Desta forma, a auséncia de uma alteragao global
detetdvel pode, portanto, refletir a robustez e a capacidade adaptativa de D. magna em gerir os
efeitos do stress induzido pela ciprofloxacina.
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Esta auséncia de alteragdo significativa na metilacdo global do DNA pode ser interpretada como
coerente com os resultados igualmente ndo significativos observados no ensaio de inibicdo da
taxa de alimentacdo de D. magna. Este resultado sugere que, a exposicao aguda a ciprofloxacina
ndao comprometeu diretamente a capacidade alimentar dos organismos. No entanto, isso nao
exclui totalmente a possibilidade de ocorréncia de efeitos posteriores ou de longo prazo que
possam ndo ser detetaveis de imediato, mas que possam impactar a alimenta¢do de forma
indireta ao longo do tempo.

Estudos anteriores apontam para essa possibilidade. No estudo de Nunes et al. (2018), os
autores descreveram alteragdes bioquimicas relevantes em D. magna expostas a ciprofloxacina,
incluindo a diminuicdo da atividade das glutationa-S-transferases (GSTs) a uma concentragdo de
0,013 mg/L e a peroxidacdo lipidica a 0,078 mg/L, indicadores claros de stress oxidativo. Este
tipo de stress pode obrigar o organismo a redirecionar energia para mecanismos de reparacao
(por exemplo, reparacdo de DNA) e defesa antioxidante. Este desvio de energia pode
comprometer indiretamente funcdes metabdlicas essenciais, como a eficiéncia de
movimentacdo dos apéndices e, consequentemente, da alimentacao.

Complementarmente, no estudo de Dionisio et al. (2020), os autores mencionam que a atividade
locomotora e a ingestdo de alimento sdo processos interligados em D. magna (Christensen et
al.,2005). Neste estudo, apds uma exposicdo crdénica (21 dias), demonstrou-se que houve uma
ligeira inibicdo da natagdo (comportamento) num periodo de escuriddo a concentracgdes de 0,5
e 12,5 pg/L de ciprofloxacina em D. magna, o que pode estar diretamente ligado a inibi¢do da
atividade das colinesterases (ChEs) a concentracées de 0,5; 2,5 e 62,5 pg/L, que afeta a
neurotransmissdo e a atividade locomotora. A partir da inibicdo das ChEs e da relacdo conhecida
entre a locomocao e a alimentacdao em Daphnia sp., o artigo sugere que a ciprofloxacina pode
levar a uma menor eficiéncia alimentar.

Deste modo, ainda que ndo se tenha detetado uma inibi¢do alimentar em D. magna
estatisticamente significativa nas condi¢des do presente estudo, a literatura evidéncia
mecanismos subjacentes que podem, em cenarios diferentes, culminar em alteragdes funcionais
revelantes na alimentacdo. Perante stress fisiolégico induzido pela ciprofloxacina é plausivel que
D. magna priorize os seus recursos para a sobrevivéncia e desintoxicacdo prejudicando outros
processos como a alimentagdo (Dionisio et al., 2020; Nunes et al., 2018; Yisa et al., 2023).

No presente estudo, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas nem na
metilagdo global do DNA, nem na inibicao da taxa de alimentag¢do de D. magna apds exposi¢ao
aguda a ciprofloxacina. Estes resultados podem estar relacionados, em parte, com diversas
limitacdes metodoldgicas e experimentais, que é importante reconhecer, e que podem, em
parte, ter condicionado os resultados observados.

Uma das primeiras limitagcdes sdo as propriedades fisico-quimicas do antibidtico utilizado no
estudo (ciprofloxacina), nomeadamente a sua baixa solubilidade no meio ASTM. Como
mencionado no estudo de Yu et al. (1994), a ciprofloxacina possui uma natureza zwitteridnica e
a sua solubilidade é altamente dependente do pH. A solubilidade da ciprofloxacina é minima em
pHs intermédios (neutros a ligeiramente alcalinos), que coincidem com os intervalos tipicos do
meio ASTM (pH ~7-8). Isto pode ter resultado numa disponibilidade reduzida da substancia no
meio de exposicdo, limitando o grau de absorcao pela D. magna e, consequentemente, o seu
potencial impacto epigenético.
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Outro fator importante relaciona-se com a duragao da exposicdo, que neste estudo foi curta
(48h). A metilagdo do DNA sob estimulo da exposic¢ao a ciprofloxacina pode requerer exposi¢oes
prolongadas para que alteragOes epigenéticas mais expressivas se estabelecam.

Relativamente a metodologia utilizada para quantificar a metilacdo global do DNA, foi aplicado
um ensaio ELISA, cuja principal vantagem é a simplicidade, rapidez e custo reduzido. No entanto,
esta abordagem apresenta limitacdes importantes. Este método ndo fornece informacao locus-
especifica e ndo distingue entre diferentes contextos de citosina metilada (ex. CpG), nem
permite detetar alteracbes epigenéticas localizadas, que podem ter elevado significado
biolégico mesmo quando os niveis globais de metilagdo permanecem inalterados. Como
destacado por Asselman et al. (2015), metodologias mais resolutivas, como a sequenciacao do
genoma completo com bissulfito (WGBS), permitem uma analise mais detalhada e sensivel das
alteracdes epigenéticas, potencialmente revelando alteracdes nao detetadas pela abordagem
global adotada. Este tipo de analise encontra-se a ser efetuado atualmente, com as amostras de
DNA produzidas neste trabalho.

