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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial dos extratos e fracdes de Pistia stratiotes
L., Salvinia auriculata Aubl. e Emilia sonchifolia L. para controle de Microcystis aeruginosa
(Kitzing) Kitzing (cianobactéria) em condigdes laboratoriais, investigar o potencial oxidativo dos
extratos e fracdes no metabolismo de defesa antioxidante de Microcystis aeruginosa, elucidar fi-
toquimicamente os componentes dos diferentes extratos e fracdes, além de avaliar a atividade ci-
totdxica e genotdxica da agua resultante dos bioensaios por meio do teste de Allium cepa. A expo-
sicdo da M. aeruginosa aos extratos e fracdes das plantas utilizadas resultou em reducéo significa-
tiva na densidade celular da cepa. O extrato etanolico das trés plantas apresentou maior reducédo da
densidade celular da cepa de cianobactéria apos seis dias de bioensaio. O extrato etandlico de S.
auriculata e E. sonchifolia, juntamente com a fracdo F6 de S. auriculata e F5 de E. sonchifolia,
apresentaram a maior atividade algicida entre os tratamentos, também aumentaram a producao
interna de peroxido de hidrogénio, malondialdeido e das enzimas do metabolismo de defesa anti-
oxidante na cianobactéria. O extrato etandlico e fracdo F6 de P. stratiotes apresentaram perfil se-
melhante, diferindo apenas no declinio acentuado nos niveis da superéxido dismutase, sugerindo
que este seja o fator mais importante relacionado a acdo algicida de P. stratiotes. As analises de
cromatografia gasosa/espectrometria de massa dos extratos etandlico e aquoso de P. stratiotes
apresentaram o éster etilico do acido palmitico como principal aleloquimico. O conteudo polife-
nolico encontrado nos extratos pode ser o responsavel pela atividade inibitéria no crescimento de
cianobactérias, devido ao potencial fitotoxico encontrado na literatura para a presenca destes com-
postos vegetais. Em conclusdo, extratos e fracGes das plantas estudadas apresentaram atividade
algicida, sugerindo que os mesmos sao fontes de compostos que promovem estresse oxidativo e
peroxidacdo lipidica nas cianobactérias, resultando na reducdo de sua populagéo.

Palavras-chave: alelopatia; superoxido dismutase; fitoquimicos; cianobactéria; antioxidantes.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the potential of extracts and fractions of Pistia stratiotes L., Salvinia
auriculata Aubl. and Emilia sonchifolia L. to control Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kitzing
(cyanobacteria) under laboratory conditions, investigate the oxidative potential of extracts and
fractions in the antioxidant defense metabolism of Microcystis aeruginosa, phytochemically elu-
cidate the components of different extracts and fractions, in addition to evaluate the cytotoxic and
genotoxic activity of the water resulting from the bioassays using the Allium cepa test. The expo-
sure of M. aeruginosa to the extracts and fractions of the plants used resulted in a significant re-
duction in the cell density of the strain. The ethanol extract of the three plants showed a greater
reduction in cell density of the cyanobacteria strain after 6 days of bioassay. The ethanolic extract
of S. auriculata and E. sonchifolia, together with the F6 fraction of S. auriculata and F5 of E.
sonchifolia, showed the highest algicidal activity among the treatments, also increasing the internal
production of hydrogen peroxide, malondialdehyde and enzymes of antioxidant defense metabo-
lism in cyanobacteria. The ethanol extract and F6 fraction of P. stratiotes presented a similar pro-
file, differing only in the sharp decline in superoxide dismutase levels, suggesting that this is the
most important factor related to the algicidal action of P. stratiotes. Gas chromatography/mass
spectrometry analyzes of ethanolic and aqueous extracts of P. stratiotes showed palmitic acid ethyl
ester as the main allelochemical. The polyphenolic content found in the extracts may be responsible
for the inhibitory activity on the growth of cyanobacteria, due to the phytotoxic potential found in
the literature for the presence of these plant compounds. In conclusion, the extracts and fractions
of the studied plants showed algicidal activity, suggesting that they are sources of compounds that
promote oxidative stress and lipid peroxidation in cyanobacteria, resulting in a reduction in their
population.

Keywords: allelopathy; superoxide dismutase; phytochemicals; cyanobacteria; antioxidants.



3.1
3.2
3.3

331
3.3.2
3.3.3

3.34

3.4

3.5

3.6

3.7

4.1
411

41.2
413

4.1.4
4.1.5
4.1.6

SUMARIO

REVISAO DE LITERATURA

REFERENCIAS

CAPITULO 1

INTRODUCAO

OBJETIVO

MATERIAIS E METODOS

MATERIAL VEGETAL E PREPARO DOS EXTRATOS

BIOENSAIOS COM Microcystis aeruginosa BCCUSP232

AVALIACAO DO MECANISMO DE ACAO DOS EXTRATOS E FRACOES DE
P. stratiotes EM M. aeruginosa BCCUSP 232

Extracdes bioquimicas

Peroxidacao lipidica

Espécies reativas de oxigénio: formacéao do peroxido de hidrogénio intracelular
(H202)

Determinacéo de proteinas totais e atividade das enzimas do metabolismo de
defesa antioxidante

FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS EM SILICA C18
QUANTIFICACAO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS
DETERMINACAO DA CITOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM CELULAS
MERISTEMATICAS DE RAIZ DE Allium cepa

ANALISES ESTATISTICAS

RESULTADOS

Salvinia auriculata

Efeito do extrato e fracédo de S. auriculata no crescimento de Microcystis aeru-
ginosa BCCUSP232

Peroxidacdo lipidica

Espécies reativas de oxigénio (ROS): determinacdo de Perdxido Hidrogénio
(H202) intracelular

Proteinas totais e atividade das enzimas antioxidantes

Determinacéo de polifenois e flavonoides totais

Determinacdo da citotoxicidade e genotoxicidade em células meristematicas de

raiz de Allium cepa

10
13
15
18
20
20
20
21
22

22
23
23

23

25
25
26

27
27
27
27

29
30

31
36
36



4.2
421

422
4.2.3

4.2.4

4.2.5
4.2.6

3.1

3.2

3.3

3.4

34.1

3.4.2

3.4.3

344

3.5

3.6

3.7

E. sonchifolia

Efeito do extrato e fracéo de E. sonchifolia no crescimento de Microcystis aeru-
ginosa BCCUSP232

Peroxidacao lipidica

Espécies reativas de oxigénio (ROS): determinacdo de Perdxido Hidrogénio
(H202) intracelular

Proteinas totais e atividade das enzimas antioxidantes

Determinacéo de polifenois e flavonoides totais

Determinacéo da citotoxicidade e genotoxicidade em células meristematicas de
raiz de Allium cepa

DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

CAPITULO 2

CAPITULO 3

INTRODUCAO

OBJETIVO

MATERIAIS E METODOS

MATERIAL VEGETAL E PREPARO DOS EXTRATOS

FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS EM SIiLICA C18
BIOENSAIOS COM Microcystis aeruginosa BCCUSP232

AVALIACAO DO MECANISMO DE ACAO DAS FRACOES DO EXTRATO
ETANOLICO DE P. stratiotes EM M. aeruginosa BCCUSP 232

Extracdes bioquimicas

Peroxidacdao lipidica

Espécies reativas de oxigénio: formacao do perdxido de hidrogénio intracelular
(H202)

Determinacdo de proteinas totais e atividade das enzimas do metabolismo de
defesa antioxidante de M. aeruginosa BCCUSP 232

QUANTIFICACAO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS DA FRACAO
MAIS ATIVA

DETERMINAQAO DA CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM CELU-
LAS MERISTEMATICAS DE RAIZ DE Allium cepa

ANALISES ESTATISTICAS

37
37

39
40

41
46
46

47
51
51
59
72
74
74
74
74
75
75
76

76

76

7

77

77

7

78



4.2
4.3

4.4
4.5
4.6

RESULTADOS

Efeito das fracdes de P. stratiotes no crescimento de Microcystis aeruginosa
BCCUSP232

Peroxidacao lipidica

Espécies reativas de oxigénio (ROS): determinacdo de Perdxido Hidrogénio
(H202) intracelular

Proteinas totais e atividade das enzimas antioxidantes

Determinacéo de polifenois e flavonoides totais

Determinacéao da citotoxicidade e genotoxicidade em Allium cepa
DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

CONCLUSOES GERAIS

78
78

79

81
86
86
87
89
89
93



11

REVISAO DE LITERATURA

O fenébmeno alelopatico foi descoberto ha muito tempo. Registros sobre interacdes entre
plantas podem remontar ao século 3 a.C., enquanto o termo “alelopatia” foi proposto pela primeira
vez na década de 1930 (MOLISCH, 1937). Alelopatia, proposta inicialmente por Molish (1937),
era definida como as interagdes bioquimicas entre varias plantas (incluindo microrganismos). Em
seguida, os metabdlitos secundarios, secretados no meio ambiente pelas plantas e exibindo efeito
alelopatico em outras plantas, foram denominados aleloquimicos por Whittaker e Feeny (WHIT-
TAKER e FEENY, 1971). A esséncia dos aleloguimicos (ou seja, uma planta afeta outras plantas
vizinhas ao liberar produtos quimicos fora de seus corpos) foi elucidada pela primeira vez no livro
Allelopathy (CIPOLLINI e BOHRER, 2016). Em 1996, a Sociedade Internacional de Alelopatia
ampliou a definicdo de alelopatia, ou seja, metabdlitos secundarios secretados por plantas e mi-
crorganismos afetam o crescimento e o desenvolvimento de qualquer processo de sistemas agrico-
las e bioldgicos (CHENG e CHENG, 2015). Além disso, os doadores e 0s receptores alelopaticos
também devem incluir animais (MORROW et al., 2017; PECKOL e PUTNAM, 2017), uma vez
que metabdlitos secundarios secretados por plantas aquéticas ou algas eram conhecidos por con-
tribuir para os mecanismos de defesa contra competidores e predadores. O termo alelopatia foi
sugerido para uso generalizado a fim de descrever a interacdo entre predador e presa (LEGRAND
et al., 2003).

A deterioracdo do ecossistema aquatico pela proliferacdo de algas prejudiciais tém sido um
problema critico em todo o mundo (Laughinghouse IV et al., 2012). A inibic&o alelopatica de algas
por plantas aquaticas foi descoberta observando o crescimento e o declinio do ndmero de plantas
e algas no ambiente aquatico natural (WU, 2016). Pesquisadores observaram que a densidade de
algas plancticas era significativamente mais baixa em corpos d'agua onde a Elodea canadensis
cresceram em maior numero, quando comparado as areas ausentes de plantas aquaticas; apds ob-
servacgdes durante quatro anos consecutivos (WU, 2016). Hasler e Jones (1949) descobriu, pela
primeira vez, que as plantas aquaticas tinham um efeito restritivo sobre as algas aquaticas. Em
1969, Fitzgenald descobriu que aleloquimicos de plantas submersas podiam inibir o crescimento
de algas, o que despertou amplo interesse (FITZGERALD, 1969). Na década de 1970, Aubert
descobriu que as interagdes quimicas desempenhavam papel importante na formacéo de comuni-
dades e estruturas fitoplanctonicas, além da competicdo nutricional (AUBERT e GAUTHIER,
1977). Mais tarde, descobriu-se que plantas terrestres também tinham efeitos inibitorios sobre as
algas (LI et al., 2020).
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Para resolver problemas de proliferacdo de algas prejudiciais, pesquisadores comegaram a
investigar a interacdo entre plantas aquaticas e microalgas. Por muito tempo, os pesquisadores se
concentraram principalmente na revelacdo dos efeitos alelopaticos das plantas aquaticas sobre as
algas de agua doce (ZHU et al., 2021). O isolamento de aleloquimicos inibidores de algas foi ini-
ciado na década de 1980 (STEVENS e MERRILL, 1980). A partir dai centenas de aleloquimicos
inibidores de algas foram extraidos e identificados, como pirogalol, acido hexandico, berberina,
entre outros (ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2016; DONG et al., 2019).

Na década de 1990, os estudos sobre 0 mecanismo alelopatico em microalgas foi iniciando
gradualmente, no entanto, a pesquisa e o0 desenvolvimento eram limitados na época devido a res-
tricdo na extragdo e identificacdo de aleloquimicos antes da ampla utilizagdo de instrumentos de
alto desempenho como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (ZHU et al.,
2021). Beneficiando-se do rapido progresso da purificagdo quimica e da tecnologia de deteccao,
uma grande quantidade de aleloquimicos de plantas aquéticas até entdo desconhecidos foram des-
cobertos, relatorios relevantes sobre seus efeitos alelopaticos foram surgindo e os mecanismos de
inibicdo de algas tornaram-se melhor elucidados (ZHU et al., 2021).

