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APRESENTACAO

O presente trabalho constitui Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Medicamentos e Assisténcia Farmacéutica da Universidade Federal de Minas
Gerais, linha de pesquisa em Medicamentos em Populacdes, para obtencdo do grau de Mestre
em Medicamentos e Assisténcia Farmacéutica. E apresentado em formato de Artigo
Cientifico, conforme estabelecido no Regulamento do Programa de Pds-Graduagdo em
Medicamentos e Assisténcia Farmacéutica, no seu Capitulo VI, Art. 59, Paragrafo 1°.

Este volume contém:

1. Considerac@es Iniciais: apresenta a fundamentacdo tedrica, a partir de breve revisdo da
literatura e a justificativa da proposta;

2. Apresentagdo dos objetivos da dissertagao.

3. Artigo I, intitulado “Efeitos toxicoldgicos de ciprofloxacino e clorexidina no crescimento
e sintese de clorofila de microalgas de &gua doce™, é realizado a andlise do efeito do
antimicrobiano Ciprofloxacino e do biocida Clorexidina no crescimento de cianobactérias
do género Microcystis, e determinado a concentracdo que inibe 50% do crescimento

celular.

4. Artigo Il, intitulado “Efeitos toxicos de Ciprofloxacino e Clorexidina em linhagens de
cianobactérias produtoras de toxinas”, € realizado a analise do efeito do antimicrobiano
Ciprofloxacino e do biocida Clorexidina na producdo e liberacdo de toxinas por

cianobactérias do género Microcystis.

5. Consideracdes finais e conclusdo: compreendem os aspectos criticos e relevantes do

estudo, e recomendagoes.



RESUMO DA DISSERTACAO

A contaminagdo do ambiente por medicamentos é uma preocupacao crescente, principalmente
se tratando de antimicrobianos e biocidas. Esses tipos de substancias afetam diretamente a
biota local devido a sua natureza terapéutica, e esperada estabilidade em meio organico.
Dentre os mais intensamente utilizados, em meio hospitalar, doméstico e veterinario, temos o
ciprofloxacino, antimicrobiano da classe das quinolonas, muito encontrado no meio aquético,
e a clorexidina, biocida da classe das biguanidas, amplamente utilizado no meio hospitalar e
odontolégico. Dos microrganismos mais afetados pela presenga dessas substancias
antimicrobianas, as cianobactérias sdo consideradas uma das mais sensiveis, além de serem as
mais suscetiveis, por estarem distribuidas por todo o ambiente, dominando a producéo
bentbnica e planctbnica de diversos habitats. As cianobactérias conseguem se proliferar em
ambientes fortemente impactados e, considerando o aquecimento global, podem ocorrer as
floracBGes. Esse fenbmeno tem se tornado comum nas aguas superficiais pelo mundo, e é
preocupante devido a maior producdo e liberacdo de metabdlitos secundarios pelas
cianobactérias, dentre esses as cianotoxinas. Elas podem ser hepatotxicas, neurotdxicas ou
citotdxicas, sendo relatados diversos acidentes de envenenamento por animais e até mesmo
pelo homem, em contato com corpos d’agua contaminados. Objetivos: definir a ECso de duas
linhagens de cianobactérias do género Microcystis sob efeito de ciprofloxacino e de
clorexidina. Analisar a producéo e liberacdo de cianotoxinas produzidas por quatro linhagens
de cianobactérias do género Microcystis, sob efeito de determinada concentracdo de
ciprofloxacino e de clorexidina. Métodos: teste de inibicdo de crescimento (Protocolo OECD
201), utilizando a cepa de Microcystis aeruginosa e Microcystis panniformis,
individualmente, e o antimicrobiano ciprofloxacino e o biocida clorexidina, individualmente.
Foram realizadas curvas de crescimento e a partir desses valores calculado a concentracdo de
substancia que inibe 50% do crescimento das células, em cultivo em laboratorio.
Posteriormente, quatro linhagens diferentes de cianobactérias do género Microcystis foram
colocadas em contato com concentragcbes determinadas de ciprofloxacino e clorexidina,
concentragdes proximas da ECsp definida no experimento anterior, e apés 96 horas foi
extraida a microcistina intracelular e extracelular, sendo quantificadas por método
imunoenzimatico. Resultados: no primeiro experimento, duas das linhagens se mostraram
mais sensiveis ao antimicrobiano do que ao biocida, sendo afetado também a producéo de
clorofila pelas células. No segundo experimento, trés das quatro linhagens apresentaram

aumento na concentracdo de microcistina, sob efeito de ciprofloxacino, e duas das quatro



linhagens apresentaram aumento na concentragdo de microcistina, sob efeito da clorexidina.
Conclus6es: os resultados apontaram a gravidade do lancamento de efluentes contendo
residuos de medicamentos nos corpos d’agua, oferecendo risco direto a biota aquatica e

indireto a populacdo humana, com a liberacdo de metabdlitos secundarios nocivos pelas
cianobactérias.

Palavras chave: cianobactérias, microcistina, ciprofloxacino, clorexidina, floragdes.



ABSTRACT

Contamination of the environment by drugs is a growing concern, especially when it comes to
antimicrobials and biocides. These types of substances directly affect the local biota because
of its therapeutic nature, and expected stability in organic medium. Among the most heavily
used in hospital, household and veterinary means we have ciprofloxacin, a quinolone
antimicrobial class, very found in the aquatic environment, and chlorhexidine, biocide of the
biguanide class, widely used in hospital and dental environment. Among the micro-organisms
most affected by the presence of these harmful substances, cyanobacteria are considered one
of the most sensitive, and are the most susceptible because they are distributed throughout the
environment, dominating the benthic and planktonic production of various habitats.
Cyanobacteria can proliferate in strongly impacted environments and, considering global
warming may occur blooms. This phenomenon has become common in surface waters
throughout the world, and is worrying due to increased production and release of secondary
metabolites by cyanobacteria, among these the cyanotoxins. They can be hepatotoxic,
neurotoxic or cytotoxic, and reported several poisoning accidents by animals and even
humans, contact with contaminated bodies of water. Objectives: To define the ECso two
cyanobacterial strains of the genus Microcystis under the effect of ciprofloxacin and
chlorhexidine. To analyze the production and release of cyanotoxins by four cyanobacterial
strains of Microcystis genus, under the influence of certain concentration of ciprofloxacin and
chlorhexidine. Methods: Growth inhibition test (OECD 201 protocol), using strains of
Microcystis aeruginosa and Microcystis panniformis individually and ciprofloxacin
antimicrobial and biocidal chlorhexidine individually. Growth curves were performed and
were calculated values of these substance concentration that inhibits 50% of cell growth in
culture in the laboratory. Subsequently, four different cyanobacterial strains of Microcystis
genus were placed in contact with concentrations of ciprofloxacin and chlorhexidine, near the
ECso set in the previous experiment, and after 96 hours was extracted intracellular and
extracellular microcystin, being quantified by enzyme immunoassay. Results: In the first
experiment, two of the strains were more sensitive to antimicrobial than the biocidal, also
being affected the production of chlorophyll by the cells. In the second experiment, three of
the four strains showed higher concentrations of microcystin under effect of ciprofloxacin,
and two of the four strains showed higher concentrations of microcystin under effect of
chlorhexidine. Conclusions: The results indicate the seriousness of the discharge of effluents



containing drug residues in water bodies, providing direct risk to aquatic biota and indirect
human population, with the release of harmful secondary metabolites by cyanobacteria.

Keywords: cyanobacteria, microcystin, ciprofloxacin, chlorhexidine, blooms.
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1. CONSIDERA(;GES INICIAIS
1.1. Antimicrobianos no ambiente

A presenca de antimicrobianos no meio aquatico tem sido observada ha quase 30 anos,
e a medida que surgem novas tecnologias de deteccdo, aumenta-se a preocupacao com a
ocorréncia dessa classe de medicamentos no ambiente. A potencial selecéo e disseminacéo de
cepas de microrganismos resistentes aos antimicrobianos e seu impacto na terapia de doengas
infecciosas € a principal preocupacdo com o0s residuos ambientais dessa classe de

medicamentos (Segura et al, 2009).

A dispersdo de antimicrobianos no ambiente pode ocorrer por meio dos efluentes
domesticos e hospitalares. Somam-se a esses os efluentes industriais e de producdo animal.
Os antimicrobianos podem atingir os cursos d’agua de forma direta ou indireta pela lixiviagéo

de solos e aterros (Fatta-Kassinos, Meric e Nikolaou, 2011).

A contaminacdo do ambiente por antimicrobianos decorrente das praticas de producéo
animal pode ocorrer pelo descarte direto do medicamento ou pelas excretas animais. No caso
do esgoto doméstico e hospitalar grande parte dessas substancias sdo provenientes das
excretas humanas (Kummerer, 2010; Taylor e Senac, 2014).

Os medicamentos em geral possuem caracteristicas que os fazem contaminantes com
caracteristicas especiais, a comecar por suas moléculas com estruturas quimicas complexas,
polimorficas, com diversos sitios de ionizacdo (Kummerer, 2010). E especificamente,
antibidticos, pela sua natureza terapéutica, devem agir contra um organismo alvo
(microrganismo causador da infeccdo) e devem ser estaveis em meio organico (organismo).
Essas propriedades sdo exatamente as que 0s tornam problematicos para o ambiente
(Kummerer, 2009; Wang, Chu, 2016).

A entrada dos medicamentos no ambiente, em grande parte dos casos, se da apés
passar por processo de metaboliza¢do no organismo, estando mais polares e mais sollveis, e
retendo, pelo menos em parte, a atividade antimicrobiana. Porém, nem sempre a
metabolizacdo se da de forma completa, podendo uma fracdo do farmaco ser excretada na
forma inalterada ou como conjugado e esse, apés hidrdlise, retoma a forma ativa, junto com
os metabolitos. A taxa de metabolizacéo é especifica para cada farmaco, podendo variar de 5
a 95% (Kummerer, 2010).
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No meio aquéatico os farmacos podem sofrer processo de degradagdo completa ou
incompleta pelos microrganismos do ambiente (bactérias e fungos), ou por processos
abioticos, catalisado pela luz e outros processos quimicos naturais, além de processos
quimicos induzidos pelos tratamentos de efluentes ou tratamento de agua (oxidacéo, fotolise,
hidrolise) (Hai A, Kummerer K. 2006; Groning et al 2007; Trautwein C,Metzger J,
Kummerer K. 2009; Fatta-Kassinos, Meric e Nikolaou, 2011).

Dados sobre o consumo mundial de antibidticos sdo escassos e heterogéneos, mas
estima-se que atinjam entre 100 a 200 mil toneladas por ano (Zhang, 2014). N&o se tem
informacdo disponivel sobre o volume de producdo e uso de antimicrobianos no Brasil,
tampouco seu destino, mas estima-se que em 2010 esse setor tenha movimentado 22,1 bilhdes
de reais, 1,3 bilhGes de antimicrobianos para a terapia humana e 1,5 bilhdes para a

producdo/clinica animal (Rodrigues-Silva et al, 2014).

Na figura | é apresentada a origem e circulagdo do grupo de antimicrobianos
quinol6nicos da origem até a chegada a agua de distribuicdo publica (Rodrigues-Silva et al,
2014).
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FIGURA 1. Circulagdo do grupo de antimicrobianos quinoldonicos pelo ambiente até
contaminacgéo da agua de distribuicéo publica.
Fonte: Rodrigues-Silva et al, 2014.
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Muito se tem discutido sobre a influéncia dos residuos de antimicrobianos na
emergéncia, selecdo e disseminagdo de microrganismos resistentes, e por isso vem crescendo
os estudos de monitoramento dessa classe de farmacos e seus efeitos no ambiente. Dentre 0s
grupos de antimicrobianos usados na terapéutica, os mais identificados em matrizes como a
agua de rios, estacbes de tratamentos e até na agua potével sdo as fluoroquinolonas e as
sulfonamidas (Zhang, 2014).

Na agua, as fluoroquinolonas ja foram identificadas e quantificadas em diversos paises
da Europa (Franca, Espanha, Austria, Holanda, Suica, Grécia, Italia, Suécia), na Asia (China,
Vietnd, Taiwan) e Estados Unidos (Rodrigues-Silva et al, 2014). Das fluoroquinolonas de
interesse, temos o ciprofloxacino, que é extensivamente prescrito devido a sua alta eficacia

terapéutica e relativa baixa toxicidade (Chandran et al, 2014).

Além dos antimicrobianos estritos, existem muitas outras substancias com atividade
sobre microrganismos que sao intensamente utilizadas em ambiente hospitalar, doméstico e
industrial. Esses compostos usados para neutralizar, impedir ou destruir microrganismos

indesejados ou nocivos recebem a denominacéo geral de biocidas.

1.1.1. Ciprofloxacino

O ciprofloxacino é um antimicrobiano do grupo das quinolonas de segunda geracao
denominadas fluoroquinolonas. Possuem amplo espectro de acao, sendo ativa contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas, causadoras de doencas humanas e animais. Este farmaco
apresenta metabolizacdo e efeitos toxicos bem documentados (Vasconcelos et al, 2009; Zhou
e Jiang, 2015).

O alvo do ciprofloxacino é a enzima DNA-girase. A atividade antimicrobiana desse
farmaco deve-se a formacdo de ligacGes de hidrogénio entre os grupos aceptores de
ciprofloxacino com sitios ativos da enzima DNA-girase das bactérias. Essa enzima evita o
enovelamento da fita de DNA da bactéria durante e apos sua duplicacdo. A ligacdo das
moléculas do farmaco a essa enzima leva a sintese descontrolada de RNA mensageiro e de
proteinas, determinando inibicdo de crescimento e morte dos microrganismos (Rodrigues-
Silva et al, 2014). Na figura Il pode-se observar a estrutura basica de uma molécula de

ciprofloxacino.
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FIGURA I11. Estrutura quimica de ciprofloxacino.
Fonte: EI-Gamel, Hawash e Fahmey, 2012.

