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RESUMO

Os estudos de plantas candidatas a fornecedoras de compostos algicidas tornam-se de suma
importancia, visto o impacto das cianotoxinas frente a satde das populacdes assim como a
possivel contaminacao de alimentos e do ambiente. Diante disso, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar as respostas fisiologicas de Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing (cepa
BCCUSP232), contra acao algicida dos extratos aquoso e etanolico de Pistia stratiotes L.
Para tanto, uma sele¢do de compostos e enzimas relacionadas ao estresse oxidativo foram
analisadas, além de determinar o contetudo polifendlico presente nos extratos. A exposi¢ao da
M. aeruginosa as diferentes concentragdes dos extratos (100, 250 e 500 mg/L) resultou em
uma reducao significativa na densidade celular da cepa. Essa redugdo pdde ser observada para
as diferentes concentragdes do extrato aquoso a partir do 2° dia de exposi¢do, sendo estes
diferentes estatisticamente quando comparados com o controle. Para o extrato etanolico, perfil
semelhante foi observado, sendo que para a maior concentracdo utilizada (500 mg/L), a
densidade celular foi reduzida a 0 a partir do 4° dia de exposi¢do. Além disso, P. stratiotes
reduziu a concentragdo de proteinas totais, aumentou a produgdo interna de peroxido de
hidrogénio e malondialdeido nas cianobactérias, e no geral a producao da peroxidase, catalase
e glutationa-S-transferase relacionadas com o metabolismo de defesa antioxidante da
cianobactéria. Houve um declinio acentuado nos niveis da superéxido dismutase (SOD),
causando assim a acumulacdo de radicais e peroxidos livres, sugerindo que este seja o fator
mais importante relacionado a acdo algicida dos extratos de P. stratiotes. Nao foi possivel
verificar atividade pro-oxidativa para ambos os extratos no teste de degradagao da albumina
sérica bovina. Para os resultados da determinagdo de fenois e flavonoides totais, verificou-se
para o extrato etandlico concentragao de 93.36 ug para o teste de polifendis totais e 217.33 pg
para o teste de flavonoides. J4 para o extrato aquoso foi verificado 5.19 pg para o teste de
fenois totais e 11.02 ng para o teste de flavonoides. Diante destes resultados foi possivel
concluir que P. stratiotes apresenta potencial para controle de populagdes de cianobactérias,
sugerindo que este acdo pode estar correlacionada com o estresse oxidativo causado a mesma.

Palavras-chaves: Cianobactéria. Alelopatia. Fenois. Flavonoides.
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ABSTRACT

Studies of candidate plants to suppliers of algaecides compounds become very important, as
the impact of cyanotoxins front of the health of populations as well the possible
contamination of food and the environment. Therefore, this study aimed to evaluate the
physiological responses of Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing (BCCUSP232 strain)
against algaecide action of Pistia stratiotes L. extracts. Therefore, a selection of compounds
and enzymes related to oxidative stress were analyzed, in addition to also determine the
content polyphenol present in the extracts. M. aeruginosa exposure to different concentrations
of the extracts (100, 250 and 500 mg L") resulted in a significant reduction in cell density of
the strain. This reduction was observed for the different concentrations of the aqueous extract
from the 2nd day of exposure, which are statistically different when compared with control.
To the ethanolic extract, a similar profile was observed, and for the highest concentration used
(500 mg L), cell density was reduced to 0 from the 4th day of exposure. In addition, P.
stratiotes reduced total protein concentration, increased internal production of hydrogen
peroxide and malondialdehyde in cyanobacteria, and not the production of peroxidase,
catalase and glutathione-S-transferase related to the antioxidant defense metabolism of
cyanobacteria. There was a marked decline in the levels of superoxide dismutase (SOD), thus
causing an accumulation of free radicals and peroxides, suggesting that this most important
factor related to the algicidal action of extracts of P. stratiotes. Could not verify pro-oxidative
activity of both extracts in the bovine serum albumin degradation test. For the results of the
determination of total phenols and flavonoids, it was found for the ethanol extract
concentration of 93.36 ug to total polyphenols test and 217.33 ug for flavonoid test. As for the
aqueous extract was found 5.19 ug for total phenols test and 11.02 ug for flavonoid test. In
view of these results it was concluded that P. stratiotes has the potential to control
populations of cyanobacteria, suggesting that this action can be correlated with oxidative
stress it.