Macrdfitas sdo cruciais para estabilizar o estado de aguas claras em lagos rasos, mesotrofi-
cos e eutroficos, pois podem reduzir o crescimento de microalgas (HILT et al., 2006). Os meca-
nismos envolvidos incluem sombreamento de luz, ressuspenséao de sedimentos, competi¢do de nu-
trientes e alelopatia (MULDERW et al., 2007). Quanto a alelopatia, as macréfitas excretam de
forma sustentavel aleloquimicos inibidores de algas para 0 meio ambiente, resultando em redu¢ées
da biomassa fitoplancténica (PARK et al., 2006). A utilizacdo de alelopatia para inibir o cresci-
mento de microalgas pode ser alcancada cultivando plantas aquaticas diretamente no ambiente.
Entretanto, a maior parte das pesquisas existentes foram realizadas em laboratérios, usando extra-
tos de plantas, exsudatos ou compostos purificados (LI et al., 2020). Estudos anteriores demostra-
ram que pelo menos 40 espécies de grandes plantas aquaticas produzem aleloquimicos que podem
inibir o crescimento de algas, e 0s tipos mais comuns de aleloquimicos sdo compostos fendlicos,
terpendides e acidos graxos (MOHAMED, 2017). Alguns desses aleloquimicos inibitérios sobre
algas foram extraidos de plantas aquaticas, como Acorus gramineus (NAKAI et al., 2010), Phrag-
mites australis (GAO et al., 2011), Potamogeton pusillus (TAKEDA et al., 2011).

Pistia stratiotes L., conhecida popularmente como alface d’agua, ¢ uma planta aquatica
flutuante, amplamente distribuida por todo o0 mundo (CARDOSO et al., 2005). P. stratiotes apre-
senta porte herbéceo, caule, estolonifera, com propagacdo sexuada e assexuada por meio de seus
estolBes. Possui folhas sésseis, esponjosas, espatuladas, obtusas e densamente pubescentes, dispos-

tas em rosetas, coloracgdo verde, com inflorescéncia composta por espadice cercada por uma espata
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pilosa (COELHO et al., 2005). Esta espécie € responsavel pela formacdo de densos tapetes de
plantas sobre a superficie aquatica, sendo considerada como uma espécie daninha, afetando o apro-
veitamento econdmico dos sistemas aquaticos (COELHO et al., 2005). Esta macrofita tem sido
utilizada para a remocdo de mercdrio de efluentes de mineracdo, pela capacidade de acumular o
metal em suas raizes, melhorando consequentemente a qualidade dos sistemas aquéaticos. No tra-
tamento de esgoto urbano, é demonstrado seu potencial de utilizacdo na fitorremediacdo (LIN e
LI, 2016). Pesquisas também demonstraram que P. stratiotes apresenta efeitos alelopaticos, po-
dendo controlar o crescimento de microrganismos como as cianobactérias (WU et al., 2015).

Salvinia auriculata Aubl. é uma monildfita livre e flutuante, muito comum em &gua doce,
com ampla distribuicdo geografica, de rapida disseminagéo por propagacao vegetativa, sendo con-
siderada como planta daninha (HENRY-SILVA e CAMARGO, 2006). Apresenta nds e entre-nos
nitidos, em cada no se originam trés folhas, sendo duas verdes e flutuantes em cuja superficie
ocorrem inimeros tricomas hidrofébicos. Uma terceira folha apresenta-se submersa, modificada e
adaptada a absor¢éo de &gua e ions, desenvolvendo basicamente a fungéo de raiz (FORNO e HAR-
LEY, 1979). Estudos cientificos demonstram seu potencial bioindicador, fitorremediador e bacte-
ricida, o que torna essa planta candidata para controle de cianobactérias e suas toxinas (LIMA et
al., 2013).

Além das plantas aquéticas, muitas plantas terrestres produzem compostos alelopaticos
com a capacidade de inibir o crescimento de algas (MENG et al., 2015; MECINA et al., 2017,
2019). Emilia sonchifolia L. da familia Asteraceae, conhecida por flor pincel, destaca-se por ser
uma espécie daninha com capacidade de inibir a germinacdo de sementes e crescimento inicial de
espécies adjacentes (USUAH et al., 2013). Esta espécie caracteriza-se por ser uma erva anual,
ereta, pouco ramificada, de 30 a 60 cm de altura, com folhas membranéceas dispostas de maneira
rosulada e com flores vermelhas dispostas em capitulos. E uma planta originaria da Asia tropical
que se adaptou plenamente as condi¢cdes ambientais de todo o territorio brasileiro (LORENZI e
MATQOS, 2008).

Diante da premente necessidade de controle da proliferacédo de algas nocivas em corpos
d’agua, principalmente por meio de novas tecnologias e compostos mais eficientes, duradouros,
sustentaveis e ecologicamente corretos, os estudos de plantas candidatas a fornecedoras de com-
postos algicidas e/ou algistaticos torna-se de suma importancia, visto o0 impacto das cianotoxinas
frente a satide das populagdes, assim como a possivel contaminacgdo de alimentos e do meio ambi-
ente.

Diante do contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial dos extratos e

fracOes de Pistia stratiotes L., Salvinia auriculata Aubl. e Emilia sonchifolia L. para controle de
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Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kutzing (cianobactéria) em condic¢des laboratoriais, investigar
o0 potencial oxidativo dos extratos e fracGes no metabolismo de defesa antioxidante de Microcystis
aeruginosa, elucidar fitoquimicamente os componentes dos diferentes extratos e fragdes, além de
avaliar a atividade citotdxica e genotoxica da dgua resultante dos bioensaios por meio do teste de
Allium cepa.
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ESTRESSE OXIDATIVO E INIBIQAO~DO CRESCIMENTO EM Microcystis aeruginosa
INDUZIDO POR EXTRATOS E FRACOES DE Salvinia auriculata Aubl. E Emilia sonchi-
folia L.

RESUMO

Os problemas causados pela proliferacdo de cianobactérias nocivas tém atraido a aten¢do mundial
devido aos graves danos & saude do meio ambiente e dos seres humanos. Aleloquimicos como
metabdlitos secundarios secretados pelas plantas, tém excelente biocompatibilidade,
biodegradabilidade, efeito inibidor de cianobactérias e pouco dano ecoldgico, além de perspectivas
de aplicacdo promissoras na restauracdo ecoldgica da agua. O presente estudo avaliou o potencial
dos extratos e fragcdes de S. auriculata e E. sonchifolia para controle de Microcystis aeruginosa
(Kltzing) Kitzing em condicdes laboratoriais, monitorando as mudancgas no crescimento, estresse
oxidativo e resposta antioxidante. Este estudo também avaliou fitoquimicamente os extratos e
fracbes mais ativas nos bioensaios, além de avaliar a atividade citotdxica e genotdxica da agua
resultante dos bioensaios por meio do teste de Allium cepa. Os resultados obtidos demostraram
maiores reducdes na densidade celular da cianobactéria exposta ao extrato etandlico e fracéo
metandlica de S. auriculata e extrato etandlico e fragdo hidrometandlica (20:80) de E. sonchifolia.
Além disso, o0 extrato e a fracdo mais ativos de S. auriculata e E. sonchifolia aumentaram a
producdo de espécies reativas de oxigénio, peroxidacdo lipidica e a atividade das enzimas
antioxidantes em M. aeruginosa. O extrato etanolico de S. auriculata reduziu o indice mitotico e a
fracdo metanolica o indice de morte em Allium cepa. Mesmo perfil foi observado para o extrato e
fracdo mais ativos de E. sonchifolia. O presente estudo verifica que S. auriculata e E. sonchifolia
possuem metabolitos secundarios capazes de prejudicar a fisiologia e crescimento de M.
aeruginosa. Estes efeitos podem estar associados ao conteudo polifenélico encontrado nos extratos
e fragdes avaliados. Assim, estudos futuros seréo realizados a fim de elucidar estes aleloquimicos.

Palavras-chaves: aleloquimicos; Allium cepa; cianobactérias; polifenois; sustentabilidade ambi-
ental.
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1 INTRODUCAO

O aumento das atividades urbanas, industriais e agricolas, assim como a descarga de seus
efluentes nos corpos d’aguas, ocasionam e aceleram o processo de eutrofizagdo. Este evento,
quando aliado a elevacdo da temperatura, favorece a rapida proliferacdo de cianobactérias no am-
biente aquatico, processo conhecido como “floragdo” ou “bloom” (O’NEIL et al., 2012; PAERL e
OTTEN, 2013). Este fendbmeno pode originar-se a partir de diferentes espécies de algas e cianobac-
térias, resultando em interferéncias na gestdo dos mananciais, levando a alteraces ambientais de-
vido a biomassa excessiva e liberacdo de toxinas, prejudicando a utilizacdo deste recurso (ZHOU
et al., 2016).

A producdo de toxinas por cianobactérias pode produzir gostos e odores desagradaveis na
agua. Além disso, a medida que ocorre a acumulacao dessas toxinas nos individuos de uma cadeia
alimentar, pode alterar a qualidade de peixes, e tornar essa agua inapropriada para a recreacao,
consumo humano e animal (EL-SHEHAWY et al., 2012). As principais toxinas produzidas pelos
géneros de cianobactérias sdo microcistinas, nodularinas, anatoxinas, cilindrospermopsinas e sa-
xitoxinas, sendo estas classificadas como hepatotdxicas, neurotoxicas, citotoxicas, dermatotoxicas
e irritantes gastrointestinais (MEREL et al., 2013). Estas toxinas podem causar doengas em huma-
nos por ingestdo de agua ou alimentos contaminados, podendo até mesmo ocasionar a morte
(SVIRCEYV et al., 2009). A exposicao & cianotoxinas pode provocar dor abdominal, nauseas, irri-
tacio da pele, paralisia respiratoria ou cardiaca, podendo resultar em obito (SVIRCEV et al., 2011).
A hepatotoxicose e a neurotoxicose sdo os efeitos toxicos mais comuns provocados pelas cianoto-
xinas (HAIDER et al., 2003). Diante disso, a legislacdo brasileira baseada nas concentracdes pro-
postas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estabeleceu que o nivel m&ximo aceitavel de
cianotoxina em agua potavel, como, para as microcistinas totais é de 1jg/L, saxitoxinas é 3ug/L,
cilindrospermopsinas é 1ug/L, anatoxina-a(s) é 1ug/L (BRASIL, 2011a, 2011b).

Entre as mais frequentes e prejudiciais cianobactérias, destaca-se 0 género Microcystis que
apresenta registros de floracdo em 108 paises, 79 dos quais relatam a producdo de microcistina
(HARKE et al., 2016). No que concerne a ocorréncia de cianobactérias no Brasil, estas encontram-
se amplamente distribuidas em todas as regides apresentando floragdes contendo microcistina em
varios reservatorios, sendo ainda mais recorrente na regido semiarida brasileira (BITTENCOURT-
OLIVEIRA etal., 2014; LORENZI et al., 2018), o0 que certamente se deve as condi¢des climaticas
e de eutrofizacdo dos corpos d'agua dessa regido, que favorecem as floragdes (MOURA et al.,

2018). O primeiro caso reconhecido no Brasil de intoxicagdo com cianotoxinas ocorreu em Caruaru
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no estado de Pernambuco em uma clinica de hemodiélise onde 52 mortes foram registradas, devido
a exposicdo direta a altas concentracdes de microcistinas hepatotoxicas (AZEVEDO et al., 2002).

Diante disso, algumas medidas fisicas e quimicas sdo utilizadas para reduzir e/ou eliminar
os efeitos do crescimento de cianobactérias e seus danos ao meio ambiente (YU et al., 2007). As
fisicas sdo: filtracdo, centrifugacdo, ultrassom e radiagdo UV, ja os tratamentos quimicos utilizam
sulfato de cobre e perdéxido de hidrogénio (OU et al., 2012). Outra alternativa efetiva é o controle
bioldgico, que utiliza a introducdo de organismos previamente selecionados como peixes e zoo-
planctons (LIANG e NAN, 2009). Entretanto, essas medidas apresentam sucesso limitado, pois
sdo dispendiosas, sendo utilizadas apenas como solugdes emergenciais (FERRIER et al., 2005).
Assim, ha necessidade de novas pesquisas para a elaboracdo de novas técnicas menos onerosas,
mais eficazes, que gerem menor impacto ambiental, e maior durabilidade; favorecendo consequen-
temente a sustentabilidade dos sistemas como um todo.

Desta forma, diversos estudos tem demonstrado que compostos quimicos naturais, prove-
nientes do metabolismo secundario dos vegetais, podem vir a ser utilizados no controle de cia-
nobactérias e outros organismos (LI et al., 2016; AMORIM et al., 2019). Entre os vegetais pro-
missores como fornecedores de substancias ativas para o controle de cianobactérias estdo as ma-
crofitas aquaticas que assim como as cianobacterias, tem sua taxa de crescimento elevada em am-
bientes eutrofizados. Estudos tém demonstrado também que em condigdes de competicdo, as ma-
créfitas aquaticas podem liberar substancias provenientes de seu metabolismo secundério, tais
como taninos e outros compostos fendlicos, originando o fendmeno denominado alelopatia, inter-
ferindo direta ou indiretamente no desenvolvimento de outros individuos, incluindo cianobactérias
(ZHANG et al., 2011; MOHAMED, 2017). Dentre as principais macrofitas estudadas para efeitos
alelopaticos estdo as espécies pertencentes ao género Salvinia (Salviniaceae) (ZHANG et al.,
2016a, 2016b).