Do total da dose administrada em humanos, 45-62% é excretada ndo metabolizada
pela urina e 15-25% através das fezes. Algumas fluoroquinolonas séo utilizadas também na
terapia animal, porém ndo ha estudos sobre as taxas metabolicas por outras espécies. No
ambiente, em alguns estudos foram encontradas concentracdes de ciprofloxacina nas faixas de
Hg/L e até mg/L, como ocorreu em estagdes de tratamento de aguas residuarias de industrias

farmacéuticas na India (Le-Minh et al, 2010).

No efluente hospitalar, ciprofloxacino tem sido detectada em concentracfes bastante
elevadas, indicando seu extenso uso em humanos para fins terapéuticos (Segura et al, 2009;
Rodrigues-Silva, et al, 2014). Este farmaco pertence a lista dos 10 farmacos com elevada

prioridade no ciclo da agua (Zhou e Jiang, 2015).

Nas estacdes de tratamento do esgoto, ciprofloxacino pode ser removido entre 80-90%
por meio de adsorcado ao lodo, sendo estabilizado. J& foram feitas analises da sua concentracao
em solos préximos de criagdes de animais, estando na faixa de 0,37-0,40 mg/Kg de solo,

confirmando sua relevancia ecotoxicoldgica para essa matriz (Girardi et al, 2011).

Devido as dificuldades de degradacéo de ciprofloxacino sugere-se para a sua remog¢ao
dos corpos d’agua o uso da adsor¢do em lodo e flocos, com posterior decantagdo. Com essa
técnica remove-se de 88 a 92% das fluoroquinolonas em fase aquosa (Girardi et al, 2011; Ou
et al, 2016).
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1.1.2. Clorexidina

O gluconato de clorexidina, acetado de clorexidina ou cloridrato de clorexidina s&o
sais de clorexidina usados como desinfetante, antisséptico e conservante. Tem aplicacdo no
campo odontoldgico, veterinario, e € componente de diversos produtos de uso doméstico
como enxaguantes bucais, desinfetantes de ferimentos e sabonetes. Ela é utilizada had mais de
50 anos, tendo sido aprovada pela Agencia de Protecdo Ambiental Americana (EPA-US) para
uso como desinfetante na agricultura e veterinaria, para 0 manuseio de ovos, equipamentos de

embalagem e processamento de carne e aves (Chantal et al, 2009).

No ambiente hospitalar a clorexidina é amplamente utilizada tanto para fins
terapéuticos, como para desinfeccdo de feridas, limpeza, sanitizacdo das maos, desinfeccdo de
instrumentos cirdrgicos, esterilizacdo de instrumentos usados em procedimentos invasivos,
dentre outros (Chantal et al, 2009).

O acetato de clorexidina (figura I11) é um biocida catiénico da classe das biguanidas,
com um amplo espectro de agdo, baixa toxicidade humana e baixa atividade residual. E
efetivo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, assim como contra fungos,

protozoarios e alguns virus (Cassir et al, 2015).
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FIGURA I11. Estrutura quimica do acetato de clorexidina.
Fonte: Jou e Malek, 2016.

Seu mecanismo de agdo envolve a membrana celular, possivelmente alterando a
fluidez, a ligacdo de enzimas e 0s mecanismos de osmorregulagéo, associado também com a

perda da integridade da membrana celular causando danos (Bonez et al, 2013). E sabido que a
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clorexidina pode inibir a utilizacdo de oxigénio pela célula, e com isso a producédo de energia,
além de levar a danos ao DNA e inibicdo da sintese de proteinas (Condell et al, 2014).

Seu amplo uso tem despertado interesse quanto a suscetibilidade dos microrganismos
com 0s quais ela entra em contato direto. Os resultados sdo conflitantes. Muitos autores nédo
encontraram correlacdo significativa entre o uso de clorexidina e um aumento na resisténcia
dos microrganismos estudados (Prag et al, 2013; Schlett et al, 2014; Ebrahimi et al, 2014),
mas outros j& consideram esse efeito e observaram um aumento da resisténcia por bactérias
dos géneros Pseudomonas, Klebsiela, Serratia, porém esse mecanismo de resisténcia ainda
ndo foi elucidado (Chantal et al, 2009; Beier et al, 2014; Condell et al, 2014; Kulik et al,
2014; Rema et al, 2014).

1.2.  Microrganismos do ambiente aquatico

Dentre a infinidade de organismos do ambiente aquatico, as algas, microalgas e
cianobactérias correspondem a aproximadamente 70% da massa de fitoplancton, sendo
responsaveis por mais do que um terco da producdo de O, ou fixacdo de CO, do planeta
(Zhou J et al, 2016). Devido a ampla distribuicdo desses microrganismos, admite-se que eles
sejam suscetiveis a medicamentos e a qualquer outra substancia que de forma direta ou

indireta chegam ao ambiente (Grinten et al, 2010).

Estudos apontam que a sensibilidade das algas aos antimicrobianos € variavel de
acordo com a espécie, mas as cianobactérias sdo consideradas um dos microrganismos mais
sensiveis a essa classe (Holten-Litzhgft, Halling-Sgrensen, Jgrgensen, 1999; Halling-
Serensen et al, 2000). Estes microrganismos possuem estrutura morfofisiologica muito
semelhante as bactérias gram-negativas. Elas podem desempenhar papel importante na
difusdo de genes de resisténcia antibacteriana, ja que possuem plasmideos e elementos
transponiveis (Lin et al, 2011). Algumas linhagens de cianobactérias ja exibiram atividade

antibacteriana, além da prépria resisténcia a antimicrobianos (Dias et al, 2015).

O potencial efeito adverso dos antimicrobianos sobre as algas e cianobactérias é
preocupante, j& que elas sdo a base da cadeia alimentar, e qualquer alteracdo na sua populagédo
pode afetar o equilibrio do sistema aquéatico (Kummerer, 2009; Grinten et al, 2011; Fatta-

Kassinos, Meric e Nicolaou, 2011).



26

1.2.1. Cianobactérias e floragdes

Cianobactérias sdo microrganismos fotossintetizantes encontrados em diversos
ambientes, como solos, rochas, oceanos e agua doce. Acredita-se que elas tenham sido os
primeiros organismos fotossintéticos produtores de oxigénio da terra e contribuido com a
geracdo de oxigénio para a atmosfera ha trés bilhdes de anos atras (Ramanam et al, 2016).
Estdo presentes no ambiente como células livres, coldnias ou filamentos. Sdo organismos
microscopicos, mas suas populacdes podem ser visiveis em grandes coldnias, crostas e
floracGes (Catherine et al, 2013).

As cianobactérias apresentam ampla distribuicdo geografica, das regides polares as
tropicais, do hemisfério norte ao sul, dominando a producdo planctdnica e bentbnica em
muitos habitats. Essa existéncia tdo extensa e tdo diversa deve-se a sua grande capacidade
adaptativa aos diferentes tipos de ambientes, desenvolvendo estratégias para garantir sua
sobrevivéncia e domindncia em ambientes aquéticos naturais e modificados pelo homem
(Pearl e Paul, 2012).

Cianobactérias sdo capazes de grande captacdo e armazenamento de nutrientes, como
nitrogénio, fosforo, ferro e tracos de metais. Muitos géneros possuem aerotopos, estruturas
responsaveis por alterar a densidade das células, permitindo a exploracdo de aguas mais
profundas e ricas em nutrientes, a0 mesmo tempo em que usufruem do ambiente com
luminosidade na superficie (Kruk et al, 2010; Pearl e Paul, 2012). Outros géneros conseguem
formar relagbes simbidticas com diatomaceas, esponjas, corais, liquens, samambaias, e
associacfes mutualisticas com uma variedade de outros microrganismos, proporcionando
protecdo e melhorando a ciclagem e disponibilidade de nutrientes em ambientes oligotroficos
(Pearl e Paul, 2012; Ramanan et al, 2016).

Soares e colaboradores (2013) avaliaram o perfil de dominancia das cianobactérias no
Brasil, concluindo que ha trés géneros prevalentes no ambiente, Microcystis,
Cylindrospermopsis e Dolichospermun, concordando com a prevaléncia no resto do mundo.
Os trés géneros compartilham de grande capacidade adaptativa, porem também mostram ter
diferentes preferéncias ambientais que podem afetar sua ocorréncia e dominancia (Soares et
al, 2013). O género Microcystis foi relatado com o maior biovolume de dominancia e
codominancia, e dentro desse género, a espécie Microcystis aeruginosa é prevalente em

corpos d’agua (Soares et al, 2013).
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A concentracdo de nutrientes como fosforo, nitrogénio e carbono é um fator chave
para a eutrofizacdo global das aguas superficiais, e com isso o desencadeamento de um
supercrescimento ou floracdo de cianobactérias (Merel et al, 2013). O grande crescimento
populacional e a intensificacdo de atividades urbanas, industriais e da agricultura, pela
deficiéncia de uma gestdo de efluentes eficiente é a causa desse aumento da eutrofizacdo das
aguas. Junto a isso, 0 aumento da temperatura global, pH e baixa turbuléncia da superficie dos
corpos d’dgua favorecem o desenvolvimento exagerado de cianobactérias (Figueiredo et al,

2004; Rastogi, Madamwar, Incharoensakdi, 2015).

N&o existe uma definicdo ou quantificacdo do que é uma floracdo de cianobactérias,
mas geralmente é considerado como uma producéo significativa de biomassa ao longo de um
periodo curto de tempo, correlacionado com uma diminuicéo da diversidade do fitoplancton.
Essa condicdo leva ao aumento da demanda bioguimica de oxigénio (DBO) e anoOxia nos
corpos d’agua, restringindo a sobrevivéncia de outras espécies (Rastogi, Madamwar,
Incharoensakdi, 2015). Floragbes sdo, na maioria das vezes, mono-especificas, podendo
formar uma densa camada de células na superficie da agua visivel a olho nu, em ambientes

urbanos (figura 1VV) ou ambientes naturais (Merel et al, 2013).

FIGURA IV. Floragdo de cianobactérias as margens do rio Tapajos, PA, Brasil..
Fonte: Sa et al, 2010.

A ocorréncia de floragdes de cianobactérias nas aguas superficiais pelo mundo tem
sido reportada ha mais de 130 anos, mas foi s6 nas ultimas décadas que esses eventos se
tornaram preocupantes, ja que cada vez mais essa incidéncia se da de forma mais intensa,
associada também a perdas econdmicas, além de causar impactos negativos na ecologia, na
biogeoquimica e na satde (O’neil et al, 2012; Perga et al, 2013).
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Somente nos Estados Unidos, floragdes de cianobactérias resultam em prejuizos acima
de dois bilhdes de dblares anualmente, por perdas de recursos hidricos de uso humano, uso na
agricultura e uso recreacional (Paerl, Hall e Calandrino, 2011, Chapman, 2015). As floracGes
se tornaram, assim, um problema de saude publica ao nivel mundial e de importante

preocupacao ecologica (Liu et al, 2015).

Grande parte da mortandade de cianobactérias é decorrente da producdo de
cianotoxinas, metabolitos secundarios de algumas espécies, tais como microcistinas,
saxitoxinas e cilindrospermopsinas (Wood, 2016). Estas toxinas podem ter efeito deletério em
reservatorios e em corpos de agua a jusante de sistemas de abastecimento. H4 mais de 40
espeécies representando 20 géneros de trés ordens de cianobactérias conhecidas por produzir

cianotoxinas. Estas incluem tanto peptideos ciclicos quanto alcaldides (Gkelis et al, 2014).

Dentre os géneros produtores de toxinas, 0os que normalmente tém se envolvido com
incidentes sdo Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Planktothrix, Oscillatoria,
Cylindrospermopsis, e com menor frequéncia Gomphosphaeria, Coelosphaerium,
Gloeotrichia, Nodularia e Nostoc (Codd, Morrison e Medcalf, 2005; Corbel, Mougin e
Bouaicha, 2014).

1.2.2. Microcistinas

Microcistinas (MC) sdo cianotoxinas encontradas em maior quantidade nas floragdes
de cianobactérias pelo mundo (40-75%) (Corbel, Mougin e Bouaicha, 2014). S&o produzidas
pelas cianobactérias do género Microcystis, destacando-se as espécies M. aeruginosa, que é
uma das mais encontradas nos ambientes eutrofizados em todo o mundo (Li et al, 2012), e a
espécie M. panniformis, que é bastante encontrada em paises tropicais do continente

americano (Komarek et al, 2002; Nguyen et al, 2012; Zhang et al, 2016).

Existem mais de 90 variantes de microcistinas conhecidas (dentre essas MC-LR, MC-
RR, MC-LA, MC-YR), que diferem de acordo com a posic¢ao de radicais de aminoacidos na
molécula (Cassini, Antunes e Keller, 2013). Com relacdo a toxicidade aguda, a microcistina
LR (MC-LR) é considerada a mais potente de seu grupo conhecido como hepatotoxinas

(Rastogi, Madamwar, Incharoensakdi, 2015).
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Microcistinas fazem parte do grupo das hepatotoxinas, juntamente com as nodularinas
(Quadro 1). Outras cianotoxinas incluem as neurotoxinas, como as anatoxinas, saxitoxinas e
as BMAA (4cido beta-N-metilamino-alanina), citotoxinas e dermotoxinas e toxinas irritantes
gastrointestinais. Essas divisfes correspondem ao modo de acdo de cada toxina no organismo

humano (Kujbida et al, 2006) e ndo a similaridade estrutural.