Keywords: Cyanobacteria. Allelopathy. Phenols. Flavonoids.
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INTRODUCAO GERAL

1 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias também chamadas de cianoficeas ou algas azuis sdo micro-
organismos procarioticos, autotrofos fotossintetizantes, fixadores de nitrogénio atmosférico,
apresentando clorofila a e b, porém suas células ndo possuem cloroplastos como nos vegetais
superiores (SANCHES et al., 2012). As cianobactérias podem ser encontradas na forma
unicelular (por exemplo, géneros Synechococcus e Aphanothece), em colonias unicelulares
(por exemplo, géneros Microcystis, Gomphospheria e Merispmopedium) e em filamentos (por
exemplo, genéros Oscillatoria, Planktothrix, Anabaena, Cylindrospermopsis e Nostoc)
(MORENO et al., 2005; FERNANDES et al., 2009).

Ontologicamente, as cianobactérias sdo individuos antigos e os seus fosseis sao
datados do periodo pré-cambriano (CARMICHAEL, 1994). Esta existéncia se deve
principalmente a flexibilidade genotipica e fenotipica, somado as adaptagdes bioquimicas,
fisiologicas, genéticas e reprodutivas, que garantiram a estes organismos sua perpetuacao e
distribuicao em diversos ambientes terrestres, aquaticos e na interface umida da terra com o ar
(KAEBERNICK e NEILAN, 2001; STEWART et al.,, 2006). Esta grande flexibilidade
também permite isola-las e manté-las em cultivos com certa facilidade (KAEBERNICK e
NEILAN, 2001).

As cianobactérias possuem grande importancia econOmica. Alguns géneros sao
diazotroficos (fixadores de nitrogénio molecular) e contribuem para a fertilizagdo da agua e
do solo (RAIL 1990). Algumas espécies sdo usadas na industria alimenticia por apresentarem
alto valor nutricional (BOROWITSKA e BOROWITSKA, 1988). Elas também sdo uma rica
fonte de novas substancias com potencial interesse farmacéutico, ja que produzem uma
grande variedade de metabolitos secundarios com atividade bioldégica (PATTERSON et al.,
1994).

Em condicdes ambientais favoraveis as cianobactérias, estas tem seu crescimento
populacional elevado, seja de uma espécie ou varias, sendo este evento denominado de

floragao ou “bloom” (CARMICHAEL, 2001).

2 CIANOBACTERIAS PRODUTORAS DE CIANOTOXINAS
Vérios géneros e espécies de cianobactérias que formam floragdes produzem toxinas,
estas sdo denominadas de cianotoxinas (CARMICHAEL, 1992). Tais organismos constituem

uma grande fonte de produtos naturais toxicos e, embora ainda ndo estejam devidamente



esclarecidas as causas da produ¢do dessas toxinas, t€ém-se atribuido varias fungdes a esses
compostos como mecanismo de defesa (herbivoria), auxilio na melhor captagdo da luz solar e
como moléculas de sinalizacdo que colaboram na comunicagdo entre as cianobactérias
(CARMICHAEL, 1992; CHORUS ¢ BARTRAM, 1999; LYCK, 2004). De acordo com sua
acdo farmacoldgica, as cianotoxinas sdo classificadas como hepatotoxinas, neurotoxinas,
citotoxinas, dermatotoxinas e irritantes gastrointestinais (KAEBERNICK e NEILAN, 2001,
BRIAND et al., 2003; FALCONER, 2008). Cianotoxinas sao diferentes em estrutura quimica
e toxicidade, sao produzidas no interior das células de cianobactérias, e sua liberagdo ocorre
durante a vida da célula, mas na maior parte, apds a morte das células através de um fluxo
passivo para fora do conteudo celular ou quando a célula ¢ lisada (CARMICHAEL, 1992;
LAM et al., 1995; CHORUS, 2001; BRIAND et al., 2003; HAIDER et al., 2003; PEARSON
et al., 2004; DE LA CRUZ et al.,, 2011). A liberagao subita de cianotoxinas na agua
circundante pode apresentar um risco para os animais € 0s seres humanos que utilizam a agua,
especialmente quando usadas como fonte de dgua potivel (FALCONER, 1998;
OBERHOLSTER et al., 2004). Cianotoxinas podem causar doenga em humanos,
principalmente apds a ingestdo por via oral, através da agua potavel ou o consumo de
alimentos que poderiam ter acumulado as mesmas, ou até mesmo a morte quando exposta
através de hemodialise (JOCHIMSEN et al.,, 1998; POURIA et al.,, 1998; KUIPER-
GOODMAN et al., 1999; CARMICHAEL et al., 2001; ZHOU et al., 2002; SVIRCEV et al.,
2007; SVIRCEV et al., 2009).