Salvinia auriculata Aubl. é uma monildfita livre e flutuante, muito comum em agua doce,
com ampla distribuicdo geografica, de rapida disseminagdo por propagacao vegetativa, sendo con-
siderada planta daninha (HENRY-SILVA e CAMARGO, 2006). Apresenta nos e entre-nos nitidos,
sendo que em cada no se originam trés folhas, sendo duas verdes e flutuantes em cuja superficie
ocorrem inumeros tricomas hidrofobicos. Uma terceira folha submersa, modificada e adaptada a
absorcdo de agua e ions, funcionando basicamente como uma raiz (FORNO e HARLEY, 1979).
Estudos cientificos demonstram seu potencial bioindicador, fitorremediador e bactericida, o que
torna essa planta candidata para o controle de cianobactérias e suas toxinas (LIMA et al., 2013).

Outro vegetal com potencial para controle de cianobactérias e suas toxinas € Emilia son-

chifolia L. da familia Asteraceae, conhecida por flor pincel. Esta planta terrestre destaca-se por ser
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uma espécie daninha com capacidade de inibir a germinacdo de sementes e crescimento inicial de
especies adjacentes (USUAH et al., 2013). Caracteriza-se como erva anual, ereta, pouco ramifi-
cada, de 30 a 60 cm de altura, com folhas membranaceas dispostas de maneira rosulada e com
flores vermelhas dispostas em capitulos. E uma planta originaria da Asia tropical que se adaptou
plenamente as condigdes ambientais de todo o territdrio brasileiro (LORENZI e MATOS, 2008).
Estudos realizados com esta planta revelaram propriedades anti-inflamatérias, antitumorais, anti-
oxidante e antinociceptivo (NWORU et al., 2012). Mais recentemente, o efeito imunomodulador
foi relatado, além da atividade apoptdtica em células cancerosas (GILCY e KUTTAN, 2016).
Diante da premente necessidade de controle da proliferacdo de algas nocivas em corpos
d’agua, principalmente por meio de novas tecnologias e compostos mais eficientes, duradouros,
sustentaveis e ecologicamente corretos, os estudos de plantas candidatas a fornecedoras de com-
postos algicidas e/ou algistaticos torna-se de suma importancia, visto o0 impacto das cianotoxinas
frente a satde das populacgdes, assim como a possivel contaminacgdo de alimentos e do meio ambi-

ente.

2 OBJETIVO

Avaliar a presenca de atividade inibitoria dos extratos e fracGes de S. auriculata e E.
sonchifolia L. sobre o crescimento in vitro de Microcystis aeruginosa; Investigar o potencial
oxidativo dos extratos e fracdes no metabolismo de defesa antioxidante de M. aeruginosa;
Caracterizar fitoquimicamente os compostos dos diferentes extratos e fragcbes com acéo inibitoria;
Avaliar a atividade citotdxica e genotoxica da dgua resultante dos bioensaios por meio do teste de

Allium cepa.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARO DOS EXTRATOS

Ambas espécies vegetais foram coletadas na cidade de Assis, localizada no sudeste brasi-
leiro, entre os meses de maio e julho de 2017. A espécie aquatica S. auriculata (voucher HASSI-
1129) foi obtida em uma lagoa publica, sem causar impacto na populacdo de plantas (22°44'59,40
"S e 50°31'40,40"W). A espécie terrestre E. Sonchifolia (voucher HASSI-1128) foi coleta de espé-
cimes cultivadas em casa de vegetacdo na UNESP - Campus Assis (22°38'57.3"S 50°26'15.1"W).

As plantas inteiras foram limpas e secas a 40°C em estufa com circulacdo de ar (Cienlab, Brasil) e
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posteriormente moidas em um moinho de facas (Cienlab, CE-430, Brasil). O pd resultante de cada
planta foi primeiramente misturado com hexano em uma garrafa de vidro tampada, que foi subme-
tida a ultrassom (Prolab, SSBUC10L, Brasil) por 30 minutos para remover a gordura do material.
A mistura resultante foi entdo filtrada a vacuo e o processo repetido trés vezes consecutivas. Em
seguida, o material vegetal foi submetido a extracdo por percolacdo com acetato de etila, etanol e
agua destilada (temperatura ambiente e extracdo exaustiva), de acordo com Prista et al. (1995). Os
extratos resultantes foram filtrados a vacuo e submetidos a rotaevaporacao (Marconi, MA-120,
Brasil), para retirada dos solventes. Para a extra¢cdo aquosa, foram realizadas as etapas de congela-
mento e liofilizagdo do extrato (Liotop, L101, Brasil). Os extratos secos foram mantidos em pe-

quenos frascos &mbar a temperatura ambiente até sua utilizag&o.

3.2 BIOENSAIOS COM Microcystis aeruginosa BCCUSP232

Os bioensaios com a cianobactéria foram executados em colaboragdo com a Prof. Dra. Ma-
ria do Carmo Bittencourt de Oliveira da Universidade de Sdo Paulo/ESALQ. Para a montagem dos
bioensaios foi utilizada a cianobactéria Microcystis aeruginosa, cepa BCCUSP232, produtora de
microcistinas, de acordo com Bittencourt-Oliveira et al. (2011). A cepa foi obtida a partir da Co-
lecdo Brasileira de Cianobactéria da Universidade de Sdo Paulo (BCCUSP) e mantida em meio de
cultivo ASM-1 (GORHAM et al. 1964), pH 7,4, em condi¢des ambientais controladas (intensidade
de luz: 40 mmol m/s, mensurada com um Quantémetro LI-COR, modelo LI-250, equipado com
um sensor esférico sub-aquatico; fotoperiodo: 14:10 h, cla: escuro, e temperatura: 24 + 1°C).

Conforme mostra a figura 1, os bioensaios foram elaborados durante 10 dias e conduzidos
utilizando-se Erlenmeyers de 1000 mL com 700 mL de meio ASM-1, em camaras de cultura nas
condic¢Bes acima descritas. Todos os experimentos iniciaram com a densidade de 2,3 x 10° célu-
las/mL de M. aeruginosa obtida a partir da mesma cultura em fase de crescimento exponencial. Na
fase de crescimento exponencial (4 dias apds o indculo) das culturas experimentais, foram coleta-
das amostras para a determinagdo da densidade celular antes da adi¢do dos extratos, a fim de con-
firmar o estagio de crescimento da cepa. Logo ap0s, a cianobactéria foi exposta separadamente aos
extratos (aquoso, etandlico e acetato de etila) de Emilia Sonchifolia L. e Salvinia auriculata Aubl.
nas concentracdes de 100, 250 e 500 mg/L e incubada durante seis dias consecutivos. As culturas
dos grupos controle ndo foram expostas aos extratos, porém foram mantidas nas mesmas condic¢des
as dos grupos experimentais. Devido a coloracdo dos extratos vegetais brutos, suas absorbancias
foram subtraidas das leituras da densidade celular do bioensaio. Para tanto, os mesmos foram adi-

cionados em meio ASM-1 sem a adicdo da cianobactéria, nas mesmas concentracdes utilizadas no
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bioensaio e mantidas nas mesmas condic¢des as dos grupos experimentais. Amostras foram coleta-
das no 2°, 4° e 6° dia de exposicao aos extratos utilizando capela de fluxo laminar e técnicas estéreis
para determinacdo da densidade celular, peroxidacdo lipidica, espécies reativas de oxigénio
(H205), proteinas totais e atividade enzimatica do metabolismo antioxidante. Todos 0s experimen-

tos foram realizados em triplicada.

.
Insaulo da pY LG p! /’\ .

Inéculo da . Adicao dos extratos e
/ /’ S
’ =~y

2° dia 4° dia 6° dia Ve

ASM-1 @
Fase de crescimento (4 dias) Exposicédo aos extratos e fracoes (6 dias)
. e
o

“e\‘\““

2. 750 nm

Figura 1 - Resumo das etapas adotadas no bioensaios com Microcystis aeruginosa BCCUSP232.
Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

O crescimento da populacédo da cianobactéria foi determinado utilizando a densidade celu-
lar obtida a partir de curvas de calibracao de culturas de M. aeruginosa com densidades celulares
conhecidas em espectrofotometro a 750 nm (BIOSPECTRO SP-22, BIOSPECTRO, CURITIBA,
BRASIL). A equacdo de regressao obtida a partir da curva de calibracdo é dada a seguir: y = (3x10°

8 x + 0,0058, onde y é a absorbancia, x representa a densidade celular, e R? = 0,9992.

3.3 AVALIACAO DO MECANISMO DE ACAO DOS EXTRATOS E FRACOES DE S. auricu-
lata e E. sonchifolia EM M. aeruginosa BCCUSP 232

3.3.1 Extracdes bioquimicas

A biomassa obtida a partir do pellet formado pela centrifugagéo de 40 mL a 10000 rpm e
0°C das coletas de cultura de M. aeruginosa, foi homogenizadas em tampéo de fosfato 0,1 mol
(pH 6,5) contendo 1% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP), e posteriormente centrifugadas a 15000

rpm e 0°C durante 10 min, sendo o sobrenadante obtido armazenado em criotubos a -20°C.
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3.3.2 Peroxidacdo lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada estimando-se o teor de malondialdeido (MDA). Se-
guindo o método de Madhava Rao e Sresty (2000) com modifica¢fes, uma aliquota de 1 mL do
sobrenadante das amostras foram transferidas para tubos de vidro e adicionados 4 mL de &cido
tiobarbiturico 0,5 % (p/v) em &cido tricloroacético 20 % (p/v). A mistura foi aquecida a 95°C
durante 30 min e posteriormente resfriada em banho com gelo. A mistura resultante foi centrifu-
gada a 15000 rpm durante 15 min e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 532 nm. As me-
di¢cdes foram corrigidas para turbidez inespecifica pela subtracdo da absorbancia a 600 nm. A con-
centragdo de MDA foi calculada usando a absortividade molar de 155 L mM™ ¢cm™ e os resultados

foram apresentados em mmol/L.

3.3.3 Espécies reativas de oxigénio: formacéao do peréxido de hidrogénio intracelular (H202)

O método de Jana e Choudhuri (1982) foi utilizado para medir a formagdao interna de H20-
por M. aeruginosa, com algumas modificacfes. Para dosar a concentracdo de H20,, 133 mL de
cloreto de titanio 0,1% (em 20% H.SO4) foram adicionados a 400 mL do sobrenadante, e apés 1
min de incubacdo, a absorbancia da mistura de cor vermelho-laranja foi medida a 410 nm com um
espectrofotdmetro Biospectro SP-22. A absortividade molar de 0.28 L umol™* cm™ foi utilizada

para calcular a concentracdo de H202 em pumol/g.

3.3.4 Determinagdo de proteinas totais e atividade das enzimas do metabolismo de defesa

antioxidante

A extracdo obtida no item 3.3.1 foi usada para a medigéo de proteinas totais e 0s ensaios de
atividade das enzimas antioxidantes. A concentracdo total de proteinas foi determinada de acordo
com Bradford (1976) e expressa em pg/mL, utilizando albumina de soro bovino (BSA) como pa-
drdo.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada com base na sua funcdo peroxidativa de
acordo com Johansson e Borg (1988). Este metodo utiliza metanol como um doador de hidrogénio
para a catalase, o que resulta na formacéo de formaldeido que € medido colorimetricamente com
Purpald. Para o preparo da solugdo mista, 250 mL de tampé&o fosfato de potassio (25 mmol, pH
7,0) foram incubados com 250 mL de metanol e 50 mL de perdxido de hidrogénio (0,27%, v/v). A

reacdo foi iniciada pela adicdo de 50 pL de extrato da enzima a temperatura ambiente (28°C) em
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tubos de 2 mL contendo 350 pL de &gua deionizada e 500 pL de solucdo mista, com agitacdo
continua. Apos 20 min, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 250 uL de hidroxido de potéssio
7,8 M. Em seguida, 500 pL de Purpald 34,2 mmol (4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol)
em HCI a 480 mmol foi adicionado, e a mistura reacional foi incubada novamente durante 10 min
a temperatura ambiente com agitagdo continua. A adi¢cdo de 250 pL de periodato de potéssio 65,2
mmol produziu cor parpura, cuja absorbancia foi lida a 550 nm por um espectrofotdmetro Bios-
pectro SP-22. A atividade da enzima foi calculada a partir de curvas de calibracdo realizadas utili-
zando formaldeido (0-120 mmol). Uma unidade (U) de CAT foi definida como a quantidade de
enzima que causou a formacao de 200 mmol de formaldeido nas condic¢des do ensaio acima defi-
nidas. A atividade de CAT foi expressa em unidade U/mL de amostra.

A atividade da peroxidase (POD) foi determinada de acordo com Reddy et al. (1996), assim
trés mL de solucéo de pirogalol (0,05 M em tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,5) e 0,5 mL de H202 1%
foram misturados em uma cubeta, e a reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,1 mL de extrato da
enzima. A alteracdo na absorbancia por minuto é proporcional & atividade da enzima. A atividade
foi apresentada em U/mL de extracao.