QUADRO 1. Classifica¢édo das cianotoxinas e seus respectivos modos de acao.
Fonte: Moreira et al, 2014.

Modo de a¢ao no organismo Tipo de cianotoxina

Hepatotoxinas Microcistinas (MC)
Nodularinas (NOD)

Citotoxinas Cilindrospermopsinas (CIN)

Neurotoxinas Saxitoxinas (STX)
Anatoxinas (ANTX)
BMAA

Dermatotoxinas Lingbiatoxina

Aplisiatoxina

Além da hepatotoxicidade, os efeitos das microcistinas na salde humana sao diversos,
como gastroenterites, nauseas, vomitos, sintomas gripais, dor de garganta, irritacdo nos olhos
e ouvidos, dores abdominais, distdrbios visuais, e lesbes renais (Cood, GA, 2000; Codd,
Morrison e Medcalf, 2005). Estudos relatam ainda a associacdo de cancer primario no figado
e colo retal, com exposicdo crénica a microcistina (Zhou L, Yu H, Chen K, 2002; Hernandez
J.M., Lopez-Rodas V., Costas E, 2009).

As hepatotoxinas sdo potentes inibidoras das fosfatasesl (PP1l) e 2A (PP2A),
importantes enzimas reguladoras de vias metabdlicas e respostas celulares em células
eucarioticas, além de inibirem também as fosfatases tipo 3 (PP3), que podem ter influéncia
similar as PP1 e PP2A. Muitos autores consideram sua capacidade de induzir o estresse

oxidativo nas células, de desorganizar o citoesqueleto, induzir a apoptose celular e danos ao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12244757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12244757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12244757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez%20Hern%C3%A1ndez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19216032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez%20Hern%C3%A1ndez%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19216032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%B3pez-Rodas%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19216032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costas%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19216032
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DNA, o que pode estimular a proliferacdo de células cancerosas (Maidana et al, 2006;
Rastogi, Sinha, Incharoensakdi, 2014).

Muitos congéneres das hepatotoxinas sdo hidrofilicos, necessitando de uma via de
transporte para entrar nas células, como a via de adenosina trifosfato, tornando sua agédo
restrita a esses tipos de células como as células do figado. Por isso sua acdo € mais intensa

nesse orgao (Pantelic et al, 2013).

As microcistinas sdo extremamente persistentes em agua e resistentes a lise quimica,
devido a sua estrutura ciclica e a presenca de nove aminoacidos que as deixam resistentes ao
calor, hidrolise e oxidagdo (figura V). Elas podem ser decompostas lentamente por altas
temperaturas, pH extremos, além de sofrerem biodegradacdo e fotodegradacdo, sob
determinadas condi¢fes. Logo, em ambientes naturais ou ndo em que nao ha a presenca
desses fatores, a microcistina pode persistir por meses ou mesmo anos (Pantelic et al, 2013;
Rastogi, Sinha, Incharoensakdi, 2014).

o] COOH

FIGURA V. Estrutura quimica da hepatotoxina Microcistina (MC). X e Z representam
a posicdo dos aminoacidos variaveis.
Fonte: Merel et al, 2013.

A presenca de microcistinas nos corpos d’agua ocorre pela sua liberagdo a partir do
rompimento da célula da cianobactéria, e isso ndo acontece somente apds sua morte natural,
podendo ocorrer apos tratamentos quimicos, como por exemplo, os algicidas, ou em um
ambiente que se encontra no final de uma floragédo, no qual a célula esta em extremo estresse
(Corbel, Mougin e Bouaicha, 2014; Fan et al, 2014).

Os fatores que favorecem o desenvolvimento de floragdes de cianobactérias toxicas, e

o provavel destino dessas cianotoxinas nos corpos d’agua sdo apresentados na figura V1.
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FIGURA VI. Fatores de favorecimento da formacdo de floracbes de cianobactérias,
producdo de cianotoxinas e seu provavel destino nos cursos d’agua.
Fonte: Merel et al, 2013 — adaptado.

As cianotoxinas presentes nos corpos d’agua sdo responsaveis por envenenamento em
humanos e animais selvagens e domésticos, por ingestdo direta da &gua contaminada,
contendo a toxina dissolvida ou com cianobactérias (Rastogi, Madamwar, Incharoensakdi,
2015).

Ja foram reportados diversos episddios de intoxicacdo por cianotoxinas em todo o
mundo (tabela 1), desde o primeiro episddio notavel, em 1930, nos EUA até os dias de hoje
(Wood, 2016). No Brasil, foi registrado o maior acidente, sendo o primeiro episodio fatal de
intoxicagao por microcistinas, com a morte de 60 pacientes de uma clinica de hemodialise em

Caruaru, Pernambuco (Pouria et al, 1998).
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TABELA 1. Incidentes em humanos relatados de mortalidade e morbidade atribuidos a
exposicao aguda a cianotoxinas, entre 1800-2010.
Fonte: Wood, 2016 — adaptado.

Ndmero de incidentes

Total 115
Localizagdo

Austrélia 9
Canada 5
Europa 27
Estados Unidos 50
Resto do mundo 24
Modo de exposicdo

Agua potavel/uso doméstico 27
Atividades recreacionais 65
Hemodialise 3
Ocupacional 5
Outros® 15

®Incluem incidentes onde nenhum modo de exposicdo foi especificado, ou uma combinacdo de modos de
exposicao

A partir desse episédio em Caruaru, a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) realizou
uma avaliacdo dos niveis seguros de microcistinas em agua potavel, baseados em ensaios de
toxicidade subcrénica em camundongos e porcos, calculando a dose diaria toleravel e segura
para o ser humano entre 1 e 2 pug/L (WHO, 1998).

Cada pais adotou um limite padrdo, sendo o Brasil o primeiro a estabelecer limites de
microcistina em norma nacional, como forca de lei. A portaria n°® 1.469/2000 descreve
procedimentos e responsabilidades relativas ao controle e vigilancia da qualidade das aguas
para consumo humano, inserindo a obrigatoriedade do monitoramento de cianobactérias em
mananciais superficiais, e em 2004 a portaria n° 518 definiu valores guia maximos de 1,0
ug/L para equivalentes de microcistina em agua potavel (BRASIL, 2000; BRASIL, 2004),
que foi mantido na atualizagdo da Portaria em 2011 (BRASIL, 2011).

Muitos trabalhos também tém sido realizados com o intuito de avaliar o efeito que
substancias nocivas presentes no ambiente podem causar as cianobactérias, e seus efeitos
sobre a producdo e liberacdo de toxinas (Halling-Sorensen, 2000; Eguchi et al, 2004;
Robinson, Belden, Lydy, 2005; Ando et al, 2007; Yang et al, 2009; Liu et al, 2012, 2012,
2014, 2015; Zhang et al, 2011; Gonzalez-Pleiter et al, 2013; Zhou et al, 2013; Li, Geng e
Yang, 2015, Liu et al, 2016). Estes estudos visam contribuir com a discussao sobre o impacto
de residuos quimicos ao ecossistema, e as recorrentes floragdes de cianobactérias produtoras

de toxinas que se acumulam nos corpos d’agua.
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H& uma questdo ecoldgica intrinseca nessa discussdo que sustenta que esses
interferentes podem levar ao desequilibrio ambiental, afetando cadeias alimentares inteiras
e/ou se acumulando até chegar ao consumidor final, o homem. Esse aspecto nos remete a
questdo de saude publica, que nos afeta direta ou indiretamente, considerando ndo s6 0s
residuos bem como as toxinas produzidas pelas cianobactérias que por serem de dificil
remoc¢do podem chegar a populagdo humana pelo contato direto com os corpos d’agua, pela
ingestdo ou pelo consumo de espécies que acumulam as toxinas. Logo, um problema

ambiental, a presenca de cianotoxinas torna-se um grande problema de satde publica.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do antimicrobiano ciprofloxacino e do biocida clorexidina sobre o

crescimento e a producdo de toxina por linhagens de cianobactérias do género Microcystis.
2.2. Objetivos especificos

Determinar as concentracdes de clorexidina e ciprofloxacino que promovem a inibicéo
de 50% do crescimento (ECso) das cepas das cianobactérias Microcystis aeruginosa e

Microcystis panniformis.

Avaliar a producdo de clorofila pelas linhagens de Microcystis em estudo quando

expostas a clorexidina e ciprofloxacino.

Investigar a producdo e liberacdo de microcistinas por culturas de Microcystis

expostas ao ciprofloxacino e a clorexidina.
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3. ARTIGO I: Efeitos toxicoldgicos de ciprofloxacino e clorexidina no crescimento e
sintese de clorofila de microalgas de 4gua doce

3.1. Resumo

A presenca de residuos de farmacos no ambiente aquético representa um desafio para a saude
publica, ja que seus efeitos sdo pouco conhecidos e os métodos de tratamento da agua nem
sempre sdo capazes de elimind-los. Nesse ambiente ha uma grande diversidade de
cianobactérias, microrganismos fotossintetizantes, extensamente encontrados no meio
aquatico, constitundo a base da cadeia alimentar. Determinou-se a concentragdo de
antimicrobianociprofloxacino e do antisséptico clorexidina que inibe de 50% do crescimento
(ECso) de duas linhagens de cianobactérias: Microcystis aeruginosa e Microcystis
panniformis. As linhagens se mostraram mais sensiveis ao antimicrobiano, comparado a
clorexidina. As duas substancias afetaram a producdo de clorofila, sendo a inibicdo do
fotossistema Il um possivel mecanismo de toxicidade. A presenca desses residuos no
ambiente, mesmo em concentracdes muito baixas, pode, potencialmente, interferir no
equilibrio da microbiota, afetando populacbes de produtores priméarios. Considerando que boa
parte do esgoto nos paises em desenvolvimento ndo é adequadamente tratada e a falta de
estudos locais sobre a presenca dessas substancias em efluentes, esse estudo aponta a
necessidade de medidas de monitoramento ambiental, evitando efeitos sobre a diversidade e

equilibrio da microflora aquatica.

Unitermos: Cianobactéria, Microcystis , Ciprofloxacino, Clorexidina, Clorofila, inibi¢do de

crescimento.
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3.2. Introducao

As Ultimas décadas tém sido marcadas pela intensificacdo das atividades produtivas
com consequente maior geracdo de residuos. No Brasil, os novos padrfes de consumo,
decorrentes da maior disponibilidade de bens e produtos, ndo foram acompanhados pela
instalacdo de infraestrutura para o tratamento dos residuos gerados. Destacam-se, no contexto
dessa evolucdo produtiva, a introducdo de novos farmacos, cada vez mais potentes, no
mercado e a melhoria do acesso a medicamentos, levando a um processo de medicalizagdo

intensa da sociedade (Kummerer, 2010; Baran et al, 2011).

Essa realidade, comum a muitos paises, tem implicacOes diretas no lancamento nas
redes sanitarias de uma grande quantidade de residuos de farmacos e de seus metabolitos (Le-
Minh et al, 2010; Kummerer, 2010). Grande parte dos paises ainda ndo consegue se adequar
as boas praticas de gestdo de residuos (Kumaret al, 2015; Joshi et al, 2015), entre essas 0
monitoramento da presenca e toxicidade de residuos de farmacos na agua. Pesquisas na
Europa, Asia e Oceania tém mostrado a presenca desses residuos nas redes sanitarias
(Dorival-Garcia et al, 2013), em corpos d’agua receptores (Watkinson et al, 2009) e até na
agua potavel (Yiruhan et al, 2010). Paralelamente, estudos demonstram que as estacdes de
tratamento de esgoto ndo sdo efetivas na remocdo total desses residuos (Homem e Santos,
2011).

No Brasil, as legislagdes ambientais (BRASIL, 2005; BRASIL, 2011) n&o prevéem a
identificacdo analitica da presenca de farmacosna dgua emambiente natural, contudo, é
previsto o uso de bioindicadores a fim de estimar a presenca de componentes toxicos no

ambiente aquético. Entre esses bioindicadores encontram-se as cianobactérias.

Cianobactérias sdo microrganismos unicelulares, fotossintetizantes e cosmopolitas.
Elas podem ser encontradas desde regides polares a tropicais de diversos habitats, como
lagoas, rios, oceanos, rochas e solos (Pearl e Paul, 2012; Catherine et al, 2013). Essa
ubiquidade das cianobactérias se deve a sua grande capacidade de captar e armazenar
nutrientes, como nitrogénio, fosforo, ferro e metais (Kruket al, 2010) e as intera¢cbes com
outros organismos, como bacterias, liquens, corais, plantas superiores, e diversos outros,

melhorando a disponibilidade de nutrientes e sua protecdo (Pearl e Paul, 2012). Esses
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organismos sdo produtores primarios, controlando a cadeia tréfica e podem se proliferar em

ambientes fortemente impactados (Kummerer, 2009; Grintenet al, 2011).

Ambientes com excesso de nutrientes, calor, grande incidéncia de luz solar e baixa
turbidez influenciam o crescimento e multiplicacdo das cianobactérias, na maioria das vezes
visivel nos corpos d’agua, sendo denominadas floracdes (Wood, 2016). Embora as
cianobactérias tenham papel essencial na regulacdo do equilibrio do ecossistema aquético, o
aumento significativo de sua biomassa em um curto periodo de tempo é uma ameacga aos
reservatorios de agua doce. Na maioria das vezes, as floracbes sdo monoespecificas e
determinam uma diminuicdo da diversidade do fitoplancton e a liberacdo de metabdlitos
secundarios, contaminando a agua e comprometendo a sobrevivéncia de outras espécies
(Merel et al, 2013; Rastogi, Madamwar, Incharoensakdi, 2015).