Além disto, a curva padrao utilizada para estimar a percentagem de 5-metilcitosina nas amostras
apresentou uma qualidade limitada. Embora a regressdao quadratica obtida tenha permitido
estimar a percentagem de metilag3o global do DNA, o coeficiente de determinagdo (R?=0,4389)
revela uma dispersao dos dados. Este nivel de variabilidade pode dever-se a instabilidades nas
leituras do espectrofotémetro, erro de pipetagem, limita¢cdes da sensibilidade do ensaio ELISA.
Consequentemente, esta limitacdo pode comprometer a precisdo na quantificacdo da metilacao
global, sendo que este ensaio em particular devera ser repetido em breve para confirmacao.

Em conjunto, estas limitacGes apontam para a necessidade de abordagens complementares em
estudos futuros.
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5. Conclusdo e perspetivas futuras

Neste estudo, procurou avaliar-se se a exposicdo a ciprofloxacina poderia provocar alteragdes
epigenéticas em D. magna, especificamente ao nivel da metilagao global do DNA, e se essas
alteracOes estariam associadas a efeitos fenotipicos, como a taxa de alimentag¢do. No entanto,
os resultados ndo mostraram diferencgas significativas entre os grupos controlo e exposto,
sugerindo que, nas condicdes testadas, a ciprofloxacina ndao provocou efeitos epigenéticos nem
fenotipicos detetaveis.

Apesar disso, estes resultados ndo devem ser interpretados como definitivos para estabelecer a
auséncia total de efeito em Daphnia exposta a concentracbes ambientalmente realistas de
ciprofloxacina. E possivel que alteracdes mais especificas de certos genes, tenham ocorrido sem
se refletir numa alteracdo global de metilacdo. Assim, este trabalho levanta questdes
importantes sobre a especificidade de alguns marcadores de efeito que podem ser usados para
caracterizar a complexidade das respostas epigenéticas em organismos aquaticos, apontando
para a necessidade de abordagens mais detalhadas e sensiveis em estudos futuros.

Apesar de os resultados obtidos ndo terem sido estatisticamente significativos, os objetivos do
trabalho de Pesquisa foram globalmente cumpridos, na medida em foi possivel aplicar as
metodologias previstas, recolher e interpretar dados relevantes, e desenvolver competéncias
na area da epigenética e ecotoxicologia com recurso a um modelo biolégico adequado.

Alguns fatores da metodologia poderdo ter condicionado a detecdo de alteragdes epigenéticas
e fenotipicas. Assim, estudos futuros deverdo considerar abordagens mais robustas para
aprofundar o conhecimento sobre os efeitos da ciprofloxacina em organismos aquaticos como
D. magna. Uma das melhorias que podera ser implementada é o prolongamento do tempo de
exposicdo. E possivel que numa exposi¢do de mais longa duragdo houvesse efeitos que n3o se
manifestaram num cenario de curta duracdo. Outro aspeto a considerar é a otimiza¢do das
condigdes fisico-quimicas do meio de exposicdo (ASTM), por exemplo utilizagdo de meio com
um pH ligeiramente mais acido, desde que ndo comprometa o bem-estar de D. magna,
respeitando a tolerancia do organismo. Complementarmente, outra estratégia vidvel podera ser
a incorporacdo de solventes auxiliares. No estudo de Bigi et al. (2025) demonstraram que o
dimetilsulféxido (DMSO) pode atuar como um solvente eficaz para substancias pouco sollveis e
demonstra que Daphnia sp. é capaz de absorver tanto o DMSO como compostos lipofilicos nele
dissolvidos, sugerindo que o uso controlado de DMSO poderia facilitar a dissolugao e absor¢ao
da ciprofloxacina, melhorando a sua disponibilidade no meio de exposi¢cdao durante ensaios
ecotoxicoldgicos. A utilizacdo destes solventes auxiliares pressup6e sempre o estabelecimento
de um grupo controlo com o solvente para que se pudessem filtrar os efeitos do mesmo e isolar
os que derivam da exposic¢do a ciprofloxacina.

De igual modo, é fundamental recorrer a metodologias com maior sensibilidade, como a
sequenciacdo com bissulfito (WGBS), que permitem detetar alteragGes epigenéticas em regides
gendmicas especificas. Por fim, relativamente ao fraco ajuste da curva padrdo para
determinagdo da %5-mC seria ideal uma repeticdo do teste ELISA com uma maior controlo
técnico e rigor experimental.
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Estas melhorias experimentais poderao contribuir para uma avaliagdo mais completa e precisa
dos efeitos da ciprofloxacina no ambiente aquatico e no epigenoma em organismos modelo.
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