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi realizada espectrofotometricamente de
acordo com os procedimentos descritos por Misra e Fridovich (1972). O meio de incubacéo conti-
nha num volume final de 400 mL, 240 mL de &gua deionizada, 40 mL de solucéo tampé&o de fosfato
de potassio 67 mmol (pH 7,8), 40 mL de solucdo de metionina 45 mmol, 40 mL de solugdo de
riboflavina 5,3 mmol e 40 mL de solucdo de cloreto de nitro azul de tetrazolio (NBT) 84 mmol.
Os tubos de reacdo contendo 2 mL de meio de incubacdo e 0,1 mL de extrato da enzima foram
colocados numa camara forrada com folhas de aluminio e iluminados com duas lampadas fluores-
centes de 15 W, a 25 °C durante 10 min. Apds a exposicdo a luz, a absorbancia do meio de incu-
bacdo foi medida por espectrofotometria a 600 nm. A quantidade de homogeneizado adicionado
ao meio de incubacdo foi mantida abaixo de uma unidade de enzima para assegurar precisdo sufi-
ciente. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que inibiu
50% da reducdo de NBT, de acordo com a equacédo abaixo: %Il = (AS-ANC)/ANC, onde %l é a
percentagem de inibi¢do; AS € a absorbancia das amostras, e ANC a absorbancia do controle ne-
gativo (sem extrato da enzima).

O doseamento da atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi realizada utilizando o
modelo de substrato padréo dinitrobenzeno 1-cloro-2,4- (CDNB) de acordo com Mauch e Dudler
(1993). A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 0,1 mL de extrato da enzima a 2 mL da mistura reaci-
onal contendo 3,6 mmol de glutationa reduzida e 1 mmol de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno em tampéo

fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,5). A atividade enzimatica foi determinada pelo do monitoramento
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da variacdo da absorbancia a 340 nm. A alteracéo na absorbancia foi diretamente proporcional a
atividade de GST.

3.4 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS EM SILICA C18

O extrato bruto etandlico de E. sonchifolia e S. auriculata foi submetido a fracionamento,
pois este apresentava maior atividade inibitoria sobre o crescimento da cepa de M. aeruginosa
estudada ao final do bioensaio, por esse motivo uma coluna cromatografica foi ajustada com cerca
de 75% silica LiChroprep® RP-18 (40-63 um) (MERCK®) e 25% da mesma silica incorporado
com 2,0 g de extrato. Em seguida, os extratos foram eluidos com misturas de Agua/Metanol em
polaridade decrescente, realizando as separacdes em fase reversa na seguinte sequéncia: gua des-
tilada, agua destilada: metanol (80:20), agua destilada: metanol (60:40), &gua destilada: metanol
(40:60), agua destilada: metanol (20:80) e metanol. As trocas de solventes foram realizadas sempre
que a fracdo permanecia sem evidéncia de separagdo, desta forma, o fracionamento de cada extrato
resultou cada um em fragOes de F1 a F6. As frag0es filtradas foram concentradas em um evaporador
rotativo a 40+2°C, armazenadas em frasco ambar a temperatura ambiente, e entdo submetidas a

novos bioensaios nas concentragdes de 25 e 50 mg/L.

3.5 QUANTIFICACAO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS

A quantificacdo de fendis e flavonoides dos extratos e fracBes mais ativos nos bioensaios
foi realizada pela diluicdo dos mesmos em etanol nas concentragGes de 25, 50, 75, 100, 250, 500,
1.000, 3.000, 5.000 e 10.000 pg/mL. Para a determinagdo do teor de fenois totais foi utilizado o
método de Singleton e Rossi (1965). Para cada 0,5 mL de extrato nas diferentes concentracdes foi
adicionada 5 mL de agua destilada, além de 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apés 3 min,
1 mL de solugéo saturada de Na,COs foi adicionada a 10% e a mistura foi armazenada durante 1h.
A absorbancia foi medida a 725 nm utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis (Modelo: SP220,
BIOSPECTRO, BRASIL). Todos os testes foram realizados em triplicada e os resultados foram
expressos em pg equivalente de acido galico (AGE) por miligrama de extrato.

A quantificacdo dos flavonoides totais dos extratos e fragdes foi determinada com base no
espectrofotometro UV-Vis e as amostras foram preparadas como descrito por Zhishen, Mengcheng
e Jianming (1999), com base na complexagédo dos flavonoides com AICls. Uma aliquota de 250
uL de extrato em diferentes concentracdes foi misturada com 1,25 mL de agua destilada e 75 mL

solucdo de NaNO, em 5%. Apos 6 min, foi adicionada uma solucéo de 150 uL AICIs/H20 a 10%.



27

Apo6s 5 min, foi adicionado 0,5 mL de uma solucdo de NaOH 1 M e, em seguida, o volume total
foi ajustado por adicdo de 2,5 mL de dgua destilada. As amostras foram agitadas em misturador de
vortice e a absorbancia foi medida a 510 nm. Todos os testes foram realizados em triplicada e 0s

resultados foram expressos em pg equivalente de rutina (RE) por miligrama de extrato.

3.6 DETERMINACAO DA CITOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM CELULAS MERIS-
TEMATICAS DE RAIZ DE Allium cepa

Apos o Ultimo dia do bioensaio (6° dia) com os extratos brutos e fra¢cBes mais ativas de S.
auriculata e E. sonchifolia sobre M. aeruginosa BCCUSP232, 40 mL de cada bioensaio foram
separados e utilizados para o teste em Allium cepa.

Seguindo procedimento descrito por Fiskesjo (1985), sementes de A. cepa variedade Baia
periforme de mesmo lote foram submetidas a germinacdo, em placas de Petri, embebidas com as
amostras dos bioensaios (tratamento continuo). Quando as raizes das plantulas atingiram em média
1 cm de comprimento, as mesmas foram transferidas para placas de Petri com papel filtro embebi-
dos com agua destilada, permanecendo nestas placas até atingirem 5 cm médio de comprimento
(periodo de recuperacdo) e, por fim, foi realizada a coleta das raizes. Todo o experimento foi rea-
lizado em condigdes de umidade relativa, temperatura e luminosidade controladas artificialmente
em estufas de germinacédo tipo BOD. Ap0s a coleta, as raizes foram fixadas em Carnoy (&lcool
etilico absoluto e &cido acético glacial, 3:1) e entdo armazenadas em geladeira (+4°C) até o preparo
e analise das laminas.

As raizes foram hidrolisadas em &cido cloridrico (HCI) 1N a 60°C, durante 8 minutos, e
posteriormente coradas em Reativo de Schiff por 2 horas ao abrigo da luz. As raizes foram colo-
cadas sobre laminas e adicionado uma gota de Carmin acético 2% sobre o meristema e as mesmas
cobertas por laminulas. Em seguida foram esmagadas e fixadas em chama de lamparina. As anali-
ses foram realizadas em microscopio éptico (aumento de 40x e 100x com auxilio de éleo de imer-
s&0).

Foram utilizadas cinco raizes por parcela, contando 5000 células/tratamento. Os efeitos ci-
totoxicos da agua residual foram determinados pela anélise do indice mitético (n° total de células
em divisao/n°® total de células analisadas x 100) e indice de morte celular (n° total de células em
morte/n° total de células analisadas x 100). As aberracGes cromossdmicas também foram determi-
nadas (anafase e teldfase aberrantes), e suas frequéncias utilizadas para determinar o indice de

alteracdes cromossdmicas (n° total de células alteradas/n® total de células analisadas x 100). J& a
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determinacdo da frequéncia de células micronucleadas foi utilizada para determinar os efeitos mu-
tagénicos, por meio da analise do indice de mutagenicidade (n° de células com micronucleo e que-

bras/n° total de células analisadas x 100).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos nos testes acima descritos foram submetidos a tratamento estatistico
por meio de testes de normalidade (SHAPIRO-WILKS) e homogeneidade (LEVENE). Para iden-
tificar as diferencas entre os tratamentos e 0s grupos controle, os dados foram analisados por meio
de testes paramétricos (ANOVA e TUKEY; 0=0,05).

4 RESULTADOS

4.1 Salvinia auriculata

4.1.1 Efeito do extrato e fracdo de S. auriculata no crescimento de Microcystis aeruginosa
BCCUSP232

Com a aplicagdo dos extratos obtidos de S. auriculata (Figura 2) foi possivel verificar efeito
inibitério na concentracdo de 250 mg/L para o extrato etandlico e acetato de etila no 2° dia de
exposicao (diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle p<0,05). A maior reducao na
densidade celular ocorreu quando foi utilizada a concentragdo 500 mg/L do extrato aquoso no 4°
dia do bioensaio (p<0,05), contudo, apds esse periodo houve retomada no crescimento da cianobac-
téria. No 6° dia de exposicao aos extratos de S. auriculata a maior redugdo da concentracéo celular

foi observada para 500 mg/L do extrato etandlico com 1,01(0,09).10° células/mL.
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Figura 2 - Efeito inibit6rio do extrato aquoso (A) etanélico (B) e acetato de etila (C) de S. auriculata no crescimento
de M. aeruginosa BCCUSP232. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).
Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Devido a maior redugéo na densidade celular ao final dos seis dias de experimento com a
cepa de M. aeruginosa exposta ao extrato etandlico de S. auriculata, esse extrato foi selecionado
e entdo fracionado, resultando em seis fracdes identificadas de F1 a F6. As fracbes obtidas foram
entdo utilizadas em novos bioensaios nas concentragdes de 25 e 50 mg/L.

De maneira a melhor comparar as inibi¢fes observadas e verificar as fracbes de maior efe-
tividade na reducdo do nimero de células, as taxas de inibicdo (Tabela 1) foram calculadas a partir
das diferentes concentragdes utilizadas.

A partir dos dados obtidos, na Tabela 1, foi possivel observar que com a exposicéo as fra-
¢oes do extrato etanolico de S. auriculata, as maiores inibicdes foram obtidas na fragdo 6 (25 e 50
mg/L) com valores de 32,1 (x4,3)% e 46,3 (£6,3)%, respectivamente.

Devido a estes resultados, a fracdo 6 (metandlica) de S. auriculata, juntamente com o ex-
trato bruto mais ativo (etanolico), foram utilizados no restante das analises, a fim de elucidar os

seus mecanismos de acao sobre a cepa de M. aeruginosa.
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Tabela 1 - Taxas de inibicéo celular média para M. aeruginosa exposta as fragdes provenientes de extrato etanolico
de Salvinia auriculata em diferentes concentragdes.

Concentragio N° médio N® médio
Amostra teste de extrato (10° célu- (10° célu- Tl (%)
(mg/mL) las/mL) las/mL)
o _ 25 2,95 3,09 -4,51 (%8,8)
Salvinia auriculata F1
50 2,95 3,30 -11,9 (+4,8)
o _ 25 2,95 3,07 -4,0 (£1,6)
Salvinia auriculata F2
50 2,95 2,99 -1,1 (£5,6)
o _ 25 2,95 2,67 9,6 (+8,0)
Salvinia auriculata F3
50 2,95 2,70 8,5 (¢8,0)
o _ 25 2,95 2,89 2,3 (x0,8)
Salvinia auriculata F4
50 2,95 2,90 1,7 (£1,6)
o _ 25 2,95 2,92 1,2 (£5,0)
Salvinia auriculata F5
50 2,95 2,62 11,27 (£7,1)
o _ 25 2,95 2,00 32,1 (x4,3)
Salvinia auriculata F6
50 2,95 1,58 46,3 (£2,2)

No e N indicam a concentracéo celular no recipiente controle e no recipiente teste, respectivamente, apds 6 dias de
experimento, e Tl ataxa média (n=3) de inibicdo calculada (+desvio padrdo). Valores negativos representam atividade
contréria a inibicdo.

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.1.2 Peroxidacdo lipidica

Uma vez que o MDA é um produto da decomposicdo da membrana celular de algas, as
alteracdes no seu contetdo foram usadas como indicador de peroxidacdo lipidica em M. aerugi-
nosa exposta a diferentes concentracdes do extrato e fracdo de S. auriculata mais ativos nos bio-
ensaios. Como mostrado nas Figura 3, o contetido de MDA das células de M. aeruginosa aumentou
significativamente (p<0,05) em comparacao ao grupo controle. Esse aumento pdde ser observado
ja no 2° dia de bionsaio para todas as concentracdes do extrato e fracdo utilizada, com aumento
nos seus niveis a medida que o tempo do bieonsaio se estendia. A maior dosagem de MDA
(0,18+0,008 mmol/L) foi obtida para a fracdo metandlica (50 mg/L) de S. auriculata no 6° dia de

bioensaio.
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Figura 3 - Efeito do extrato etandlico (EE) e fracdo metandlica (F6) do extrato etandlico de S. auriculata no contetdo
de Malondialdeido em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentracdes dos
extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’, ‘c’ e
‘d’ representam significancia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.1.3 Espécies reativas de oxigénio (ROS): determinacéo de Peroxido Hidrogénio (H202) in-

tracelular

Como pode ser visualizado na figura 4, a concentracdo de H.O> interno em Microcystis
aeruginosa aumentou na presenca do extrato e fragdo de S. auriculata. Diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05) na producdo de H2O- por M. aeruginosa foram registradas a partir do dia

2° dia de exposicdo quando comparado ao grupo controle.
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Figura 4 - Efeito do extrato etandlico (EE) e fracdo metandlica (F6) do extrato etandlico de S. auriculata no contetdo
de H,0O; intracelular em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentracfes dos
extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’, e ‘¢’
representam significancia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.1.4 Proteinas totais e atividade das enzimas antioxidantes

O extrato e a fracdo de S. auriculata causaram reducdo no conteudo total de proteinas de M.
aeruginosa (Figura 5). Todas as concentragdes do extrato e fragdo reduziram significativamente (p
<0,05) as concentracdes totais de proteinas de M. aeruginosa ao longo do estudo. A maior reducédo

ao final do ultimo dia do bioensaio foi observada para a maior concentracdo da fracdo metandlica