O desequilibrio do ecossistema aquéatico, com eliminacdo de populacGes microbianas
sensiveis favorece a degradacdo local com possivel contaminacdo por toxinas, além da
degradacdo estética e sanitaria (Rastogi, Madamwar, Incharoensakdi, 2015; Liu et al, 2015).0
fator que mais contribui para a eutrofizagdo dos corpos d’agua ¢ o langamento de esgoto

nesses ambientes sem o adequado tratamento.

Tratando-se de residuos no ambiente, 0s medicamentos e principalmente o0s
antimicrobianos tém despertado interesse quanto a efeitos sobre a biota dos ambientes
impactados (Kummerer, 2010). Justifica-se a preocupagdo com 0s antimicrobianos uma vez
gue ndo ha seletividade quanto ao efeito citotoxico, atuando sobre os microganismos
aquaticos da mesma forma como atuam sobre os patdgenos humanos (Kummerer, 2009;
Wang, Chu, 2016).

Por serem representantes do grupo procarionte do fitoplancton, as cianobactérias
apresentam similaridade morfol6gica e bioquimica combactérias gram negativas, inclusive
aspatogénicas, sugerindo que os efeitos dos antimicrobianos possam interferir no equilibrio do
ecossistema aquatico (Kummerer, 2009; Grinten et al, 2011; Fatta-Kassinos, Meric e
Nicolaou, 2011). Sabe-se que a resisténcia a essas substancias pode variar significativamente
entre especies e até entre linhagens de uma mesma espécie, 0 que traz preocupagdo quanto a

seus efeitos sobre a dindmica das populag¢bes aquéticas.

Além de efeitos diretos sobre a microbiota aquatica, outra preocupagdo com o descarte

de antimicrobianos em corpos d'agua é a possivel troca de genes de resisténcia entre espécies,
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contribuindo para a emergéncia e disseminacdo de resisténcia de agentes patogénicos aos
antimicrobianos de uso clinico (Linet al, 2011). E importante destacar que cianobactérias
possuem 0s mesmos componentes relacionados a transmissdo génica que as bactérias, como

plasmideos e elementos transponiveis facilitadores da troca genética (Dias et al, 2015).

Dentre as cianobactérias, o género Microcystis € considerado o de maior dominancia
no ambiente global (Soares et al, 2013), além de ser um género produtor de metabdlitos
secundarios, dentre eles potentes toxinas (Corbel, Mougin e Bouaicha, 2014). O rompimento
das células causado por agentes toxicos no ambiente pode ser um importante fator para a
liberacdo de toxinas tornando-se um grave problema no tratamento da agua (Fan et al, 2014),
indicando a necessidade de avaliacdo direta ou indireta da presenca de substancias com

potencial animicrobiano no meio aquético.

No que se refere a residuos de medicamentos no meio aquatico, considera-se que 0
esgoto sanitério seja a principal fonte, além do descarte de medicamentos ndo utilizados e de
efluentes industriais e hospitalares (Fatta-Kassinos, Meric e Nikolaou, 2011). Dentre o0s
residuos de antimicrobianos, as quinolonas sdo um dos grupos mais frequentemente
encontrados em estudos ja realizados. Dentro desse grupo, o Ciprofloxacino é considerado um
dos maiores poluentes devido a sua estabilidade no meio aquatico e sua extensa utilizagdo no
meio hospitalar e comunitario. Esse farmaco vem sendo detectado em efluentes em diversos
lugares do mundo, inclusive no Brasil (Segura et al, 2009; Rodrigues-Silva, et al, 2014)
pertencendo a lista dos 10 farmacos com elevada prioridade no ciclo de tratamento da agua
(Zhou e Jiang, 2015).

Do mesmo modo, os biocidas apresentam atividade antisséptica e podem agir
inespecificamente sobre a microflora de diferentes ambientes. Em geral, atuam em doses mais
altas do que aquelas de antimicrobianos de uso sistémico. A Clorexidina é utilizada ha mais
de 50 anos, tendo mdltiplas aplicacGes em funcdo de sua excelente atividade antissépica, largo
espectro e baixo custo (Chantal et al, 2009). A associacdo entre 0 uso de clorexidina e o
surgimento de resisténcia microbiana € ainda controversa (Prag et al, 2013; Schlett et al,
2014; Ebrahimi et al, 2014; Chantal et al, 2009; Beier et al, 2014; Condell et al, 2014; Kulik
et al, 2014; Rema et al, 2014), porém, de um modo geral, seu uso é considerado seguro. No
entanto, por se tratar de um sal quaternario, hidrossoluvel, estruturalmente relacionado aos

detergentes e amplamente utilizado, justifica-se a avaliacdo de seus efeitos sobre componentes
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da microflora aquética. Adicionalmente, a clorexidina pode dar origem a metabdlitos toxicos,
sendo essa mais uma preocupacdo com o descarte desse antisséptico.

Nesse cenério, o conhecimento da suscetibilidade das linhagens de cianobactérias
isoladas dos corpos d’agua brasileiros, € uma contribuicdo para o entendimento da acdo de

poluentes ambientais e a prevencao de riscos ao ecossistema aquatico.

Neste estudo, avaliou-se a suscetibilidade de Microcystis aeruginosa e de Microcystis
panniformis, ao antimicrobiano ciprofloxacino e ao biocida clorexidina, ambos extensamente

utilizados no campo médico, domeéstico e na producdo animal.

3.3. Materiais e métodos

Linhagens de cianobactérias As linhagens de Microcystis aeruginosa e Microcystis
panniformis foram isoladas a partir de coletas de dgua no Parque Estadual do Rio Doce —
Minas Gerais, identificadas por analise morfoldgica e mantidas no Laboratério de
Limnologia, Ecotoxicologia e Ecologia Aquéatica (LIMNEA) do Departamento de Biologia

Geral / Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Substancias teste A formulacdo comercial de Cloridrato de Ciprofloxacino foi adquirida do
laboratério Eurofarma®, 2mg/mL, 200mL. O Digluconato de Clorexidina foi adquirido do
laboratério Sigma®, 20% em H,0, 100 mL.

Condig0es de cultivo e monitoramento As culturas de M. aeruginosa e M. panniformis foram
cultivadas em meio ASM-1 (Gorham et al, 1964) e mantidas em camaras de germinacédo, a
23.0°C * 1°C e fotoperiodo 12h claro/12h escuro, sob intensidades luminosas entre 30-86
umol.M'Z.S'l.

O crescimento celular foi monitorado a cada 48 horas, durante 15 dias por contagem celular,

avaliacdo quantitativa de clorofila-a e densidade Optica.

A contagem celular foi feita em camara de contagem de Fuchs-Rosenthal (New Optik®), com
coloracgéo azul de tripan (um mL de cultura para 500uL de solucdo azul de tripan 2%). Apos
sedimentagédo das células (10 minutos) foi realizada a contagem em microscopio optico. A

partir da contagem foi construida a curva de crescimento ao microscépio Olympus® CBA.
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A densidade optica foi determinada em aliquotas de 3,0 mL de cultura, por espectrometria no
espectro do visivel (espectrofotdmetro Aquamate® Plus UV-VIS) em comprimento de onda
de 700 nm.

Para a extracdo de clorofila foi feita a filtracdo a vacuo em filtros de fibra de vidro (Macherel-
Nagel® GF-1) de uma aliquota de 10 mL de cultura. Aos filtros foram adicionados 5 mL de
acetona 90% (Synth, P.A.), macerados e centrifugados a 320.000 g, 20 minutos a 4°C
(Centrifuga Sigma® 4K15). As concentracdes de clorofila-a foram determinadas por
espectrometria no espectro visivel dos sobrenadantes nas absorbancias 647 nm, 664 nm, 630
nm e 750 nm, e calculadas de acordo com a equacdo tricromatica de Jeffrey & Humphrey
(1975).

Inibicdo de crescimento das cianobactérias por ciprofloxacino e por clorexidina Os testes
de inibicdo de crescimento das linhagens de M. aeruginosa e M. panniformis por
ciprofloxacino e clorexidina foram realizados seguindo o protocolo OECD 201 Freshwater
Alga and Cyanobacteria Growth Inhibition Test (2006).

Em erlenmeyers de 250 mL, em triplicata, contendo 100 mL do meio de cultura ASM-1,
adicionaram-se 3 mL de inéculo de uma cultura inicial, resultando em uma cultura contendo
cerca de 10° cel/mL. Os frascos foram mantidos a 25,0 + 2,0 °C, fotoperiodo 12h/12h,
iluminacdo por luz fluorescente branca/fria e agitacdo continua de aproximadamente 100
rotagBes por minuto. No inicio da fase logaritmica do crescimento das linhagens (10° cel/mL)
foram adicionados a cada cultura as solucdes recém preparadas de ciprofloxacino e
clorexidina. As concentracdes utilizadas foram baseadas em experimentos preliminares para
determinacdo aproximada da faixa de inibicdo. O crescimento das culturas teste e controle
foram monitorados apds 24, 48, 72 e 96 horas pela medida da densidade Optica e clorofila.

Célculo da inibicdo de crescimento (Ec50%) A partir das curvas de crescimento das
linhagens foram calculadas as taxas meédias de crescimento das cianobactérias usando-se a

equacéo 1:
Hij= (In Bj—In By) / (1 - ti) @)

onde pij € a taxa media de crescimento especifica do tempo i ao tempo j; t; € o tempo inicial; t;
é o tempo final; B; é a densidade Optica no tempo inicial; B; é a densidade Optica no tempo

final.
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A partir das taxas de crescimento especificas foi determinada a porcentagem de inibicao de

crescimento, de acordo com a equag&o 2:

%I =100 X (Mc - o)/ He (2)

onde %I é a porcentagem de inibicdo em uma taxa média de crescimento especifico; | € 0 U

do controle; ; é o i do tratamento.

As concentragdes de ciprofloxacino e clorexidina que levaram a 50% de inibicdo de
crescimento das cianobactérias foram estabelecidas por interpolacdo grafica, utilizando-se a
equacdo da reta da curva de porcentagem de inibicdo em funcdo da concentracdo da

substancia teste.

Andlise estatistica Para determinar se houve diferenca significativa entre as curvas de
crescimento e producdo de clorofila entre controle e tratamentos foram realizados o teste
ANOVA unifatorial e teste de Tukey, para p<0,05.

3.4. Resultados e discussao

Inibicdo de crescimento de Microcystis aeruginosa e Microcystis panniformis por
ciprofloxacino e clorexidina Foram realizados varios testes preliminares para determinacéo
da faixa de inibigé&o de crescimento das linhagens por ciprofloxacino e pela clorexidina. Para
estes testes foram utilizadas razdes de séries geométricas de 1,20; 1,70 e 1,90.

A partir desses resultados a série de razdo 1,7 (0,0035 a 0,0294 mg/L) foi estabelecida
como a de melhor dispersdo dos pontos dentro da curva de inibicdo de M. aeruginosa por
ciprofloxacino e a razdo 1,2 (0,1137 a 0,2358 mg/L) por clorexidina. Ja para M. panniformis a
série de concentracBes de ciprofloxacino foi de razdo 1,9 (0,003 a 0,039 mg/L) e de

clorexidinaa mesma da M. aeruginosa.

Nas figuras | e Il observa-se a variacdo no crescimento celular em funcdo do tempo.
Com ciprofloxacino, o crescimento tanto de M. aeruginosa quanto de M panniformisreduziu-
se acentuadamente com o tempo somente apds 48 horas de experimento, de forma
proporcional ao aumento da concentracdo do antimicrobiano (figuras l.a e 11.a), sugerindo um

efeito citotoxico da substancia teste, compativel com 0 mecanismo de agdo deciprofloxacino.
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FIGURA 1. Crescimento de M. aeruginosa exposta a concentragdes crescentes de (a)

ciprofloxacino e (b) clorexidina, ao longo do tempo de experimento (96 horas).
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FIGURA I1I. Crescimento de M. panniformis exposta a concentracfes crescentes de (a)

ciprofloxacino e (b) clorexidina, ao longo do tempo de experimento (96 horas).

Observa-se que nas maiores concentracOes testadas de clorexidina, ocorre inibicdo do

crescimento das cianobactérias nas primeiras 48 horas, porém, a partir disso ha uma tendéncia

de retomada de crescimento. A recuperagdo da cultura pode ser decorrente de mecanismos de

adaptacdo proprios das celulas. Outra possibilidade ou é a reducdo na concentracdo de

clorexidina, uma vez que esse biocida pode sofrer degradacao espontanea. Nesse caso, 0 pH, a

presenca de luz e a composi¢do do meio de cultura poderiam acelerar esse processo (Tanaka

et al, 2005). No entanto os produtos de degradacdo da clorexidina (para-cloroanilina, orto-
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cloroanilina, meta-cloroanilina, espécies reativas de oxigénio e organoclorinas) sao

igualmente toxicos, mas atuam por outros mecanismos (Camara de Bem et al, 2014).

Nas figuras Il e observa-se a reducdo da taxa de crescimento para as duas linhagens
ao final das 96 horas de exposicdo as substancias testes. As variacbes das taxas de
crescimento foram inversamente proporcionais as concentracdes de ciprofloxacino e de

clorexidina e mostraram-se estatisticamente significativas (p<0,05).
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FIGURA I1l. Taxa de crescimento médio de M. aeruginosa do controle e testes, em (a)
exposta ao ciprofloxacinoe em (b) exposta a clorexidina. Ensaio de 96 horas.

(*) indica diferenca significativa na reducéo da taxa de crescimento entre o controle e 0s
testes, aceitando um nivel de significancia de 0,05 (P < 0,05).
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FIGURA IV. Taxa de crescimento médio de M. panniformis do controle e testes, em (a)
exposta ao ciprofloxacino e em (b) exposta a clorexidina. Ensaio de 96 horas.
(*) indica diferenca significativa entre o controle e os testes (P < 0,05).