Hepatotoxicose e Neurotoxicose sdo as sindromes mais comuns causados pela
ingestdo destas toxinas (HAIDER et al., 2003). Apos contato agudo com agua de fontes que
contenham floracdes de cianobactérias pode ocorrer dor abdominal, vOmitos, diarréia,
fraqueza, irritacdo da pele e membranas mucosas dos olhos, nariz e garganta, ataques de
asma, tremores musculares, nduseas, formigamento na ponta dos dedos das maos e pés, visao
turva, dor de cabeca, tonturas, febre, hipdxia, cianose, paralisia respiratéria ou cardiaca,
resultando em morte (CHORUS ¢ BARTRAM, 1999; SVIRCEV et al., 2009). Devido a isto,
a Organizacao Mundial da Saude (OMS) estabeleceu uma orientacdo onde, por exemplo, o
nivel maximo aceitavel de microcistina-LR em agua potavel ¢ de 1ug/L (WHO, 2004), sendo
este mesmo limite o estabelecido na legislagdo brasileira (BRASIL, 2004).

Diante disso, algumas medidas s3o utilizadas para mitigar os efeitos do crescimento de
cianobactérias e seus danos ao meio ambiente, entre estas compreendem as fisicas e as
quimicas. As fisicas sdo a filtracdo, a separagdo por centrifuga, ultrassom e radiacao UV, ja os

tratamentos quimicos utilizam sulfato de cobre e peréxido de hidrogénio (DRABKOVA et al.,
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2007; OU et al.,, 2012). Outra alternativa viavel ¢ o controle bioldgico, que utiliza a
introdu¢do de organismos previamente selecionados como peixes e zooplanctons
(KOTOPOULIS et al., 2009; LIANG e NAN, 2009). Entretanto essas medidas apresentam
sucesso limitado, pois sdo muito dispendiosas, sendo utilizadas apenas como solugdes
emergenciais, demonstrando assim a necessidade de novas pesquisas para a elaboragdo de
novas técnicas menos onerosas € mais eficazes, que gerem menor impacto ambiental e maior

durabilidade, refletindo também na sustentabilidade (FERRIER et al., 2005).

3 CONTROLE DE CIANOBACTERIA POR MEIO DE COMPOSTOS NATURAIS

O controle de poluentes ambientais de origem sintética e/ou natural pode ser realizado
por meio de associagdo com compostos de origem vegetal e animal. No caso da utilizagao de
plantas ou derivados destas, este processo ¢ denominado de fitorremediagdo. Esta tecnologia
emergente pode nas ultimas décadas oferecer uma alternativa mais rentavel (econdmica), nao
intrusiva e segura para técnicas convencionais de despolui¢cdo de 4gua (RASKIN e ENSLEY,
2000; TERRY e BANUELOS, 2000; GLICK, 2010). Dentro deste conceito, diversos estudos
vem mostrando as possiveis aplicacdoes de plantas nesta area, o que inclui a detoxificagao de
metais, remocao de produtos de cuidado pessoal, remédios, tratamento de esgoto e ainda, a
inibi¢do do crescimento de algas (ZIMMELS et al., 2006; TEWARI et al., 2008; ZHU et al.,
2014; PUTRA et al., 2015; LIN e LI, 2016).

Diante disso, uma gama de metabolitos secundarios (aleloquimicos) de origem vegetal
vem sendo estudada com a finalidade de fitorremediagdo. Plantas aquaticas vém demostrando
a presenga de compostos com efeito inibitorio sobre o crescimento de algas, e isto vem
representando um novo conceito no desenvolvimento de tecnologias de controle destes
organismos. Esta utilizacdo de aleloquimicos compreende uma tecnologia bioldgica algicida
cujas vantagens incluem alta eficacia, baixo custo, materiais naturais e facilmente obtidos e
uma auséncia de polui¢do secundaria (YU et al., 1992; NAKAI et al., 2000; VYVYAN, 2002;
GROSS, 2003; BAUER et al., 2009; GROSS e GENE, 2009).

Aleloquimicos sao propensos a degradacdo e dificilmente se acumulam em um
ecossistema e seus efeitos inibitorios sobre o crescimento de algas sdao significativamente
espécie-especifico, exibindo uma inibi¢do significativa de apenas certas algas (MEN et al.,
2007). Rice (1984) acredita que aleloquimicos poderiam, eventualmente, ser utilizados para
substituir os reagentes quimicos para eliminar algas, reduzindo assim grandemente a

utilizacao de produtos quimicos.
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Os aleloquimicos produzidos por plantas aquaticas sdo reagentes naturais na
eliminacdo de algas, e, portanto, a adi¢cao de aleloquimicos extraidos de plantas aquaticas para
controlar o crescimento de algas ¢ uma técnica promissora (NAKAI et al., 1996; BALL et al.,
2001; NI et al., 2012). Além disso, o desperdicio dos residuos pos-extracao pode ser tratado
com uma combina¢do de métodos de reciclagem, tal como a fabricagdo de papel e na
produgdo de biogas através de fermentacdo (MULDERIJ et al., 2005a, b; ERHARD e
GROSS, 2006).