(50 mgL).
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Figura 5 - Efeito do extrato etandlico (EE) e fracdo metandlica (F6) do extrato etandlico de S. auriculata no contetdo
de proteinas totais em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencgas entre o controle e as diferentes concentragdes dos
extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’, ‘¢’, e
‘d’ representam significAncia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Na quantificacdo da atividade da catalase intracelular em M. aeruginosa, foi possivel veri-
ficar aumento significativo (p <0,05) em comparacgdo ao grupo controle, tanto na presenca do ex-
trato, quanto da fracdo de S. auriculata ao longo do experimento (Figura 6). Os maiores niveis na
atividade da CAT foram verificados em 250 mg/L do extrato e 25 mg/L da fracé&o utilizados.
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Figura 6 - Efeito do extrato etanolico (EE) e fragdo metanolica (F6) do extrato etandlico de S. auriculata na atividade
da Catalase em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentragdes dos extratos
foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’, ‘c’, ‘d’ e ‘¢’
representam significAncia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Como pode ser verificado na Figura 7, a atividade da enzima POD de M. aeruginosa au-
mentou drasticamente ap0s a exposic¢do a diferentes concentragdes do extrato e fracdo de S. auri-
culata. Esse aumento foi estatisticamente significativo a partir do 2° dia de bioensaio (p <0,05).
Para o extrato etandlico, os maiores niveis de atividade da enzima foram obtidos para a concentra-

¢do de 500 mg/L, enquanto da fracdo em 50 mg/L, do 2° ao 6° dia de bioensaio.
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Figura 7 - Efeito do extrato etanolico (EE) e fragdo metanolica (F6) do extrato etandlico de S. auriculata na atividade
da Peroxidase em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferengas entre o controle e as diferentes concentracfes dos extratos
foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’, ‘c’, ‘d’ e ‘¢’
representam significAncia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Na Figura 8, estéo apresentados os dados obtidos para a atividade da SOD intracelular de
M. aeruginosa exposta a extrato e fragio de S. auriculata. E possivel verificar aumento significa-
tivo nos niveis da enzima, assim como perfil de aumento dose dependente, diferindo estatistica-

mente do grupo controle logo no 2° dia de exposicao.
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Figura 8 - Efeito do extrato etandlico (EE) e fracdo metandlica (F6) do extrato etanélico de S. auriculata na atividade
da Superoxido dismutase em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentragdes
dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’,
‘c’, ‘d’ e ‘e’ representam significancia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrao (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Na figura 9, € possivel verificar aumento significativo na atividade da GST de M. aerugi-
nosa para todas as concentracdes do extrato e fracdo de S. auriculata utilizadas no bioensaio. Esse

efeito foi mais acentuado no 2° dia de exposicao da cianobactéria ao extrato e fracdo utilizados.
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Figura 9 - Efeito do extrato etanélico (EE) e fracdo metandlica (F6) do extrato etanélico de S. auriculata na atividade
da Glutationa S-transferase (GST) em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferengas entre o controle e as diferentes con-
centragOes dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos
‘a’, ‘b’, ‘c’, e ‘d’ representam significancia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrao (n=3).
Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.1.5 Determinacao de polifendis e flavonoides totais

Anadlises fitoquimicas revelaram que o extrato etanolico de S. auriculata apresentou 232.79
(£8.7) mg de polifendis totais GAE g-1 DW e 143.2 (£5.4) mg RE g-1 DW de flavonoides totais.
Por outro lado, a fracdo metanolica (F6) do extrato de S. auriculata possuia 217.3 (£8.3) mg de
polifendis totais GAE g-1 DW e 118.9 (5.7) mg RE g-1 DW de flavonoides totais.

4.1.6 Determinacao da citotoxicidade e genotoxicidade em células meristematicas de raiz de

Allium cepa

O indice mitotico de células meristematicas radiculares de A. cepa expostas a agua residual
dos bioensaios de M. aeruginosa tratada com o extrato e fragdo mais ativos de S. auriculata, estéo
apresentados na Tabela 2. A fim de melhor comparar as dguas residuais tratadas com diferentes
concentraces do extrato e fracdo, com o grupo controle do bioensaio (Meio de cultivo +
Cianobactéria), o controle negativo do teste de Allium cepa (dgua destilada) néo foi adicionado na
tabela. Porém, os dados obtidos permitiram observar que o controle do bioensaio, extrato e fracdo
de S. auriculata apresentaram aumento em todos os indices em relacdo ao controle negativo (indice

mitotico 10.09+1.07, indice de morte 0.25+0.12, aberra¢es cromossdmicas 0.23+0.15 e indice de
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mutagencidade 0.00+0.00). Foi possivel verificar que o aumento na concentragdo do extrato
reduziu o indice mitético e aumentou o indice de morte e alteracdes cromossdmicas. Para as duas
concentracbes da fracdo utilizada, o indice mitdtico apresentou valores inferiores quando
comparados com o grupo controle do bioensaio, porém, ndo diferiram estatisticamente do mesmo.
Todos os tratamentos apresentaram médias maiores em relagdo ao grupo controle, quanto ao indice
de morte, indice de alteragbes cromossémicas e indice de mutagenicidade. Resultado inverso foi

observado para as duas concentracdes da fracdo utilizada.

Tabela 2 - indice Mitdtico, indice de Morte, Indice de alteragdes cromossdmicas e indice de mutagenicidade de células
meristematicas de raiz de Allium cepa tratadas com &gua resultante do bioensaio com M. aeruginosa utilizando extrato
e fracdo ativa de S. auriculata em diferentes concentragdes. Controle foi tratado com &gua resultante do bioensaio com
M. aeruginosa sem adicao de extrato ou fracdo (Meio de cultivo + Cianobactéria).

- indice de o
) _ . o Indice de Indice de
Bioensaio Indice mitotico alteracOes o
morte . mutagenicidade
cromossomicas

Controle 11.62+0.70a  2.74+0.49ab 1.40+0.68a 1.34+0.31a
EE S. auriculata 100 mg/L  12.14+0.40a  2.77+0.48ab 1.46+0.21a 1.44+0.22a
EE S. auriculata 250 mg/L ~ 9.87£0.59bc ~ 3.09+0.61ab 1.73+0.43a 1.36+0.34a
EE S. auriculata 500 mg/L ~ 8.64+0.71c 3.28+0.11a 1.90+0.26a 1.3740.22a
F6 S. auriculata 25 mg/L  10.79+1.14ab  2.35+0.31b 1.29+0.28a 1.06+0.20a
F6 S. auriculata 50 mg/L  11.15+0.87ab  2.38+0.51ab 1.30£0.34a 1.08+0.22a

EE=Extrato etanolico e F6=Fra¢do metandlica. 5000 células analisadas. MédiastDesvio padrdo. Diferen-
cas entre o controle e as diferentes concentra¢6es dos extratos foram determinadas por ANOV A um fator seguido pelo
teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’ e ‘c’ representam significdncia em P<0.05.

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.2 Emilia sonchifolia

4.2.1 Efeito do extrato e fracdo de E. sonchifolia no crescimento de Microcystis aeruginosa
BCCUSP232

Na figura 10 estdo apresentadas as densidades celulares médias obtidas para a exposicao de
M. aeruginosa aos extratos de E. sonchifolia. Foi possivel observar que o crescimento celular foi
inibido de forma mais efetiva nas concentra¢6es de 250 e 500 mg/L dos 3 extratos utilizados. Apos
0 4° dia de exposicdo aos extratos aquoso e acetato de etila, o efeito inibitdrio sobre a cepa de
cianobactéria foi reduzido, resultando na retomada de seu crescimento, sendo esta retomada mais

acentuada para o extrato acetato de etila. Os valores de concentragéo celular nos testes com 250 e
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500 mg/L do extrato etandlico apresentaram diferencas estatisticas significativas em relagdo ao
controle ao longo de todo o bioensaio (p<0,05), sendo possivel verificar no 6° dia densidades ce-
lulares de 1,37(+0,08).10° células/mL para 250 mg/L e 1,52(+0,19).108 células/mL para 500 mg/L.

Densidade Algal (106 células/mL)
i

Densidade Algal (106 células/mL)
in

Tempo de Cultivo (dias) Tempo de Cultivo (dias)

c

2 | I Controle
L 100 mg/L
—250 mg/L

,i__________, —500 mg/L

R

Densidade Algal (10° células/mL)

0 2 4 6
Tempo de Cultivo (dias)

Figura 10 - Efeito inibitério do extrato aquoso (A) etandlico (B) e acetato de etila (C) de E. sonchifolia no crescimento
de M. aeruginosa BCCUSP232. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).
Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Devido a maior reducdo na densidade celular ao final dos seis dias de experimento com a
cepa de M. aeruginosa exposta ao extrato etanélico de E. sonchifolia, esse extrato foi selecionado
e entdo fracionado, resultando em seis fragdes identificadas de F1 a F6. As fragdes obtidas foram
entéo utilizadas em novos bioensaios nas concentracgdes de 25 e 50 mg/L.

De maneira a melhor comparar as inibiges observadas e verificar as fragcbes de maior efe-
tividade na reducdo do nimero de células, as taxas de inibi¢do (Tabela 3) foram calculadas a partir

das diferentes concentrages utilizadas.
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Tabela 3 - Taxas de inibicdo celular média para M. aeruginosa exposta as fragdes provenientes de extrato etanolico
de Emilia sonchifolia em diferentes concentragdes.

Concentracao No médio N médio
Amostra teste de extrato (10° célu- (10° célu- Tl (%)
(mg/L) las/mL) las/mL)
25 2,95 2,67 9,6 (¢8,0)
Emilia sonchifolia F1
50 2,95 2,49 15,8 (¢5,6)
. o 25 2,95 2,92 1,1 (£4,0)
Emilia sonchifolia F2
50 2,95 2,45 16,9 (£5,6)
. o 25 2,95 2,70 8,5 (£6,3)
Emilia sonchifolia F3
50 2,95 2,95 0 (5,5)
25 2,95 2,87 2,9 (£8,0)
Emilia sonchifolia F4
50 2,95 2,62 11,3 (x2,4)
. o 25 2,95 2,16 27,1 (x7,2)
Emilia sonchifolia F5
50 2,95 1,77 40,0 (£3,2)
- o 25 2,95 2,50 15,2 (£3,2)
Emilia sonchifolia F6
50 2,95 2,65 10,2 (£7,1)

No e N indicam a concentracéo celular no recipiente controle e no recipiente teste, respectivamente, apds 6 dias de
experimento, e Tl ataxa média (n=3) de inibicdo calculada (+desvio padrdo). Valores negativos representam atividade
contréria a inibicéo.
Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Para E. sonchifolia a fracdo 5 (hidrometandlica 20:80) do extrato etandlico, apresentou o
maior percentual de inibicdo, com valores de 27,1 (£7,2) e 40,0 (x£3,2) nas concentragdes de 25 e
50 mg/L, respetivamente.

Devido a estes resultados, a fracdo hidrometanolica (20:80) de E. sonchifolia, foi utilizada
juntamente com o extrato bruto mais ativo (etanolico) no restante das analises, afim de elucidar os

seus mecanismos de acao sobre a cepa de M. aeruginosa.

4.2.2 Peroxidacao lipidica

As alteracdes no conteddo de MDA foram usadas como um indicador de peroxidacao lipi-
dica em M. aeruginosa exposta a diferentes concentracfes do extrato e fragdes de E. sonchifolia.
Como mostrado na Figura 11, o conteudo de MDA das células de M. aeruginosa aumentou signi-
ficativamente (p<0,05) em comparacgéo ao controle. Esse aumento pdde ser observado ja no 2° dia

de bionsaio para todas as concentracdes dos extrato e fracdo utilizada, com valores crescentes a
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medida que o tempo se estendia. A maior dosagem de MDA foi obtida para a concentracdo de 250

mg/L do extrato de E. sonchifolia no 6° dia de bioensaio.