Verifica-se nos resultados diferencas consideraveis na tolerancia das linhagens frente
as duas substdncias. Ambas apresentaram maior sensibilidade ao ciprofloxacino, sendo a
linhagem de M. aeruginosa mais sensivel a fluoroquinolona que a M. panniformis. A

resisténcia a clorexidina € similar entre as duas linhagens.

Ciprofloxacino é um antibidtico de amplo espectro, muito potente e estavel (\VVasconcelos
et al, 2009), enquanto a clorexidina é um sal quaternario, hidrossoltvel o que limita sua
absorcdo pela célula. Ciprofloxacino age sobre o DNA celular, inibindo sua duplicac&o. 1sso
implica em sua penetragdo na célula e um tempo maior para o inicio da acdo bactericida
(Rodrigues-Silva et al, 2014; Aldred, Kerns e Osheroff, 2014). J& a Clorexidina por encontrar-

se ionizada no meio de cultura, tem limitacGes para a penetracdo na célula, agindo sobre a
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parede celular dos microrganismos, perturbando a integridade e levando ao rompimento da
membrana (Bonez et al, 2013; Cassir, 2015; Jou e Malek, 2016). Esse mecanismo é
consistente com a rapida atividade bactericida, motivo pelo qual esse biocida € utilizado. Esse

efeito inicial pode ser observado na curva de crescimento (figuras Il e V).

As curvas de inibicdo de crescimento em funcdo das concentracfes sdo apresentadas
nas figuras V e VI. Por interpolacdo gréfica foi obtida a concentracdo que inibe 50% do
crescimento de cianobactérias (ECsy).
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FIGURA V. Percentual de inibicdo de crescimento de culturas de M. aeruginosa
expostas a concentracdes crescentes de ciprofloxacino e de clorexidina apés 96 horas.
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FIGURA VI. Percentual de inibicdo de crescimento de culturas de M. panniformis
expostas a concentracgdes crescentes de ciprofloxacino e de clorexidina ap6s 96 horas.

Sob as condi¢des do teste, as concentracdes estimadas de ciprofloxacino que inibem o
crescimento celular em 50% séo de 7 ppb para M. aeruginosa e 16 ppb para M. panniformis.

Ja para a clorexidina a ECsg para M. aeruginosa é de 206 ppb e 171 ppb para M. panniformis.

03
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No caso do ciprofloxacino, estes resultados estdo de acordo com os de Yasser et al (2015),

que descrevem uma forte inibi¢do de crescimento em concentragdes muito baixas.

Na literatura h& relatos de determinagcdo de ECso de ciprofloxacino (Robinson et al,
2005; Halling-Sorensen et al, 2000) e da clorexidina (Lawrence et al, 2008) para M.
aeruginosa e estas sdo compativeis com os resultados encontrados em nosso estudo. Deve-se
ressaltar que diferencas genéticas entre linhagens de uma mesma espécie proveniente de
ambientes diversos podem ocorrer, conferindo maior resisténcia aos xenobioticos,
particularmente espécies que vém de locais com diferentes niveis de eutrofizacdo. A linhagem
de M. aeruginosa utilizada aqui € proveniente de lago oligotrofico de area de preservacao
ambiental. A sensibilidade semelhante as substancias antimicrobianas da linhagem isolada do
Parque Estadual do Rio Doce e daquelas utilizadas nos estudos de Robinson et al (2005),
Halling-Sorensen et al (2000) e Lawrence et al (2008) sugere ser essa uma caracteristica
constitutiva, comum a diferentes linhagens de M. aeruginosa. Diferencas entre linhagens
podem indicar variacGes genéticas adquiridas responsaveis pelos mecanismos de resisténcia, o
que poderia representar risco de troca de materiais génicos entre microrganismos aquaticos
(Linet al, 2011), sendo essa uma preocupacdo quando se trata de exposi¢do a antimicrobianos
de uso clinico. Embora ndo haja estudos de inibi¢do de crescimento da M. panniformis frente
a clorexidina ou ao ciprofloxacino, verifica-se comportamento semelhante a M. aeruginosa
com sensibilidade maior a fluoroquinolona. Avaliacdes da resisténcia de diferentes espécies
sdo necessarias do ponto de vista ambiental, pois podem indicar o risco de dominancia de uma
delas quando expostas ao xenobi6tico no meio natural, ja que estas espécies co-existem no
mesmo ambiente.

A ECs para as linhagens em estudo séo, em geral, inferiores a concentragdo inibitoria
minima de algumas fluoroquinolonas para espécies patogénicas como Mycobacterium
tuberculosis (MIC 0,25 a 2,0 mg/L) (Chen et al, 1989), Enterobacteriaceae (MIC 0,004 a 128
mg/L), Pseudomonasspp (MIC 0,015 a 128 mg/L), Neisseriaspp (MIC 0,001 a 0,12 mg/L),
Haemophilus spp. (MIC 0,002 a 0,06 mg/L) (Andrews, 2001) e Salmonella typhimurium
(MIC 0,025 mg/L) (Diwan et al, 2010). Para as espécies do género Microcystis, por sua
persisténcia em ambientes impactados, esperaria-se maior resisténcia as substancias teste. Por
outro lado, a sensibilidade observada a essas substancias antimicrobianas sugere que essas
espéecies possam ser indicadoras de contaminacdo por esses poluentes em condices de
laboratorio. Espécies bioindicadoras devem apresentar como caracteristicas alta

disponibilidade no ambiente, boa representatividade de seu nivel tréfico, facilidade de cultivo,
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reproducdo e manejo laboratorial (Young et al, 2014). A M. aeruginosa e a M. panniformis

cumprem esse papel.

Foi também avaliada a producdo de clorofila pelas linhagens de M. aeruginosa e M.
panniformis nas mesmas concentraces dos testes de inibicdo de crescimento. Os resultados

sdo apresentados nas figuras VI e VIII.
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FIGURA VII. Producéo de clorofila-a por M. aeruginosa apds 96 horas de exposicédo a
concentracodes crescentes de ciprofloxacino (a) e de clorexidina (b). O asterisco (*) indica
diferenca significativa entre o controle e os testes (P < 0,05). Em (b) ndo ha diferenca
significativa entre o controle e os testes (P < 0,05).
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FIGURA VIII. Producéode clorofila-a por M. panniformis apds 96 horas de exposi¢ado a
concentracdes crescentes de ciprofloxacino (a) e de clorexidina (b). O asterisco (*) indica
diferenca significativa entre o controle e os testes (P < 0,05).

Ao fazer-se a correcdo da clorofila total produzida pelo nimero de células de cada
amostra, observou-se que ciprofloxacino promove um efeito inibitério sobre a producdo de
clorofila, estatisticamente significativo, em ambas as linhagens, nas concentragcdes mais altas,
comparado aos seus respectivos controles (figuras VIl.a, VIIl.a), confirmando o observado
por outros pesquisadorespara varios antimicrobianos (Richards et al, 2004; Qian et al, 2012;
Pan et al, 2009; Aristilde, Melis e Sposito, 2009; Liu et al, 2012). Segundo Aristilde, Melis e
Sposito (2009), estruturas moleculares dos antimicrobianos da classe das fluoroquinolonas,

contendo um anel quinolénico e um grupo amino secundario, podem agir como inibidores das
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enzimas-chave no transporte de elétrons no fotossistema Il. Ciprofloxacino, especificamente,
interfere na transferéncia de energia proveniente da excitacdo das moléculas nesse centro de
reacao PS-11 (Deng, Pan e Zhang, 2015).

Ja a clorexidina ndo mostrou diferencas significativas na producéo de clorofila para a
linhagem de M. aeruginosa (figura VI1.b). Para M. panniformis, houve inibi¢cdo na producéo
somente nas concentragdes acima de 0,164 mg/L (figura VI1II.b). Os resultados correlacionam
com os observados para as curvas de inibicdo de crescimento (figuras V e VI).

Em estudo no Brasil, Martins e colaboradores (2008), analisando a presenca de
ciprofloxacino em efluente de hospital universitario de Santa Maria no Rio Grande do Sul,
encontraram concentraces de ciprofloxacino da ordem de 0,054 mg/L. Concentracdes
elevadas foram também relatadas em efluentes hospitalares na Alemanha (Kummerer e
Henninger, 2003), na Suica (Hartmann et al, 1997), na india (Diwan, Lundborg e Tamhankar,
2013), na Franga (Mullot et al, 2010), e nos Estados Unidos (Brown, 2004). Tais
concentracdes sdo superiores as ECsp determinadas nesse estudo. Esses relatos sdo
preocupantes diante dos achados de sensibilidade de linhagens M. aeruginosa e M.
panmiformis comuns em nosso meio, 0 que pode representar um risco para 0 ecossistema

aquatico em corpos d’agua brasileiros.

3.5. Conclusao

Esse estudo permitiu determinar a ECso de ciprofloxacino e da clorexidina para as
linhagens de M. aeruginosa e de M. panniformis. Demonstrou-se a suscetibilidade dessas
cianobactérias a substancias ativas intensivamente utilizadas na terapéutica humana e animale
na rotina industrial, hospitalar e comunitaria, as quais podem afetar o crescimento e a
producdo de clorofila por esses microrganismos. A presenca desses residuos no ambiente,
mesmo em concentracBes baixas, pode interferir no equilibrio da microbiota aquética,
afetando populacdes de produtores primarios. Considerando-se a precariedade do tratamento
de esgotos no Brasil e a falta de estudos locais sobre a presenca dessas substancias em
efluentes, pode-se supor que corpos receptores de efluentes hospitalares, industriais e
domeésticos podem conter residuos tanto de ciprofloxacino quanto de clorexidina indicando a

possibilidade de efeitos deletérios sobre a biota aquética.
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Frente a escassez hidrica e a importancia desse recurso natural é fundamental conhecer
efeitos toxicos de possiveis poluentes para a biota aquatica. Os produtos farmacéuticos, por
serem potencialmente toxicos, devem ser cuidadosamente monitorados. As dificuldades
operacionais dos processos analiticos podem constituir uma limitacdo desse monitoramento.
Entre as contribui¢es desse estudo esta a identificacdo de espécies muito sensiveis ao
ciprofloxacino, podendo por método simples e de baixo custo contribuir para a detec¢do da

presenca de desse antimicrobiano no meio aquatico.
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4. ARTIGO II: Efeitos toxicos de Ciprofloxacino e Clorexidina em linhagens de
cianobactérias produtoras de toxinas

4.1. Resumo

Cianobactérias sdo microrganismos fotossintéticos amplamente distribuidos nos ambientes
aquaticos e terrestres, e muito suscetiveis ao estresse local, sendo consideradas bioindicadoras
de poluicdo ambiental. Elas sdo produtoras de metabdlitos secundarios e dentre eles, toxinas,
que afetam a biota aquética e os homens via ingestdo direta da dgua. Muitos trabalhos tém
avaliado a presenca de biocidas e antimicrobianos residuais, que atingem os corpos d’agua
pelos efluentes industriais, hospitalares e domésticos, podendo entrar em contato com
microrganismos e afetd-los diretamente, incluindo as cianobactérias produtoras de toxinas. O
objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos do antimicrobiano ciprofloxacino, e do biocida
clorexidina em linhagens de Microcystis, alterando a producdo da toxina microcistina em
meio de cultura e condi¢bes controladas em laboratorio. Trés das quatro linhagens de
Microcystis apresentaram um aumento na producéo de toxinas sob efeito de ciprofloxacino, e
duas das quatro linhagens apresentaram um aumento na producdo de toxinas sob efeito de
clorexidina. A liberacdo da toxina também se mostrou variavel. A presenca desses residuos no
ambiente podem afetar diretamente a microbiota, causando desequilibrios. Sdo necessarios
mais estudos sobre o efeito dessas substancias cada vez mais presentes nos corpos d’agua, ¢

nas consequéncias que esses impactos tém trazido para o ecossistema.

Unitermos: Cianobactérias, Microcystis, cianotoxina, microcistina, Ciprofloxacino,

Clorexidina.
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4.2. Introducao

A eutrofizagdo dos corpos d’agua, por residuos domésticos, industriais e agricolas,
assim como as mudangas climaticas globais, desempenham papéis importantes na proliferacdo
de cianobactérias (Figueiredo et al, 2004; Perga et al, 2013). Essa proliferacdo exacerbada,
mais conhecida como floracdo, traz consequéncias importantes para 0s ecossistemas
aquaticos, sendo considerada uma ameaca crescente para os corpos de agua doce em todo o

mundo (Perga et al, 2013, Rastogi, Madamwar, Incharoensakdi, 2015).

Cianobactérias podem produzir uma variedade de metabdlitos secundérios,
quimicamente diversos, com amplo espectro de aplicacGes, farmacéuticas e comerciais, tais
como anti-inflamatdrias, antibacterianas, insecticidas e herbicidas (Engene et al, 2013).
Contudo, algumas espécies sdo produtoras de potentes toxinas, denominadas cianotoxinas
(Moreira et al, 2014).

As cianotoxinas constituem um grupo de biomoléculas funcionalmente diverso como:
peptideos, alcaloides e lipopolissacarideos. De acordo com suas células alvo em animais séo
classificadas como hepatotoxinas (microcistinas, nodularinas), citotoxinas
(cilindroespermopsinas), neurotoxinas (anatoxinas, saxitoxinas, [-metilamino-L-alanina
(BMAA), e dermatotoxinas (lingbiatoxinas e aplisiatoxinas) (Moreira et al, 2014). As
microcistinas sdo as toxinas mais comumente encontradas em floragcdes produzidas por
cianobactérias do género Microcystis. Acredita-se que cerca de 40 a 75% das linhagens de
Microcystis produzam microcistinas (Corbel, Mougin e Bouaicha, 2014). Esse género &,

comumente, dominante nos ecossistemas eutrofizados (Pantelic et al, 2013).