4 PISTIA STRATIOTES

A espécie Pistia stratiotes L., conhecida popularmente como alface d’agua, flor-
d’agua, erva-de-santa-luzia, lentilha-d’agua, mururé, golfo, mureré-pagé, pagé ou pasta, ¢
uma planta aquatica flutuante, amplamente distribuida por todo o mundo, cuja origem ainda
ndo foi totalmente definida, sendo atribuida a Africa ou América do Sul (LORENZI, 1982;
CARDOSO et al., 2005). E também considerada espécie ornamental, por auxiliar na estética
de ambientes aquaticos artificiais (LORENZI, 1982).

P. stratiotes ¢ uma espécie pertencente a familia Araceae, de porte herbaceo, caule,
estolonifera, com propagacdo sexuada e assexuada por meio de seus estoldes, cuja via
preferencial de reproducdo ¢ a vegetativa (LORENZI, 1982; CARDOSO et al., 2005). Possui
folhas sésseis, esponjosas, espatuladas, obtusas e densamente pubescentes, dispostas em
rosetas, em que as radicais tém o peciolo maior e mais largo do que as outras, de coloragao
verde aveludada na face adaxial e verde palida esbranquigada na face abaxial. A
inflorescéncia ¢ pequena e de cor branca e creme, composta por espadice cercada por uma
espata pilosa, caracteristica das araceas, encontradas no centro da roseta (LORENZI, 1982;
COELHO et al., 2005).

Por sua alta capacidade de reproducdo vegetativa e rapido crescimento, P. stratiotes
geralmente ¢ responsavel pela formacdo de densos tapetes de plantas sobre a superficie
aquatica, sendo considerada como uma espécie daninha, afetando o aproveitamento
econdmico dos sistemas aquaticos, como por exemplo, a proliferacdo desta espécie em
viveiros de criacdo de peixes na Africa, em canais de irrigagdo em Gambia e em um brago do
reservatorio da usina de Itaipu no Brasil (TERRY, 1981; LORENZI, 1982; THOMAZ et al.,
1999; PETR, 2000; COELHO et al., 2005). Além disso, esta macréfita aquatica também tem
sido utilizada para a remog¢ao de mercurio de efluentes de mineragdo, por esta acumular o
metal em suas raizes, indicada para remocao de nitrogénio (N), fosforo (P) e solidos

suspensos na agua, melhorando a qualidade dos sistemas aquaticos, e para o tratamento de
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esgoto urbano, por sua elevada taxa de crescimento, demonstrando seu potencial de utilizacao
na fitorremediac¢ao, como medida mitigadora da contaminagdo de efluentes (ZIMMELS et al.,
2006; SKINNER et al., 2007; ESPINOZA-QUINONES et al., 2009; TEWARI et al., 2008;
LU etal., 2010; PUTRA et al., 2015; LIN e LI, 2016).

Além de sua utilizagdo na fitorremediacdo e bioindicacdo, estudos cientificos vém
demonstrando para este género agdes farmacologicas como, antioxidante e cicatrizante (JHA
et al., 2012), pesquisas também demonstraram que P. stratiotes pode interferir e controlar o
crescimento de microrganismos e algas em sistemas de agua doce, sendo que alguns trabalhos
mostram que o controle ocorre nas principais divisdes de algas e incluem também a acdo
sobre cianobactérias, porém ndo existem dados sobre o mecanismo de a¢do dos componentes
ativos desta espécie sobre estes microrganismos (ALIOTTA et al., 1991; BICH e NOGUCHLI,
2012; WU et al., 2013). Estas caracteristicas tornam esta espécie alvo de estudos para novas e

importantes pesquisas no controle de cianobactérias produtoras de cianotoxinas.
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CONCLUSOES GERAIS

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

e Ambos os extratos de Pistia stratiotes inibiram o crescimento da cepa de Microcystis
aeruginosa BCCUSP232 produtora de cianotoxina, principalmente nas maiores
concentragoes utilizadas.

e As alteracdes observadas para os compostos e enzimas relacionadas ao metabolismo
de respostas ao estresse oxidativo da cianobactéria, demonstraram que os extratos de
Pistia stratiotes agiram como estressores no metabolismo da mesma.

e O contetdo polifenodlico encontrado nos extratos pode ser o responsavel pela atividade
inibitoria no crescimento de cianobactérias, devido ao potencial fitotoxico encontrado
na literatura para a presenga destes compostos vegetais.

e Em suma, ambos os extratos apresentaram atividade algistatica, dentro das
concentragdes avaliadas, sugerindo que os mesmos sdo fontes de compostos que
proporcionam estresse oxidativo e a peroxidacado lipidica as cianobactérias, processos

estes de interesse ao controle populacional destes microrganismos.