0.2
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0.16 mEE 250 mg/L
= EE 500 mg/L
0.14 md
mF525 mg/L
0.12 mF5 50 mg/L

0.1
0.08
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0.04
0.02

Concentragcao de MDA (mmol/L)

2 4 6
Tempo de Cultivo (dias)

Figura 11 - Efeito do extrato etanélico (EE) e fragdo hidrometandlica 20:80 (F5) do extrato etandlico de E. sonchifolia
no contetdo de Malondialdeido em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concen-
tragdes dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’,
‘b, ¢’ ‘d’ e ‘e’ representam significincia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.2.3 Espécies reativas de oxigénio (ROS): determinacao de Perdxido Hidrogénio (H203) in-

tracelular

Apesar de oscilagdes nos niveis de H20> intracelular, como tendéncia geral, a concentragdo
de H>O; interno em Microcystis aeruginosa aumentou ao longo do tempo na presenca do extrato e
da fracdo mais ativa de E. sonchifolia (Figura 12). Diferencas estatisticamente significativas (p
<0,05) na producéo de H.O> por M. aeruginosa foram registradas a partir do dia 2° dia de exposi-
¢do. A maior concentracao média de H2O> (4,14+0,16 umol/g) em M. aeruginosa foi observada no

2° dia de exposicao a fracdo hidrometanolica 20:80 (50 mg/L) de E. sonchifolia.
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Figura 12 - Efeito do extrato etanolico (EE) e fragdo hidrometandlica 20:80 (F5) do extrato etandlico de E. sonchifolia
no contetido de H,O; intracelular em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concen-
tragOes dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’,
‘b’, °c’, e ‘d’ representam significancia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.2 .4 Proteinas totais e atividade das enzimas antioxidantes

O extrato e a fracdo de E. sonchifolia causaram declinio no conteudo total de proteinas de
M. aeruginosa (Figura 13). Todas as concentracfes do extrato e fracdo reduziram significativa-
mente (p <0,05) as concentracdes totais de proteinas de M. aeruginosa no periodo avaliado, quando

comparadas ao grupo controle.
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Figura 13 - Efeito do extrato etandlico (EE) e fragdo hidrometandlica 20:80 (F5) do extrato etandlico de E. sonchifolia
no contetdo de proteinas totais em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concen-
tragdes dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’,
‘b’, e ‘c’ representam significincia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrido (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Comparadas ao controle, as atividades da catalase de M. aeruginosa aumentaram significa-
tivamente (p <0,05), tanto na presenca do extrato, quanto da fracdo de E. sonchifolia ao longo do
experimento (Figura 14). As maiores atividades da CAT foram obtidas para a maior concentragao

do extrato e para a menor concentragéo da fragéo.
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Figura 14 - Efeito do extrato etandlico (EE) e fragdo hidrometandlica 20:80 (F5) do extrato etandlico de E. sonchifolia
na atividade da Catalase em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferengas entre o controle e as diferentes concentragdes
dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’,
‘c’, e ‘d’ representam significdncia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Como pode ser observado na Figura 15, as atividades de POD de M. aeruginosa aumenta-
ram apos a exposicao a diferentes concentracdes do extrato e fracdo de E. sonchifolia. Em compa-
racao ao grupo controle, a elevacao nos niveis de atividade da enzima foi estatisticamente signifi-
cante (p <0,05) a partir do 2° dia de bioensaio. Os maiores niveis de atividade da enzima foram
obtidos para a concentracdo de 500 mg/L do extrato etandlico e 50 mg/L da fra¢do hidrometandlica

(20:80) de E. sonchifolia no 4° dia de exposicéo.
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Figura 15 - Efeito do extrato etandlico (EE) e fragdo hidrometandlica 20:80 (F5) do extrato etandlico de E. sonchifolia
na atividade da Peroxidase em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentracdes
dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’,
‘c’, e ‘d’ representam significancia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Na Figura 16 € possivel observar o aumento significativo nos niveis de atividade da SOD
de M. aeruginosa exposta a extrato e fracdo de E. sonchifolia. Os dados apresentaram aumento
dose dependente na atividade da enzima SOD, diferindo estatisticamente do grupo controle logo

no 2° dia de exposicéo.
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Figura 16 - Efeito do extrato etandlico (EE) e fragdo hidrometandlica 20:80 (F5) do extrato etandlico de E. sonchifolia
na atividade da Superéxido dismutase em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes
concentragdes dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os sim-
bolos ‘a’, ‘b’, ‘c’, ‘d’, ‘e’ e ‘f’ representam significAncia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=3).
Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Na figura 17, estéo apresentados os dados obtidos para a atividade da enzima GST. Durante
todo o periodo do bioensaio, foi possivel verificar aumento significativo na atividade da GST de
M. aeruginosa em todas as concentracdes do extrato e fracdo de E. sonchifolia utilizadas, quando
comparadas com o grupo controle. Ndo ocorreram diferencas estatisticas entre os tratamentos uti-

lizados durante os dias avaliados do bioensaio.
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Figura 17 - Efeito do extrato etandlico (EE) e fragdo hidrometandlica 20:80 (F5) do extrato etandlico de E. sonchifolia
na atividade da Glutationa S-transferase (GST) em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as dife-
rentes concentracdes dos extratos foram determinadas por ANOV A um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os
simbolos ‘a’ e ‘b’ representam significancia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrao (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.2.5 Determinacdo de polifendis e flavonoides totais

A espécie terrestre E. sonchifolia apresentou para o extrato etanolico 151.2 (+7.1) mg de
polifendis totais GAE g-1 DW e 107.9 (x£7.3) mg RE g-1 DW de flavonoides totais. Por outro lado,
a fracdo hidrometandlica (20:80) do extrato de E. sonchifolia possuia 361.94 (+9.2) mg de polife-
nois totais GAE g-1 DW e 164.32 (£6.7) mg RE g-1 DW de flavonoides totais.

4.2.6 Determinacao da citotoxicidade e genotoxicidade em celulas meristematicas de raiz de

Allium cepa

O indice mitdtico de células meristematicas radiculares de A. cepa, expostas a dgua residual
dos bioensaios de M. aeruginosa tratada com o extrato e fracdo mais ativos de E. sonchifolia, estdo
apresentados na Tabela 4. A fim de melhor comparar as dguas residuais tratadas com diferentes
concentraces do extrato e fracdo, com o grupo controle do bioensaio (Meio de cultivo +
Cianobactéria), o controle negativo do teste de Allium cepa (agua destilada) néo foi adicionado na
tabela. Porém, os dados obtidos permitiram observar que o controle do bioensaio, extrato e fracao

de E. sonchifolia apresentaram aumento em todos os indices em relacdo ao controle negativo
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(indice mitotico 10.09+1.07, indice de morte 0.25+0.12, aberra¢@es cromossdmicas 0.23+0.15 e
indice de mutagencidade 0.00+£0.00).

Apesar de todos tratamentos com o extrato e fracdo apresentarem reducdo no indice
mitotico, quando comparados com o grupo controle do bioensaio, apenas a concentracdo de 500
mg/L do extrato utilizado no bioensaio diferiu estatisticamente. Quando comparados controle do
bioensaio e as diferentes concentragdes do extrato, foi verificado que de forma geral, o0 aumento
na concentracdo do extrato causou reducdo das médias do indice mitético e aumento do restante
dos indices. Quando essa comparacdo é feita entre controle do bioensaio e as concentracdes da
fracdo, foi verificada reducdo nas médias dos indices mitotico, de morte, aberracdes

cromossdmicas e mutagenicidade.

Tabela 4 - indice Mit6tico, indice de Morte, indice de alteragbes cromossémicas e indice de mutagenicidade de células
meristematicas de raiz de Allium cepa tratadas com agua resultante do bioensaio com M. aeruginosa utilizando extrato
e fracdo ativa de E. sonchifolia em diferentes concentracdes. Controle foi tratado com agua resultante do bioensaio
com M. aeruginosa sem adi¢do de extrato ou fracdo (Meio de Cultivo + Cianobactéria).

o o indice de .
_ _ Indice Indice de Indice de
Bioensaio o alteracoes .
mitotico morte . mutagenicidade
cromossémicas

Controle 11.62+0.70a  2.74+0.49ab 1.40+0.68a 1.34+0.31a
EE E. sonchifolia 100 mg/L  10.32+0.43ab  2.78+0.58ab 1.62+0.37a 1.28+0.15a
EE E. sonchifolia 250 mg/L ~ 9.77+0.59ab  3.12+0.47ab 1.68+0.32a 1.44+0.34a
EE E. sonchifolia 500 mg/L 8.52+0.41b 3.45+0.30a 1.96+0.42a 1.49+0.14a
F5 E. sonchifolia 25 mg/L 9.44+0.97ab  2.42+0.36b 1.33+0.28a 1.08+0.19a
F5 E. sonchifolia 50 mg/L 11.21+1.14a  2.48%0.46b 1.36+0.37a 1.11+0.17a

EE=Extrato etandlico e F5=Fracdo hidrometanolica (20:80). 5000 células analisadas. MédiastDesvio pa-
drdo. Diferencas entre o controle e as diferentes concentracdes dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator
seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’ e ‘b’ representam significancia em P<0.05.

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

5 DISCUSSAO

O bioensaio sobre cultura da cianobactéria M. aeruginosa BCCUSP232 exposta aos extra-
tos e fracdes de Salvinia auriculata e Emilia sonchifolia inicialmente mostrou reducdo em seu
crescimento, com retomada conforme o tempo de exposigéo se estendia, desta forma, refletindo na
sua densidade celular. Resultados semelhantes foram observados em estudos realizados por Liu et
al. (2011) e Meng et al. (2015) que utilizaram extratos de Eichhornia crassipes e Ailanthus altis-

sima para controle de M. aeruginosa. De acordo com Kong et al. (2006) e Hong e Hu (2009)
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dependendo do tempo de exposi¢do dos aleloquimicos em meio de cultura € possivel constatar
degradacdo dos mesmos, interferindo diretamente na acado inibitdria do extrato, tornando possivel
a retomada do crescimento de M. aeruginosa, assim como observado no presente estudo.

Para a determinacdo do H>O; intracelular das cianobactérias, foi observada elevacdo da
formacao inicial de H20O- ap0s a exposicao aos extratos e fracGes das espécies vegetais estudadas.
De acordo com estudos realizados por Rhoads et al. (2006) e Qian et al. (2012) o aumento de H.O>
esta correlacionado diretamente com o aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS). As espe-
cies reativas de oxigénio tém sua producdo intensificada significativamente em organelas de orga-
nismos fotossintéticos que sofrem exposicdo ao estresse ambiental e/ou exdgeno Qian et al. (2012).
Além disso, e de acordo com Dummermuth et al. (2003), Torres et al. (2008) e Mikula et al. (2012),
a elevada producédo de H.0. aumenta o risco de dano oxidativo para a célula, resultando em danos
a diversas estruturas relacionadas aos cloroplastos, reducdo nos niveis de clorofila a e, consequen-
temente reducdo do potencial fotossintético. Sendo assim, estes danos poderiam também estar cor-
relacionados com o declinio na densidade celular observada neste estudo.

Na determinacdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada a formacdo de malondialdeido, pois
de acordo com Zhou et al. (2016), este reativo comporta-se como um biomarcador para danos
oxidativos causados na membrana lipidica das células de cianobactérias. No presente estudo, 0s
resultados obtidos para os extratos e fragdes mais ativos, permitiram observar que o contedo de
MDA aumentou de acordo com o tempo de exposicdo. Diante disso, tal resultado revelou a ocor-
réncia de alteracGes na peroxidacdo lipidica em M. aeruginosa expostas a diferentes concentracdes
dos extratos e fracdes de S. auriculata e E. sonchifolia, resultando no efeito inibitorio sobre o
crescimento da cianobactéria. Li et al. (2016) e Li e Hu (2005) demonstraram em seus estudos que
determinados aleloquimicos podem causar lesdes nas membranas celulares, principalmente devido
a desequilibrio nos canais i6nicos, resultando em alteracBes na permeabilidade da membrana e
comprometendo a integridade da mesma. Este fato também poderia justificar os resultados
observados no presente estudo, os quais sdo corroborados com estudos realizados por Meng et al.
(2015) e Li et al. (2016) que utilizaram extratos de Ailanthus altissima e Sagittaria trifolia sobre
populacdes de M. aeruginosa causando alteraces em sua peroxidacao lipidica.

O teor de proteinas é um fator importante na determinacao das taxas de atividade do meta-
bolismo celular (ZHANG et al. 2013). Neste estudo, a diminuicdo dos teores de proteinas totais
intracelulares para os bioensaios utilizando extratos e fracfes vegetais, pode, desta forma, ser ex-
plicada pela inibicdo da sintese proteica, levando ao mal funcionamento do metabolismo fisiolo-

gico normal nas células da cianobactéria, refletindo na sua densidade celular. Essa suposicao esta
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de acordo com estudo anterior de Ni et al. (2012), e pode ser um dos mecanismos de inibicéo de
algas.

Na determinacéo das concentracfes de POD e CAT neste estudo, foi possivel observar que
as atividades de ambas foram elevadas de acordo com o aumento do H2O- interno. Segundo Qian
etal. (2012), estas enzimas sequestram o excesso de H.O> produzido em M. aeruginosa e em outros
organismos fotossintéticos, produzindo agua e oxigénio, fato que pode explicar o aumento destas
enzimas nas diferentes concentracdes e no tempo de exposicao aos extratos. Os resultados deste
estudo estdo de acordo com Hong et al. (2009) e Li et al. (2016) que demonstraram que a exposicao
de M. aeruginosa a extratos vegetais resultou em aumento na atividade de POD e CAT. Além
disso, de acordo com Murphy et al. (2000) estas enzimas possuem largo espectro de especificidade
para o substrato, incluindo compostos fendlicos, acido férmico, formaldeido, indol, pirogalol e
catecol, principais xenobidticos oxidantes em plantas.

De acordo com Mishra et al. (1993) e Qureshi et al. (2007), a SOD é uma enzima que con-
verte o superdxido em oxigénio livre e perdxido de hidrogénio, e este ultimo é convertido em agua
e oxigénio pela acdo da POD e CAT. Portanto, a SOD tem sido apontada como a primeira linha de
defesa contra os ROS (HASSAN e SCANDALIQOS, 1990). Como mostrado no presente estudo, a
atividade da SOD de M. aeruginosa foi visivelmente estimulada pelos extratos e fragdes de S.
auriculata e E. Sonchifolia, para responder ao extresse oxidativo causado, o que também foi
verificado por Li et al. (2016), utilizando extrato de Sagittaria trifolia em M. aeruginosa.