Atualmente, sdo conhecidas mais de 90 variantes de microcistinas, que diferem em
relagdo aos radicais de aminoacidos na molécula nas posicoes X e Z (figura 1), mas preservam
os efeitos toxicos. As microcistinas mais comuns sdo a MC-LR, MC-RR, MC-LA, MC-YR,
no qual LR corresponde aos residuos de aminoéacidos leucina e arginina, e RR a dois residuos
de arginina (Cassini, Antunes e Keller, 2013). A microcistina LR (MC-LR) é considerada a de

maior hepatotdxicidade (Rastogi, Madamwar, Incharoensakdi, 2015).
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o COOH

Figura I. Estrutura quimica da hepatotoxina Microcistina (MC). X e Z representam a
posicao dos aminoacidos variaveis
Fonte: Merel et al, 2013

As microcistinas hepatotoxicas sdo potentes inibidoras das fosfatases 1 (PP1), 2A
(PP2A) e 3 (PP3), importantes enzimas reguladoras em vias metabolicas e respostas celulares
em eucariotos. Essas toxinas apresentam capacidade de induzir o estresse oxidativo nas
células, de desorganizar o citoesqueleto, induzir a apoptose celular e causar danos ao DNA, o
que pode estimular a proliferacdo de células cancerosas, sendo postulada a associacdo entre
cancer hepatico e consumo de aguas contaminadas por cianotoxinas (Roegner e Puschner,
2014; Valério et al, 2014; Shi et al, 2015; Liu et al, 2016).

As microcistinas sdo persistentes em agua, podendo ser encontradas por meses ou
mesmo anos apods sua liberacdo (Pantelic et al, 2013; Rastogi, Sinha, Incharoensakdi, 2014).
A lise celular com a liberacdo macica das cianotoxinas para 0 meio, normalmente, ocorre por
exposicao a substancias quimicas, principalmente algicidas, ou ao final de uma floracéo, onde
as células estdo em extremo estresse (Corbel, Mougin e Bouaicha, 2014; Fan et al, 2014;
Wood, 2016). Os estimulos a producdo dessas toxinas ndo sdo plenamente conhecidos, de
modo que existe grande preocupacdo com a presenca de substancias no meio aquatico que

possam estimular a expressao ou a liberagdo das cianotoxinas.

Corpos d’agua eutrofizados podem conter milhares de substancias oriundas das
atividades humanas e atualmente tem se tornado cada vez mais comum a presenca de residuos
de farmacos. H& mais de 30 anos residuos de antimicrobianos tém sido detectados em corpos
d’agua e, a medida que surgem tecnologias analiticas mais sofisticadas, os estudos apontam
maior diversidade e quantidade desses farmacos e seus metabdlitos no ambiente (Segura et al,
2009).



59

A contaminagdo dos corpos d’adgua por produtos farmacéuticos ¢é decorrente,
principalmente, do lancamento de efluentes domésticos e hospitalares sem o adequado
tratamento. No Brasil, a avicultura e a pecuaria também contribuem nesse processo que pode
ocorrer indiretamente pela lixiviagdo de solos e aterros (Fatta-Kassinos, Meric e Nikolaou,
2011).

Alguns pesquisadores tém relatado que dentre 0s organismos aquéaticos, as
cianobactérias sdo as mais sensiveis aos residuos de antimicrobianos (Holten-Litzheft,
Halling-Sgrensen, Jargensen, 1999; Halling-Sgrensen et al, 2000). Devido a sua similaridade
com bactérias gram-negativas, cianobactérias tornam-se alvo da acdo dos bactericidas
(Halling-Sorensen et al, 2000; Eguchi et al, 2004; Robinson, Belden, Lydy, 2005; Ando et al,
2007; Yang et al, 2009; Liu et al, 2012, 2012, 2014, 2015; Zhang et al, 2011; Gonzalez-Pleiter
et al, 2013; Zhou et al, 2013; Li, Geng e Yang, 2015, Liu et al, 2016). Por constituirem a base
da cadeia trofica, os efeitos dos antimicrobianos sobre as cianobactérias podem levar ao
desequilibrio de todo o ecossistema aquatico. Além dos danos diretos a comunidade aquatica,
Lin e colaboradores (2011) destacam o papel importante das cianobactérias na difusdo de

genes de resisténcia bacteriana.

A exposicdo de cianobactérias a produtos antimicrobianos pode estar associada a
selecdo de linhagens resistentes e as trocas génicas entre microrganismos aquaticos podem
favorecer o surgimento de patdgenos resistentes, trazendo preocupacdo com o impacto disso

na terapia de doengas infecciosas (Segura et al, 2009).

Outra preocupacdo com a exposicdo de cianobactérias a antimicrobianos € decorrente

do risco de lise celular desses microrganismos com a liberagéo de cianotoxinas para 0 meio.

Dentre as muitas classes de farmacos identificadas no meio aquatico destacam-se as
fluoroguinolonas, que sdo os antimicrobianos mais frequentemente encontrados e em maior
guantidade nas diversas matrizes ambientais (Rodrigues-Silva et al, 2014; Zhang, 2014).
Biocidas compartilham a mesma propriedade bactericida e sdo extensivamente utilizados no
ambiente hospitalar, suscitando estudos sobre a citotoxicidade desses produtos farmacéuticos

sobre a integridade das cianobacterias e a producao e liberacao de cianotoxinas.

Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito do antimicrobiano ciprofloxacino e do
biocida clorexidina, sobre a producdo e liberagdo de microcistinas (MC) por quatro linhagens
de cianobactérias do género Microcystis (BA001, BA004, MIRF, NPJB).
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4.3. Materiais e métodos

Linhagens de cianobactérias Quatro linhagens foram usadas nesse estudo. As linhagens
BAO004 (Microcystis aeruginosa) e BAOO1 (Microcystis sp.) foram isoladas no Parque
Estadual do Rio Doce (PERD) — Minas Gerais (42°, 35°, 595°7; 19°, 46°, 419°’) ¢ sdo mantidas
no Laboratério de Limnologia, Ecotoxicologia e Ecologia Aquatica (LIMNEA) do
Departamento de Biologia Geral / Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. As linhagens de Microcystis aeruginosa MIRF e NPJB foram isoladas
respectivamente do Reservatdrio do Funil — Resende / RJ e na Lagoa das Gargas do Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga — Séo Paulo/SP, e mantidas no Laboratdrio de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias (LETC) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Todas as linhagens foram mantidas no meio de
cultura ASM-1 (Gorham et al, 1964).

Substéncias teste A formulacdo comercial de Cloridrato de Ciprofloxacino foi adquirida do
laboratério Eurofarma®, 2mg/mL, 200 mL. O Digluconato de clorexidina foi adquirido do
laboratdrio Sigma®, 20% em H,0, 100 mL.

Monitoramento do crescimento das culturas O monitoramento do crescimento das culturas
foi realizado por contagem celular, leitura da densidade dptica e avaliacdo quantitativa de

clorofila-a.

A contagem celular foi feita em camara de contagem de Fuchs-Rosenthal, com coloracdo com
azul de tripan (500uL de solugdo azul de tripan 2% para um mL de cultura). Apos

sedimentacdo das células (10 minutos) fez-se a contagem em microscépio éptico.

A densidade 6ptica foi determinada em aliquotas de 3,0 mL de cultura, por espectrometria no

visivel (espectrofotdmetro Aquamate® Plus UV-VIS) em comprimento de onda de 700nm.

A clorofila foi extraida por filtracdo a vacuo de aliquota da cultura (10 mL) em filtros de fibra
de vidro (Macherel-Nagel® GF-1). Adicionou-se 5 mL de acetona (90%) aos filtros que
foram macerados e centrifugados a 320.000 g, 20 minutos a 4 °C (Centrifuga Sigma® 4K15).
As concentragOes de clorofila-a foram determinadas a partir das leituras dos sobrenadantes
nas absorbancias 647 nm, 664 nm, 630 nm e 750 nm, e calculadas de acordo com a equacéo

tricromatica de Jeffrey & Humphrey (1975).
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Quantificagdo de MC Para a quantificagdo de microcistinas foi utilizado o kit Beacon®
(Inc., Portland, ME, USA) de Analise de Microcistinas Totais em placa de imunoafinidade —
Kit ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), em leitor de microplacas (Multiscan
FC — Thermo Scientific). Esse kit possui limite de quantificacdo (LQ) de 0,1 pg/L, e limite de
deteccdo (LD) de 0,083 pg/L, controle negativo (0 pg/L de microcistina LR), padrdo de
microcistina-LR de 0,1 pg/L, 0,3 pg/L, 0,8 pg/L e 2,0 pg/L, e controle interno de microcistina
de 1,0 pg/L. Metanol e Acido Trifluoracético foram de grau de pureza PA. Os cartuchos de
extracdo em fase solida para purificacdo das microcistinas foram o Strata-X® 33 pm
Polymeric Reversed Phase, 200mg/6mL, Tubes, 30/Pk.

Experimento de exposi¢do as substancias-teste As linhagens BA001 e BA004 foram pré-
cultivadas em 600 mL e as MIRF-1 e NPJB-1 em 150 mL de meio de cultura ASM-1.
Adicionou-se o indculo de cultura, em fase logaritmica de crescimento, a cada frasco, em
duplicata. Todos os frascos foram mantidos a temperatura de 25,0 + 2,0 °C, fotoperiodo

12h/12h, iluminacdo por luz fluorescente branca/fria de intensidade 3500 Ix e agitacéo.

Ao final do quarto dia deu-se inicio ao experimento com as substancias teste. Foi separada
uma aliquota de cada linhagem para a extracdo e quantificacdo de MC inicial, em condi¢des
basais (500 mL das linhagens BA001 e BA004, e 100 mL de MIRF e NPJB). Apo6s
homogeneizacdo das culturas, todo o seu volume foi centrifugado, a 320.000 g/20 minutos a
15 °C e os pellets ressuspendidos em novo meio ASM-1. Apos reconstituicdo das culturas foi
retirada uma aliquota para leitura da densidade Gptica, clorofila e contagem celular. Foram
adicionados as culturas teste uma solucdo de ciprofloxacino, recém-preparada, perfazendo ao
final uma concentracdo de 0,015 mg/L. O mesmo procedimento foi utilizado para a série
contendo clorexidina, com concentracao final na cultura de 0,075 mg/L. As culturas teste e 0s

controles foram mantidos nas mesmas condicdes do pré-cultivo, em duplicatas.

Apbs 96 horas, foi retirada uma aliquota do controle, e dos testes (Ciprofloxacino e
Clorexidina) para leitura da densidade éptica (3 mL), clorofila (10 mL) e contagem celular (3
mL). Do restante das culturas foram separados 500 mL das linhagens BA0O1 e BA004 e 100

mL de MIRF-1 e NPJB-1, para determinagdo da concentracdo de microcistinas.

Extracé@o de microcistina intracelular O processo de extracdo de microcistinas foi realizado
de acordo com a Metodologia para quatificagdo de cianotoxinas (Azevedo e Magalhaes,
2006). As culturas foram centrifugadas (320.000 g/20 minutos a 15 °C) e os pellets filtrados

em filtros de fibra de vidro. Esses filtros foram previamente lavados com agua ultrapura,
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secos em estufa (100°C) e pesados. Apos a filtracdo, os filtros foram novamente secos a 45°C
por 1 hora e, ap06s resfriamento, foram pesados. Calculou-se 0 peso seco das amostras pela

diferenca entre o peso final e o peso inicial do filtro.

Os filtros foram cortados manualmente e transferidos para um béquer, com 20 mL de metanol
75%, e deixados sob agitacdo por 1 hora. Esse extrato foi levado para rompimento das células
e liberacdo do contetdo intracelular, usando-se sonicador (Q55 QSonica®) por 20 min a 60
Hz de frequéncia. Posteriormente esse volume foi centrifugado, para separacdo dos residuos
dos filtros e sobrenadante.

Ao pellet foi adicionado mais 20 mL de metanol 75% para nova extragdo (agitagdo por 1h,
sonicacdo por 10 min/60Hz), sendo esse processo repetido mais uma vez, em um total de 3

extracGes com metanol 75%.

Os extratos foram reunidos e evaporados em evaporador rotatério a 45°C (MA120/TH
Marconi®). O residuo foi ressuspendido em 1,5 mL de &gua e submetido a purificacdo no
cartucho Strata-X®.(33 um Polymeric Reversed Phase, 200mg/6émL, Tubes, 30/Pk). O
cartucho foi ativado com 10 mL de metanol, seguido de 10 mL de agua. Apos filtracao de 1,5
mL de extrato, foram utilizados 10 mL de metanol 10%, 10 mL de metanol 20% e 10 mL de
metanol 30% para lavagem do cartucho. Finalmente o cartucho foi eluido com 3 mL de
solucdo de acido trifluoroacético (TFA) 0,1% em metanol, coletando-se o eluato em um

béquer, seguido da evaporacdo do solvente.

A amostra purificada foi ressuspendida em 1,5 mL de agua, e feita a analise das microcistinas

pelo método de ELISA, de acordo com as instrugcdes do fabricante.

Extracdo de microcistina extracelular Apoés centrifugacdo das culturas, todo o volume de
sobrenadante foi extraido diretamente em cartucho Strata-X®. O volume extracelular teve que
ser previamente filtrado a vacuo, com posterior adi¢do de solugdo TFA 10% (10 mL por litro),

seguido de nova filtragao.

A essas amostras filtradas, adicionou-se metanol 100% (10mL/1L) e, apés ativacdo de

cartucho, seguiu-se 0 mesmo procedimento de extracao.

Andlise de MC por ELISA Apos extracdo e purificacdo, as amostras foram analisadas por
método de ELISA utilizando-se o kit Beacon®. Nos pogos da placa revestida com anticorpos,

foi pipetado 50 pL de conjugado “microcistina-enzima”, posteriormente foram adicionados
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50 pL de amostra seguidos por 50 pL de solugdo de anti-corpo. Ap6s 30 minutos de repouso,
0s pocos foram lavados com solucdo de lavagem e adicionaram-se 100 uL de substrato,
deixando em repouso por 30 minutos. Apds essa pausa foram adicionados 100 pL de solugédo
de HCI 1N para interromper a reacao. A placa foi levada ao leitor de microplacas Multiscan®

FC e feita a leitura a 450 nm .

Analise estatistica Para determinar diferenca significativa na producéo de MC entre controle
e tratamentos, foi realizado o teste ANOVA unifatorial e teste de Tukey, para p<0,05.

4.4. Resultados e discussado

Os produtos farmacéuticos selecionados para o estudo, ciprofloxacino e clorexidina,
apresentam propriedades diferentes quanto ao uso clinico e aos mecanismos de agdo. Buscou-
se assim verificar se alteragdes na producdo de toxinas apresentavam perfil relacionado ao

modo de acdo do produto antimicrobiano.

Do mesmo modo, procurou-se trabalhar com linhagens com diferencas na expresséo
da microcistina de forma a avaliar se nos dois grupos havia variacdo dos comportamentos

frente as substancias teste.

As linhagens de cianobactérias, isoladas do PERD, utilizadas nesse estudo foram
previamente avaliadas por sequenciamento genético e foi identificado o grupo de genes que
codifica a expressdo de microcistina. Foi realizado também o ensaio de ELISA, que mostrou
fraca producdo de MC. As linhagens MIRF e NPJB, cedidas pelo Laboratério de
Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho —

UFRJ, foram caracterizadas como grandes produtoras de MC em condicGes naturais.

Para a realizagdo dos testes decidiu-se trabalhar com uma Unica concentragéo, uma vez
que essa seria mais préxima da condicdo de exposicdo no ambiente. As concentracBes foram
estabelecidas a partir de dados da literatura e de estudos prévios indicando que para diferentes
linhagens de M. aeruginosa a ECsy média era de 0.015 mg/L de ciprofloxacina e maior que
0.1 mg/L para a clorexidina (Robinson et al, 2005; Halling-Sorensen et al, 2000; Lawrence et
al, 2008). Assim, as concentragdes testadas foram 0.075 mg/L para a clorexidina e 0.015mg/L
para a ciprofloxacina. As culturas das quatro linhagens das cianobactérias do género
Microcystis (BA001, BA004, MIRF, NPJB) foram adicionados de solugéo de ciprofloxacino e

clorexidina separadamente, obtendo-se as concentracgdes teste no meio de cultura.
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Nessas condicOes avaliou-se o efeito da clorexidina e da ciprofloxacino sobre o
crescimento das linhagens de Microcystis. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem de inibigcdo de crescimento das linhagens de Microcystis expostas
ao Ciprofloxacino ou a Clorexidina, apés 96 horas de contato.

BA004 BA001 MIRF NPJB
Ciprofloxacino (0,015 mg/L) 28,2% 64,1% 19,0% 22,5%
Clorexidina (0,075 mg/L) 29,3% 26,5% 3,5% 7,5%

Destaca-se que, ao definir-se a concentracdo das substancias teste, visava-se trabalhar
no limite de tolerancia das espécies, promovendo um estresse maximo para verificar se nessa
condicdo observavam-se efeitos sobre a producdo de toxinas pelas diferentes linhagens.
Contudo, as diferencas no comportamento das linhagens levou a grande variacdo das taxas de

inibicdo de crescimento.

Pode-se observar na tabela 1 que, frente @ mesma concentracao das substancias teste,
as linhagens apresentaram diferentes respostas em termos de crescimento. As linhagens
BA0O1 e BAOO4 se mostraram mais sensiveis, com inibicdo de crescimento maior que as
outras duas linhagens, sendo que para a BA0O1 a inibicdo de crescimento pelo ciprofloxacino
foi maior que 60%. Essa sensibilidade foi observada frente a clorexidina, em menor escala,
mesmo sendo 0s mecanismos de agdo destas totalmente diferentes. Embora sejam linhagens
de mesmo género e trés da mesma espécie, compartilhando as mesmas caracteristicas
fisiomorfoldgicas, essas linhagens se diferenciaram consideravelmente com relacdo a

resisténcia as substancias com atividade antimicrobiana.

Uma possivel explicacdo para essa diferenca de sensibilidade aos xenobidticos pode se
dever a origem das linhagens. Enquanto a BA0O1 e BA004 foram isoladas de um parque de
conservacao com baixo impacto de poluentes, MIRF e NPJB foram isoladas de areas mais
eutrofizadas, estando naturalmente sujeitas a pressdo seletiva quando expostas a um agente
toxico que afete seu metabolismo (Kummerer, 2009). Locais fortemente impactados tendem a

selecionar linhagens celulares com resisténcia cruzada a maltiplos poluentes (Moraes, 2005).

Como cianobactérias tem grande similaridade morfoldgica, bioquimica e génica com
bactérias gram-negativas, bactérias resistentes a agentes antimicrobianos podem, por meio de
troca de material genético, adquirir maior resisténcia a eles. Além disso, a clorexidina

assemelha-se a outros agentes de uso habitual como os sais de aménio quaternario (Bonez et
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al, 2013; Cassir, 2015), frequentes no meio aquatico impactados, o que pode afetar o processo

de selecdo de cepas resistentes a esse biocida.

Além da inibicdo de crescimento, outras agdes sobre o metabolismo de como a
producdo de pigmentos podem sinalizar toxicidade para as espécies. A clorofila-a tem sido
usada ha décadas para explicar a organizacdo e funcionamento, assim como a adaptacdo do
sistema fotossintético das células autotréficas (Porcar-Castell et al, 2014). Os métodos de
andlise de clorofila-a sdo simples e indicativos de interferéncia no processo fotossintético,
trazendo importantes informagdes sobre os efeitos dos xenobilticos a esses organismos
(Magalhées et al, 2013).

Como as taxas de inibicdo de crescimento das linhagens, variaram de 3,5 a 64,5% 0s
dados de producdo de clorofila foram convertidos em producdo por unidade funcional, ou
seja, concentracdo de clorofila/célula, como uma forma mais confidvel de se analisar o efeito
das substancias-teste sobre as culturas. Analisando-se esses dados apds 96 horas de cultivo,
observamos que ndo ha um comportamento sistematico entre as linhagens. A BA0O1 (figura
I1.b) e MIRF (figura Il.c), sob acdo de 0,015 mg/L de ciprofloxacino, apresentaram aumento
superior a 30% de producdo de clorofila, comparadas com seus respectivos controles. As
outras linhagens (BA004 e NPJB) ndo mostraram diferencas significativas na producdo de

clorofila-a, em relacéo aos controles (figura Il.a e d).
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Figura Il. Producédo de clorofila-a por célula (ug/célula) pelas linhagens de Microcystis:
a. BA004; b. BA001; c. MIRF; d. NPJB; sob efeito de 0,015 mg/L de ciprofloxacino e
0,075 mg/L de clorexidina, apds 96 horas de exposi¢ao. O asterisco (*) indica diferenca
significativa na producdo de clorofila dos testes contra seus respectivos controles,
aceitando um nivel de significancia de 0,05 (P < 0,05).

Aparentemente, para algumas linhagens ocorre estimulo da producéo de clorofila com
a exposicéo tanto aos produtos antimicrobianos, quanto biocidas, independente do mecanismo
de acdo destes. Dados semelhantes foram relatados por Wan, Guo e Zhang (2014) e Deng,
Pan e Zhang (2015), que testaram diferentes concentragdes de antimicrobianos da classe das
quinolonas em espécies do género Microcystis. Os autores concluiram que baixas
concentragfes de antimicrobianos (0,1 mg/L) podem intensificar o processo fotossintético,
porém altas concentracdes inibem a sintese de clorofila e de carotenoides. Contudo, ndo ha
consenso entre pesquisadores, uma vez que em outros estudos foi observada a inibicdo de
crescimento frente a qualquer dose de exposi¢do a substancias com atividade antimicrobiana
(Richards et al, 2004; Qian et al, 2012; Pan et al, 2009; Liu et al, 2011).

Deng, Pan e Zhang (2015) relatam que o anel quinol6nico e 0 grupo amino secundario
das fluoroquinolonas podem agir como inibidores de um sistema chave de transporte de
elétrons na fotossintese - PS-11 (photosystem 1) (Aristilde, Melis e Sposito, 2009; Deng, Pan e
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Zhang, 2015). Ciprofloxacino, especificamente, interfere na transferéncia de energia
proveniente da excitagdo das moléculas no centro de reacdo do fotossistema-11. Porém,
sugere-se que essa interferéncia s6 ocorra frente a altas concentracbes do antimicrobiano
(concentracbes proximas de 10 mg/L) e que o estimulo a sintese de clorofila causado por
ciprofloxacino seja apenas uma reacdo de dissipacdo de excesso de energia, para evitar
maiores danos a célula (Deng, Pan e Zhang, 2015). Ndo ha dados disponiveis para a

clorexidina.

As MC sdo peptideos sintetizados por via ndo-ribossomal, e s&o encontradas por todo
o interior da célula, porém alguns autores sugerem que elas podem estar localizadas em maior
guantidade nos nucleoplasmas e corpos de pirofosfato, e a maior parte delas nos tilacoides

(Young et al, 2005) onde € sintetizada a clorofila.

Campos e Vasconcelos (2010) e Liu e colaboradores (2016) sugerem a participagao
das MC no processo de captacdo e resposta a luz pelas clorofilas durante a fotossintese, com
interacdo direta entre a enzima sintetizadora de microcistina, a sintetase da microcistina
(mcyb), e enzimas do sistema PSII, PSI e pigmentos fotossintéticos, responsaveis pela
fotossintese (Campos e Vasconcelos, 2010; Liu et al, 2016). Essa associacdo direta entre
sintese de clorofila e producdo de microcistinas ndo foi sistematicamente observada nesse

trabalho (ver dados abaixo), com comportamento varidvel entre as linhagens.

Efeito do antimicrobiano e do biocida na producéo de MC A concentracdo de microcistinas
foi avaliada por analise imunoenzimatica e, embora esse método seja muito sensivel para a
deteccdo de MC, ele tem como limitacdo a ndo diferenciacdo entre suas variantes, detectando

apenas equivalentes de microcistina total.

Foram preparados os extratos intra e extracelulares das culturas, os quais foram
purificados e submetidos ao teste de ELISA. As concentragdes de MC foram corrigidas pelo
namero de células, ja que esse nimero variou entre as linhagens, permitindo as comparacoes.

Os resultados sao apresentados na Tabela 3 e Figura I11.
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Tabela 2. Conteddo de microcistinas total, intracelular e extracelular, expostas ao
ciprofloxacino (0,015 mg/L) e clorexidina (0,075 mg/L) das linhagens de Microcystis
BA004, BA001, MIRF e NPJB, apos 96 horas.

BAO004
Controle Ciprofloxacino Clorexidina
MC Total (107 ppb) (n=2) 1,420 + 0,069 2,943 + 0,147 1,073 + 0,019
MC Extracelular (107 ppb) (n=2) 0,904 + 0,088 2,065 + 0,129 0,549 + 0,043
MC Intracelular (107 ppb) (n=2) 0,516 + 0,019 0,878 + 0,017 0,524 + 0,024
BAO001
Controle Ciprofloxacino Clorexidina
MC Total (107 ppb) (n=2) 3,527 + 0,109 3,730 + 0,170 2,293 + 0,215
MC Extracelular (107 ppb) (n=2) 1,547 + 0,098 1,114 + 0,194 1,416 + 0,060
MC Intracelular (107 pph) (n=2) 1,981 £ 0,010 2,616 + 0,023 0,877 + 0,155
MIRF
Controle Ciprofloxacino Clorexidina
MC Total (10 pph) (n=2) 3,014 + 0,072 4,264 + 0,198 3,892 + 0,015
MC Extracelular (10°° ppb) (n=2) 0,263 + 0,004 0,231 + 0,019 0,897 + 0,006
MC Intracelular (10 pph) (n=2) 2,751 + 0,068 4,033 + 0,179 2,994 + 0,021
NPJB
Controle Ciprofloxacino Clorexidina
MC Total (10 pph) (n=2) 1,061 + 0,042 1,341 + 0,044 1,366 + 0,017
MC Extracelular (10°° ppb) (n=2) 0,009 + 0,0006 0,012 + 0,002 0,010 + 0,001
MC Intracelular (10° pph) (n=2) 1,052 + 0,042 1,329 + 0,042 1,355 + 0,018
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Figura Ill. Producdo de microcistina total, intracelular e extracelular por célula
(ppb/célula) pelas linhagens de Microcystis: a. BA004; b. BA00L; ¢c. MIRF; d. NPJB;
controle, teste com ciprofloxacino (0,015 mg/L) e teste com clorexidina (0,075 mg/L),
ap6s 96 horas de exposicdo. Método de ELISA. O asterisco (*) indica diferenca
significativa entre controles e testes (P < 0,05).

Considerando a MC total (intracelular e extracelular), observamos no geral, aumento
na concentracdo dessa toxina, nas culturas expostas as substancias teste. As linhagens MIRF,
NPJB e BA004 mostraram aumento na concentracdo de MC total frente a ciprofloxacino e a
clorexidina, comparadas aos seus controles. J& sob efeito de clorexidina, houve aumento na

concentragdo total de MC para as linhagens MIRF e NPJB (figura Il1; tabela 3).