No presente estudo, péde ser observado aumento na atividade de GST em resposta a pre-
senca dos extratos e fracOes, isso indica que a mesma esteja envolvida na biotransformacéo e/ou a
desintoxicagdao do metabolismo da cianobactéria em resposta aos extratos e fraces vegetais. Isto
ocorre como uma medida de protecdo contra 0s danos oxidativos. Esta biotransformagao e/ou de-
sintoxicacdo € conseguida pelo processo de conjugacao que utiliza a forma reduzida de glutationa
(GSH), catalisada pela GST (VESTENA et al., 2011; CHIA et al., 2015). Além disso, estudos
anteriores realizados por Bartova et al. (2011) e Ha e Pflugmacher (2013a, 2013b) demonstraram
que esta enzima é capaz de biotransformar e desintoxicar cianobactérias, espécies de fitoplancton
e as plantas vasculares contra acao de toxinas e compostos oxidativos.

Além do estudo dos mecanismos fisiologicos de resposta ao estresse oxidativo ocasionado
pelos extratos, e a fim de elucidar o possivel mecanismo de agéo algicida dos mesmos, foi também
realizada a quantificacdo de polifenois. A determinagdo de polifendis demonstrou consideravel
quantidade destes compostos nos extratos e fragdes com maior atividade inibitdria no crescimento
de M. aeruginosa. Esse resultado é corroborado por estudos realizados por Bauer et al. (2009),
Gross e Gene (2009), Wu et al. (2013) e Zhang et al. (2010, 2013), os quais demonstraram que
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aleloquimicos extraidos de vérias plantas vem sendo confirmados como inibidores do crescimento
de algas e cianobactérias, sendo atribuido principalmente aos polifendis esse efeito inibitério. Além
disso, Czarnota et al. (2001), Yu et al. (2003) e Zhang et al. (2010), demonstraram em seus estudos
que, o potencial fitotéxico de muitos compostos, entre eles os fendlicos e flavonoidicos é inibidor
da fotossintese e indutor do aumento da producao de ROS que, por sua vez, podem afetar a perme-
abilidade da membrana, promover danos ao DNA e as proteinas e provocar a peroxidacao lipidica,
conduzindo a morte celular. Essas atividades estao relacionadas a formacao de radicais que doam
elétrons ao oxigénio molecular, formando superoxido radical (O2), que ainda pode sofrer uma série
de reacdes que se tornam mais reativas, hidroxil (OH") ou até formar o radical hidroperoxil (HO2"
) (TESTA, 1995; HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996).

Com a finalidade de avaliar os possiveis impactos ambientais decorrentes do tratamento de
aguas contaminadas com M. aeruginosa com extratos vegetais, o teste de Allium cepa foi utilizado.
A espécie A. cepa constitui um dos materiais pioneiros nos estudos de aberracfes cromossémicas
causadas pela acdo de agentes fisicos e quimicos. O primeiro autor a utilizar essa espécie como
sistema-teste foi Levan (1938) e, desde entdo, A. cepa tem sido indicada como um eficiente orga-
nismo-teste de citotoxicidade e genotoxicidade. Esse fato se deve as caracteristicas que possui na
sua cinética de proliferacéo, pelo crescimento rapido de suas raizes, pelo grande nimero de células
em diviséo, pela sua alta tolerancia a diferentes condicdes de cultivo, pela sua disponibilidade du-
rante o ano todo, pelo seu facil manuseio e por possuir cromossomos em ndmero reduzido (2n=16)
e de grande tamanho (GRANT, 1982; FISKESJO, 1985; MATSUMOTO et al., 2006).

O teste de A. cepa, além de todas as vantagens mencionadas acima, tem mostrado alta sen-
sibilidade e boa correlacdo quando comparado com outros sistemas-teste, principalmente com o0s
de mamiferos (GRANT, 1982; FISKEJO, 1985; RANK e NIELSON, 1994). Muitos estudos de
comparacdo entre sistemas-teste vegetais vém sendo realizados por diversos autores e a maioria
tem mostrado maior sensibilidade de A. cepa em relagéo a outras plantas superiores utilizadas como
organismos-teste, como, por exemplo, a espécie Vicia faba (MA et al., 1995; MIGID et al., 2007).
O sistema-teste A. cepa tem sido aplicado para examinar a influéncia de agentes contaminantes
presentes em recursos hidricos, assim como, na avaliacdo do potencial antimutagénico de substan-
cias naturais, da mesma forma que neste estudo (ROBERTO et al., 2007; LEME e MARIN-MO-
RALES, 2008; HOSHINA e MARIN-MORALES, 2009).

Analisando os resultados do indice mitético, foi observado que o controle do bioensaio
apresentou tendéncia a aumentar o nimero de divisdes celulares. De acordo com estudo realizado
por Carmichael et al. (1991) e Laughinghouse 1V et al. (2012), a toxicidade proveniente de abun-

dancia em microcistinas esta relacionada a hiperplasia, citotoxicidade, alteracdes cromossdémicas



52

e mutagenicidade, o que é claramente corroborado pelo presente estudo, uma vez que de acordo
com Bittencourt-Oliveira et al. (2011) a cepa de M. aeruginosa BCCUSP232 ¢ produtora de mi-
crocistina-LR. Por outro lado, ao utilizar extratos de diferentes vegetais, os indices mitoticos foram
reduzidos mesmo na presenca de microcistinas, indicando potencial efeito inibitério na mitose das
células de raiz de A. cepa, com maior incidéncia de altera¢cdes cromossdmicas, assim como de-
monstrou estudo de Kwankua et al. (2010) e Timothy et al. (2014). Knoll et al. (2006) evidencia-
ram potencial atividade genotdxica de Pterocaulon polystachyum por meio do teste de A. cepa,
detectaram capacidade inibit6ria na divisao celular relacionada ao aumento das concentracdes de
extratos aquosos. Da mesma forma, como apresentado no estudo de De Pinho et al. (2010) para o
tojo (Baccharis trimera), evidenciando efeitos mutagénicos da infusdo em células vegetais de A.
cepa e em células humanas cultivadas. Contudo, os indices avaliados para as fracdes utilizadas
(morte, alteragcdes cromossdémicas e mutagenicidade), apesar de ndo diferir estatisticamente do
controle do bioensaio (meio de cultivo + cianobactéria), apresentaram-se inferiores. Esta diminui-
¢ao pode estar correlacionada com a redugdo no nimero de compostos presente nos extratos (sele-
cionados pelo método de fracionamento) e com o tratamento realizado com as fragdes utilizadas
sobre a cultura de M. aeruginosa, que deteeminou reducdo populacional e diminuicdo dos meta-
bolitos produzidos pelas algas, o que refletiu diretamente no efeito genotoxico sobre as células de
A. cepa.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos para este estudo mostraram que S. auriculata e E. sonchifolia apre-
sentam potencial para controle de populag@es de cianobactérias tendo constatada a acao algicida
exercida em cultura de M. aeruginosa, sugerindo também que o0 mecanismo de acdo pode estar
correlacionado com o estresse oxidativo, pois houve alteracGes nas enzimas relacionadas ao equi-
librio oxidativo. Estes efeitos podem estar associados ao contetdo polifenélico encontrado nos
extratos e fracOes avaliados. Estudos adicionais serdo realizados a fim de elucidar estes aleloqui-

micos.
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Abstract

Due to the public and environmental health impact of cyanotoxins, investigations have been focused on finding environmental
friendly algaecides from aquatic plants. The present study had the objective to evaluate the population control and physiological
response of Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing (strain BCCUSP232) exposed to Pistia stratiotes L. extracts. Aqueous
and ethanolic extracts of P. stratiotes at different concentrations (10, 25, and 50 mg L") were submitted to M. aeruginosa and
reduced significantly (p<0.05) the cyanobacterium cell density. The ethanolic extract presented the greatest growth inhibition of
the strain at the highest concentration. During exposure to P. stratiotes extracts, intracellular hydrogen peroxide levels,
malondialdehyde content, and antioxidant enzymes (peroxidase, catalase, and glutathione S-transferase) activities increased in
M. aeruginosa, while total protein concentration decreased when compared to the control group. Superoxide dismutase (SOD)
activities presented a sharp decline, suggesting superoxide radical and peroxide accumulation. This implied that SOD was a target
for bioactive substance(s) from aqueous and ethanolic extracts of P. stratiotes. Phytochemical screening of the extracts revealed
that the ethanolic extract presented 93.36 mg gallic acid equivalent (GAE) per gram dry weight (g' DW) total polyphenols and
217.33 mg rutin equivalent (RE) per gram dry weight total flavonoids, and for the aqueous extract, 5.19 mg GAE g ' DW total
polyphenols and 11.02 mg RE g ' DW total flavonoids were detected. Gas chromatography (GC)/mass spectrometry (MS)
analyses of the ethanolic and aqueous extracts presented palmitic acid ethyl ester as major allelochemical. In view of these results,
it can be concluded that P. stratiotes showed potential in controlling M. aeruginosa populations.
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Increasing urbanization, industrial, and agricultural activities
have led to the discharge of effluents into aquatic ecosystems,
and the acceleration of eutrophication. Massive release and
accumulation of organic compounds combined with the rise
in global temperatures have facilitated excessive
cyanobacteria proliferation in aquatic environments (O’Neil
et al. 2012; Monchamp et al. 2018). Some cyanobacteria spe-
cies produce toxic secondary metabolites called cyanotoxins,
which can promote unpleasant tastes and odors, resulting in
interferences in the water sources management, thus impairing
the use of this resource (Drobac et al. 2013; Brooks et al.
2016; Zhou et al. 2016). Their distribution in the food chain

Institute of Chemistry, Sao Paulo State University (UNESP),
Araraquara, Sdo Paulo, Brazil

= Department of Biological Sciences, Luiz de Queiroz College of
Agriculture, University of Sdo Paulo (USP), Piracicaba, Sdao

Paulo, Brazil

Department of Botany, Ahmadu Bello University, Zaria, Nigeria

#  Fundagio Educacional do Municipio de Assis (FEMA), Assis, Sio
Paulo, Brazil

Laboratory of Herbal Medicine and Natural Products, Department of
Biotechnology, School of Sciences, Humanities and Languages, Sao

Paulo State University (UNESP), Dom Antonio Avenue 2100,
19806-900, Assis, Sdo Paulo, Brazil

Published online: 04 June 2021

accumulates and affects all individuals, altering plant and fish
quality, and making the water unsuitable for recreation or
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human and animal consumption (El-Shehawy et al. 2012;
Cordeiro-Araujo et al. 2017). The most common
cyanobacteria toxins are classified considering their mecha-
nism of action in mammals as hepatotoxic (e.g., microcystins,
nodularins), neurotoxic (anatoxins, saxitoxins), cytotoxic
(cylindrospermopsin), and endotoxic (lipopolysaccharides)
(Kaebemick and Neilan 2001; Briand et al. 2003; Falconer
2008; Merel et al. 2013).

In view of the problems related to cyanobacteria and their
toxins, different methods have been employed to reduce and/
or eliminate these organisms in aquatic systems (Chen and
Pan 2012; Noyma et al. 2016). Physical methods consist fil-
tration, centrifugal separation, and ultrasound treatment, while
chemical methods include hydrogen peroxide and copper sul-
fate to control cyanobacterial growth (Drabkova et al. 2007;
Wuetal. 2010; Yan etal. 2011; Ou et al. 2012). The biolog-
ical method is more environmentally friendly and employs
fish and zooplankton to selectively graze on cyanobacteria
of interest (Kotopoulis et al. 2009; Heng et al. 2009).
Unfortunately, these measures have had limited success due
to secondary pollution (e.g., chemical treatments), high cost,
and their application as only emergency solutions (Sun et al.
2017). Thus, there is a necessity for further researches
concerning the development of new cost-efficient and effec-
tive techniques that are more durable and sustainable and
leave less environmental footprints.

Since the 1970s, studies have shown the possibility to con-
trol populations of cyanobacteria and other organisms by plant
origin compounds (Street 1978). More recently, studies have
demonstrated that compounds produced by aquatic plants can
control harmful algae growth (Hou et al. 2019; Mecina et al.
2019). A species with potential to produce promising second-
ary compounds for cyanobacterial population control is Pistia
stratiotes L. of the Araceae family (Sinang et al. 2019). This
macrophyte is a floating aquatic species with tropical cosmo-
politan distribution popularly known as water lettuce (Pott and
Pott 2000). Itis a species considered to proliferate undesirably
in some tropical aquatic ecosystems, for example, in fish
breeding ponds in Affica, in irrigation canals in Gambia, and
Itaipu reservoir in Brazil (Terry 1981; Thomaz et al. 1999;
Petr 2000).

Studies on the genus Pistia have yielded interesting phar-
macological findings such as antioxidant and healing proper-
ties (Jha et al. 2012). Extracts and compounds obtained from
P. stratiotes controlled population growth of several microor-
ganisms including microalgae in freshwater systems (Aliotta
et al. 1991; Bich and Kato-Noguchi 2012; Wu et al. 2013). In
the last decade, many studies have shown that extracts and
solutions containing P. stratiotes interfere in the culture of
Microcystis aeruginosa, which may result in changes in the
growth of these microalgae, acting both as algaecide and as
algaestatic (Mohamed 201 7; Sinang et al. 2019). These results
were obtained using extracts from different organic solvents,

@ Springer

exudates, and volatilization products of plant parts; however,
these studies did not present the yields of the different extracts,
the phytochemical characterization, and the possible mecha-
nism of action that promote interference in the growth of
M. aeruginosa (Wu et al. 2013; Wu et al. 2015; Nguyen
etal. 2019).