Ainda na tabela 3, observam-se diferencas nas concentracdes intracelulares e
extracelulares de microcistinas, entre testes e controles. Verifica-se que as linhagens BA0O1,
MIRF e NPJB apresentaram aumento na producdo de microcistina intracelular quando
expostas ao ciprofloxacino. Com relacdo a clorexidina, apenas a linhagem NPJB mostrou
maior concentracdo intracelular da toxina, comparada ao seu controle.
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Destaca-se que as linhagens MIRF e NPJB mostraram-se menos sensiveis as
substancias teste, com menor inibicdo de crescimento, portanto sujeitas a um menor nivel de

estresse.

Os resultados apontaram diferengas significativas no comportamento entre as
linhagens. As linhagens MIRF e NPJB apresentaram, considerando as diluigdes, concentracéo
cerca de 10.000 vezes maiores de MC, comparado as linhagens selvagens. Nas condic¢des do
teste as culturas sdo submetidas a condicGes de estresse e, as interacfes proteina-proteina
induzidas pelas microcistinas tém sido relacionadas a capacidade das MC de responderem ao
estresse ambiental. Liu e colaboradores (2016) e Babica e colaboradores (2006) descrevem
uma interagdo entre as enzimas sintetizadoras das microcistinas (mcy) com ‘“‘enzimas
universais de stress”, mediadas por proteinas relacionadas com a fotossintese, como uma
forma de defesa (Babica et al, 2006; Liu et al, 2016), evidenciando o papel da producdo de

microcistinas como resposta ao estresse causado por substancias presentes no meio externo.

Previamente a este estudo, foi realizado analise molecular das linhagens BA004 e
BAO001, identificando-se o grupo de genes responsavel pela codificagdo da enzima mcy
(Genuério et al, 2010; Gehringer e Wannicke, 2014). Porém, apesar da presenca desses genes,
observamos que eles pouco se expressam, mesmo em condices de estresse frente aos
produtos antimicrobianos testados. Essas linhagens, coletadas em um ambiente ndo poluido,
podem néo ter se aclimatado as condi¢cdes ambientais adversas que poderiam, supostamente,

estimular a expressao de mecanismos de protecao.

As MC sdo sintetizadas e armazenadas dentro das células, mas sua liberagcdo para o
meio externo é majoritariamente causada por danos a membrana por agentes externos ou por
morte celular (Liu et al, 2016). A lise também, em menor proporcdo, pode ocorrer via
proteinas de efluxo pela membrana externa. Como o mecanismo de efluxo é limitado pelas
proteinas transportadoras, portanto sujeito a saturagdo, a maior presenca de MC extracelulares
nas linhagens coletadas de ambiente ndo poluido expostas a clorexidina, é compativel com o

mecanismo de ruptura celular, préprio desse biocida.

Na&o se pode afirmar que o fato de duas das linhagens serem expressivas produtoras de
toxinas seja determinante de seu comportamento frente aos antimicrobianos, porém essa €
uma das hipdteses, ou seja, elas responderiam de forma mais efetiva ao estimulo. Porém as
diferencas no estresse desencadeado pela concentracdo da substancia teste no meio e a taxa de

inibicdo de crescimento da linhagem, limitam essa conclus&o. Isso ja foi sugerido por outros
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trabalhos, os quais consideraram que cepas produtoras de toxina sdo capazes de resistir a
condigdes de estresse e de aumentar a producdo de toxina sob essas condicGes (Zilliges et al,
2011; Kurmayer, 2011).

Apesar dos fatores determinantes e dos mecanismos de ativacdo do aumento da
producdo de MC ainda nédo estarem bem elucidados (Gehringer e Wannicke, 2014), admite-se
que no ambiente natural alguns contaminantes quimicos possam agir como agentes

estimuladores da producao alelopatica como forma de sobrevivéncia da espécie em risco.

A alelopatia € uma propriedade descrita para vegetais, porém comum aos organismos
fito plancténicos e bactérias, e se da pelo estimulo a produgdo de metabolitos secundarios
guando submetidos a processos de competicdo por nutrientes ou a herbivoria (Legrand et al,
2003; Brutemark et al, 2015). As substancias teste, com propriedades antimicrobianas, podem
sinalizar para as cianobactérias o risco iminente de dano e estimular a producdo dos

metabolitos toxicos.

4.5. Conclusao

O estudo realizado permitiu verificar que linhagens de um mesmo grupo de
cianobactérias produtoras de toxinas podem apresentar comportamentos distintos no que se
refere a expressédo de cianotoxinas, quando expostas a produtos com atividade antimicrobiana.
Linhagens de Microcystis provenientes de locais pouco impactados demonstraram maior
sensibilidade em termos de inibicdo de crescimento frente aos produtos antimicrobianos

testados.

A presenca de residuos de substancias antimicrobianas no meio aquético, entre o0s
muitos transtornos possiveis, pode exercer pressao seletiva sobre 0s organismos

fitoplanctdnicos selecionando linhagens mais resistentes a esses poluentes.

Observou-se também a maior sintese e armazenamento de microcistinas
intracelularmente quando expostas ao ciprofloxacino. Uma hipGtese € que esse antimicrobiano
possa interagir com as células, estimulando de forma mais efetiva a producéo de metabdlitos

secundarios.

Nesse trabalho verificou-se que o ciprofloxacino e a clorexidina, podem atuar sobre as

linhagens de Microcystis, alterando a dinamica de crescimento da linhagem, a producéo de
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clorofila e de microcistinas. Possivelmente as duas substancias teste avaliadas, por
apresentarem atividade antimicrobiana por diferentes mecanismos, alteraram o perfil de
producdo de toxinas de forma diferenciada, principalmente com relagédo a liberacéo da toxina
para o0 meio extracelular, ndo permitindo a extrapolacdo do comportamento desses organismos

frente a outros antimicrobianos.

Os resultados apontam para a gravidade do langcamento de efluentes contendo residuos
de medicamentos nos corpos d’agua, os quais oferecem risco direto a biota aquatica e indireto
a populacdo humana. Conforme demonstrado, cianobactérias podem sofrer danos as estruturas
celulares que resultam em alterac6es metabolicas podendo se refletir na contaminacéo da agua

e comprometer a saude humana.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Para o delineamento dessa dissertacdo partiu-se da hipdtese de que substancias com
atividade antimicrobiana podem interagir com células de cianobactérias no meio aquético

afetando a producéo e a liberagdo de cianotoxinas.

Selecionaram-se para o estudo duas cianobactérias isoladas do Parque Estadual do Rio
Doce, previamente identificadas como produtoras de microcistina: Microcystis aeruginosa e
Microcystis panniformis. As substancias teste foram o antimicrobiano Cloridrato de

Ciprofloxacina e o biocida Digluconato de Clorexidina.
Os experimentos foram divididos em duas partes, conforme os objetivos especificos:

e Efeitos da clorexidina e do ciprofloxacino sobre o crescimento das linhagens de
cianobactérias (Primeiro artigo apresentado neste manuscrito submetido a revista
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, aguardando avaliacdo e parecer).

e Avaliacdo da expressdo e liberacdo de microcistinas pelas linhagens de Microcystis
expostas ao ciprofloxacino e a clorexidina (Segundo artigo - Aguardando alguns
resultados para submisséo)

A primeira parte (artigo 1) objetivou a determinacgdo da ECsg, necessaria para defini¢do
da concentracdo de trabalho para os experimentos de expressdo e liberacdo de toxinas pelas
cianobactérias expostas as substancias teste. Os testes de inibicdo de crescimento para as
cianobactérias permitiram observar as alteracdes no comportamento desses organismos frente
as substancias teste, como producdo de clorofila, reducéo e recuperacao do crescimento frente
as substancias com atividade antimicrobiana, além das diferencas observadas entre as

linhagens.

Esse primeiro capitulo teve como principal contribuicdo a demonstracdo da
sensibilidade das linhagens estudas as substancias teste. As ECsy obtidas, de modo geral sdo
iguais ou inferiores as concentra¢des inibitdrias minimas para patégenos humanos, no caso do
ciprofloxacino (Andrews, 2001). Verificou-se que estas linhagens, em meio de cultura,
comportam-se de forma similar aos patdgenos no que se refere a resposta aos agentes com
atividade antimicrobiana: farmacos bactericidas como a ciprofloxacina levam a um efeito
pronunciado e persistente de reducdo de crescimento e o biocida clorexidina, de amplo uso
hospitalar, levou a um rapido efeito de reducdo de crescimento, com posterior recuperacao,

mesmo frente as quantidades residuais do xenobidtico na cultura. Embora ndo tenha sido esse
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0 escopo desse trabalho, extrapolando-se para outros ambientes esse resultado pode sugerir
que, entre patdgenos humanos, haja processo semelhante, 0 que representa um risco, pois

sugere rapida selecdo de microrganismos resistentes.

Na segunda parte do estudo, foram necessarios alguns ajustes no delineamento
experimental inicial. As linhagens isoladas do PERD, utilizadas para os experimentos, se
mostraram fracas produtoras de cianotoxinas, embora possuam 0s genes que codificam a
expressdo desse metabdlito secundério. Esse era um fator limitante devido a sensibilidade dos
métodos de detec¢do de microcistinas. Por meio de colaboracdo estabelecida com a Profa.
Sandra Azevedo (LETC/UFRJ) foi fornecida duas novas linhagens de M. aeruginosa (MIRF e

NPJB). altamente produtoras de toxinas, para um melhor controle dos experimentos.

Utilizou para os testes de producdo de toxinas valores de concentracdo proximos as
ECso encontradas para linhagens de Microcystis aeruginosa e Microcystis panniformis, que se
assemelharam a outras descritas na literatura. Considerou-se que essas concentragdes
representavam um valor médio capaz de levar a estresse todas as quatro linhagens. Os testes
para determinacdo da ECsy dessas duas novas linhagens ndo foram realizados em funcéo da
indisponibilidade de tempo, porém os resultados de inibicdo de crescimento de testes
preliminares mostraram que essas linhagens séo consideravelmente mais resistentes que as
linhagens selvagens, e que nessas condicdes, permaneciam como grandes produtoras de

toxinas.

De acordo com a hipotese desse estudo, duas possibilidades se apresentavam: as
substancias teste poderiam agir estimulando a expressao intracelular da microcistina ou levar
a danos celulares que culminassem com o rompimento da célula e liberacdo das toxinas para o
meio extracelular. Deste modo, 0s experimentos centraram-se na exposicdo das quatro
linhagens as concentracbes pré-definidas das substancias-teste, com posterior separacdo dos

extratos intra e extracelulares.

As determinacBes das microcistinas extraidas foram feitas por método
imunoenzimatico. Embora esse método ndo diferencie as variantes da toxina, sendo seu
resultado expresso como microcistinas totais, € um método que oferece uma estimativa da
quantidade de toxinas de forma simples e de répida execucdo, exigindo processamento
minimo de amostra, sendo esse o método normalmente utilizado pelos servigos de

saneamento no cumprimento da legislagdo pertinente para dgua potavel (BRASIL, 2011).
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As andlises imunoenziméticas, apesar de suas vantagens, nao substituem a
identificacdo e a quantificacdo que, em geral, é por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. Por meio de nossa parceria, conseguimos que as analises fossem
feitas pelo Laboratdrio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LETC). As culturas
foram processadas gerando os extratos intra e extracelular, e enviadas para o LETC, para
realizacdo com a colaboracéo do técnico do setor.

Durante os processos de extracédo e transporte ocorreram problemas que resultaram na

perda de parte das amostras, comprometendo esses resultados.

Contudo, os resultados obtidos pelo método imunoenzimatico permitiram observar um
aumento na concentracdo de microcistina em trés das quatro linhagens sob efeito de
ciprofloxacino, e em duas das quatro linhagens sob efeito de clorexidina. Porém esses dados

terdo que ser complementados pelos dados quantitativos.

Destaca-se que apesar das limitacbes a proposta do estudo é inédita, apresentou
resultados parciais promissores e apresenta, apds repeticdo, grande possibilidade de

publicacdo. Considera-se que apesar das limitacGes, a hipotese do estudo foi confirmada.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo avaliou-se a toxicidade do antimicrobiano ciprofloxacino e do biocida
clorexidina para diferentes linhagens de cianobactérias do género Microcystis, e seus efeitos
sobre a producdo de microcistinas. As quatro linhagens se mostraram mais sensiveis ao
antimicrobiano do que ao biocida. As linhagens consideradas “selvagens”, advindas de
ambiente preservado, foram mais sensiveis a inibicdo do crescimento frente aos dois produtos
farmacéuticos que as isoladas de locais impactados. Observamos também a grande diferenca
na producdo de toxinas entre as linhagens. Aquelas originarias de ambientes poluidos
produziram naturalmente e ap0s exposicdo as substancias teste alta concentracdo de
microcistinas. Por meio do método imunoenzimatico verificou-se que em contato direto com
ciprofloxacino, trés das quatro linhagens mostraram um aumento na producao de toxinas. Por
outro lado, frente a clorexidina, duas das quatro linhagens mostraram aumento nas
concentragdes de microcistinas. Esses resultados confirmam a hipGtese de que o0s
microrganismos sao afetados diretamente por residuos de substancias com atividade
antimicrobiana. Esse achado indica que a presenca do ciprofloxacino e da clorexidina em
corpos d’agua pode ndo s6 afetar o ecossistema aquatico, mas também a produgao e liberagdo
de metabolitos secundarios pelas espécies produtoras de toxinas, danosos para a populacao
humana. Destaca-se a contribuicdo desse estudo na demonstracdo do impacto da
contaminacdo ambiental por produtos farmacéuticos, aumentando o risco de que toxinas
liberadas possam contaminar reservatérios de dgua para abastecimento publico, indicando a

necessidade de intervencdes que reduzam a chegada desses poluentes aos corpos hidricos.
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