Thus, P. stratiotes is an excellent target species for further
researches on the control of toxin-producing cyanobacteria.
The present study evaluated the algaecidal potential of
P. stratiotes extracts on Microcystis aeruginosa (Kiitzing)
Kiitzing. Algaecidal potential and physiological biochemical
responses of the cyanobacterium during exposure to different
concentrations of P. stratiotes extracts were investigated as an
attempt to understand their mechanism of action. In addition,
phytochemical characterization of ethanolic and aqueous ex-
tracts was performed to determine the possible compound
with allelopathic activity on M. aeruginosa.

Materials and methods
Preparation of P. stratiotes extracts

P. stratiotes was collected from greenhouse with controlled
cultivation conditions, located in UNESP-Assis/SP, south-
eastern Brazil (22° 44’ 59.45" S and 50° 31" 40.45" W), in
July 2018. The voucher specimen has been deposited
(HASSI-1038) in the Assisense Herbarium. Whole plants
were cleaned and dried in forced-air oven at 40 °C until con-
stant weight. After drying process, the plant material was
grounded by a Wiley-type mill (Cienlab, CE-430, Brazil),
obtaining a powder. This plant material was exhaustively ex-
tracted with ethanol (1:10, w/v) by percolation at room tem-
perature for 72h. The resulting extract was vacuum filtered
and dried with a rotary evaporator (Marconi, MA-120,
Brazil). For the aqueous extract, the extraction procedure
was repeated with distilled water (1:10, w/v) in place of etha-
nol. Afterwards, the extracts were lyophilized with a Liotop
L101 Lyophilizer (Liotop, Assis, Brazil). The extracts were
kept in opaque bottles at room temperature, and the extraction
yields of both extracts were determined.

Cyanobacterial bioassay

The axenic strain of Microcystis aeruginosa BCCUSP232
was obtained from the Brazilian Cyanobacteria Collection of
the University of Sao Paulo (BCCUSP) and maintained in
ASM-1 medium at pH 7.4. The unicellular cyanobacterium
was maintained under controlled conditions (temperature: 24
+ 1 °C; light intensity: 40 umol m > s™'; and photoperiod:
14:10 h light/dark cycle).

Experiments were conducted using 0.7 L of ASM-1 growth
medium under the same conditions as the stock culturesin 1 L
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Erlenmeyer flasks. M. aeruginosa was exposed to ethanolic
and aqueous extracts of P. stratiotes at different concentra-
tions (10, 25, and 50 mg L") for 6 days, while the control
cultures only had the cyanobacterium. These were diluted in
sterile ASM-1 culture medium and ultrasonic bath. All exper-
imental treatments and controls had 2.3x10° cells mL™" at
exponential growth phase as initial cell density. Samples (40
mL) were collected on days 2, 4, and 6 of the experiment for
cell density, lipid peroxidation, reactive oxygen species
(ROS), antioxidant enzyme activities, and total proteins deter-
mination. All experiments were performed in triplicates.

The M. aeruginosa number of cells was monitored using a
combination of optical density calibration curve (y =3E-08x +
0.0058; P= 0.9992) measured at 750 nm (Biospectro SP-22
spectrophotometer, Biospectro, Curitiba, Brazil) and micro-
scopic counts with a Fuchs Rosenthal counting chamber.

Biochemical analyses
Sample preparation and extraction for biochemical analyses

M. aeruginosa biomass was obtained through centrifugation
0f40 mL culture aliquots at 10,000 rpm for 5 min at 0 °C. The
resultant pellet was re-suspended and homogenized (10 s
vortexing) in 0.1 M phosphate buffer (pH 6.5) containing
1% (w/v) polyvinylpyrrolidone (PVP). Subsequently, the ho-
mogenate was centrifuged at 15,000 rpm for 10 min at 0 °C,
and the supernatant was stored in cryogenic vials at =20 °C.

Lipid peroxidation assay

According the method of Madhava Rao and Sresty (2000)
with some modifications, the determination of lipid peroxida-
tion was performed by measuring the malondialdehyde
(MDA) content of M. aeruginosa. For each 1 mL enzymatic
extract, 4 mL 20% trichloroacetic acid (TCA) with 0.5% thio-
barbituric acid was added, and the mixture was cooled in ice
bath after 30 min in water bath at 95 °C. The resulting mixture
was centrifuged at 10,000 rpm for 15 min, and the supernatant
absorbance was measured at 532 nm and corrected at 600 nm.
The concentration of MDA was calculated by the molar ab-
sorptivity of 155 mM ' em™! (Demiral and Tiirkan 2005).

Internal hydrogen peroxide (H,0,) determination

Following the method described by Jana and Choudhuri
(1982) with some modifications, the internal H,O» content
in M. aeruginosa was determined. To 133 uL 0.1% titanium
chloride (in 20% H,SO4) 400 uL enzymatic extract was
added, and the mixture absorbance was measured at 410 nm
with a spectrophotometer 1 min after incubation. The H>O,
concentration was calculated by the molar absorptivity of 0.28
uM ' em™

Total protein and antioxidant enzyme activities assay

Total protein content determination was performed according
to Bradford (1976). Periodatic function was used to measure
catalase (CAT) activity (Johansson and Borg 1988). This
method employs methanol (working as a hydrogen donor for
catalase) resulting in formaldehyde formation, which concen-
tration was measured with Purpald at 550 nm. Enzyme activ-
ity was calculated by formaldehyde calibration curves (0120
mM). One unit (U) of CAT was defined as the enzyme amount
that generated the formation of 200 mM formaldehyde under
the test conditions specified above.

Determination of peroxidase (POD) activity was performed
following the method of Reddy et al. (1995). In a cuvette, 3
mL pyrogallol solution (0.05 M in 0.1 M phosphate buffer, pH
6.5) and 0.5 mL H,0, (1%) were mixed, and 0.1 mL enzyme
extract was added to initiate the reaction. The enzyme activity
was proportional to absorbance alteration per minute.

According to method described by Misra and Fridovich
(1972), superoxide (SOD) dismutase activity was determined
with a spectrophotometer. The incubation medium contained
potassium phosphate buffer (6.7 mM, pH 7.8), methionine (45
uM), riboflavin (0.53 mM), and nitro blue tetrazolium chlo-
ride (NBT) (84 uM) in a 3-mL final volume. The reaction
vials with the incubation medium were placed in an aluminum
foil-lined chamber at 25 °C for 10 min under fluorescent
lamps. Afier light exposure, the incubation medium absor-
bance at 600 nm was measured with a spectrophotometer.
The homogenate amount was kept below one unit of enzyme
to ensure accuracy considering the addition to the incubation
medium. One unit of enzyme activity was defined as the en-
zyme amount inhibiting 50% of the NBT reduction.

The procedure described by Mauch and Dudler (1993) was
applied to determine glutathione S-transferase (GST) activity.
The reaction started with the addition of 100 uL enzyme ex-
tract to 2 mL reaction mixture (3.6 mM reduced glutathione
and 1 mM 1-chloro-24-dinitrobenzene in 0.1 M potassium
phosphate buffer (pH 6.5)). The GST activity measured at
340 nm was directly proportional to the absorbance alteration.

Phytochemical compounds
Total polyphenols and flavonoids quantification

The total phenols and flavonoids of the ethanolic and aqueous
extract treatments were measured to determine the
concentrations to which the cyanobacterium was exposed.
For total polyphenols, the Folin and Ciocalteu (1927) proce-
dure was employed. To 0.5 mL aliquot per extract concentra-
tions, 5 mL distilled water, and 0.25 mL Folin-Ciocalteu
Reagent were added. Three minutes after incubation, 1 mL
Na,COs saturated solution was added at 10%, and the mixture
was incubated for 1 h. The absorbance was measured at
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725 nm by a spectrophotometer. The standard curve was plot-
ted from gallic acid, and total polyphenol contents were
expressed as mg gallic acid equivalents per g dry weight
(mg GAE g "' DW).

Total flavonoid content of the extracts was quantified fol-
lowing method described by Zhishen etal. (1999), which used
AlCl; to complexate flavonoids and to change absorbance to
higher wavelengths. An aliquot of 250 uL was mixed with
1.25 mL distilled water and 75 uL 5% NaNO, solution. Then,
150 uL 10% AICl; solution was added after 6 min.
Subsequently, 0.5 mL 1 M NaOH solution was added, and
the total volume was adjusted with 2.5 mL distilled water. The
samples were mixed, and the resulting mixture was measured
at 510 nm. Rutin was used as the flavonoid to develop the
standard calibration curve, and the total flavonoid content was
expressed in mg rutin equivalent per gram dry weight (mg RE

g ' DW).

Gas chromatography and mass spectrometry (GC/MS)
analysis

The extracts were weighted and 9.4 mg of ethanolic and
5.5 mg of aqueous were used for the evaluation. For each
extract, the methoxylation and silylation procedure was per-
formed prior to the injection in the equipment. Methoxylation
was performed by dissolving each extract in 100 uL of pyri-
dine. Subsequently, 80 uL of a 20 mg mL ™' methoxyamine
hydrochloride in pyridine solution was added to the extract
solution. The resulting mixture was taken to a thermostatic bath
and maintained at 30 °C for 90 min. Afier methoxylation pro-
cedure, 200 1L N-Methyl-N-(trimethyIsily])trifluoroacetamide
(MSTFA) was added to the solution, and the total volume was
heated to 37 °C for 30 min. Then, the silylated extract was
kept at 5 °C for 24 h and filtered through a Nylon membrane
syringe filter with 0.22 um pore diameter. The filtered extract
was transferred to the sampling flasks and readily analyzed.

Ethanolic and aqueous extract analysis of P. stratiotes was
made by Agilent GC 7890B, MSD 5977 A (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA; Library: NIST14.L
SOFTWARE MASSHUNTER) with AB innowax column
(60 x 0.25 mm id, film thickness 0.25 um). A system of
electron ionization (70.007 eV electron energy) was used for
GC/MS detection. Helium gas was used as a carrier gas at a
total flow rate of 7.4206 mL min ™' Injector and mass transfer
line temperature were set at 270 and 280 °C, respectively. The
oven temperature was programmed from 50 to 180 °C at 3 °C
min " with hold time of 10 min and from 180 to 250 °C at 6 °C
min~" with hold time of 20 min, respectively. 0.2 uL samples
diluted with methanol were manually injected in the split less
mode. Sample compound identification was based on GC re-
tention time on AB innowax column; total GC running time
was 40 min.
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Statistical analysis

Cell density, biochemical analysis, total polyphenols, and total
flavonoids data were evaluated using Levene’s and Shapiro-
Wilks tests. Significant differences between the mean re-
sponse parameters of M. aeruginosa during exposure to the
extracts were determined using one-way analysis of variance
(ANOVA). Where significant differences were detected, the
Tukey’s hsd post hoc test was used for separation of means.
All analyses were carried out at 5% significance level using
BioEstat 5.0 software for Windows.

Results
Extraction yield

The yield of the aqueous and ethanolic extract of P. stratiotes
was 8.58% and 14.67%, respectively.

Effects of P. stratiotes extracts on M. aeruginosa
growth

Aqueous and ethanolic extracts of P. stratiotes presented
concentration-dependent inhibitory effects (p<0.05) on
M. aeruginosa (Fig. 1). The highest cyanobacterium growth
inhibition occurred at 50 mg L' for both extracts, but the
ethanolic extract was the most effective. The most significant
effects of the extracts were generally observed from days 4-6
of the experiment. On day 6 of the bioassay, the lowest cell
density reduction of the M. aeruginosa strain was observed
using the aqueous and ethanolic P. stratiotes extracts (1x10°
and 6x10° cells mL ™", respectively).

Lipid peroxidation

MDA content changes were used as an indicator of lipid per-
oxidation in M. aeruginosa exposed to different extract con-
centrations (Fig. 2A and B). MDA content of M. aeruginosa
cells increased significantly (p<0.05) when compared to the
control. This increase could be seen from the 2™ day of bio-
assay for all concentrations of P. stratiotes extracts. The
highest MDA content was 2.36 + 0.1 umol/10° cells using
50 mg L of the ethanolic extract on the 4™ bioassay day.
In aqueous extract, the highest MDA content (1.69 + 0.2
umol/ 10° cells) was observed using 50 mg L' on the 2™
bioassay day.

Reactive oxygen species (ROS): internal hydrogen
peroxide (H,0,) formation

As a general trend, the concentration of internal H,0, in
M. aeruginosa increased over time in the presence of aqueous
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Fig. 1 Effect of aqueous (A) and ethanolic (B) extracts of P. stratiotes on the growth of M. aeruginosa. All error bars correspond to the standard
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and ethanolic extracts of P. stratiotes (Fig. 2C and D). The
highest H,0, concentration (3.77 umol/lO(’ cells) in
M. aeruginosa was observed after 6 days of exposure to the
ethanolic extract (25 mg L") of P. stratiotes. Alterations in
cyanobacterium H»>O5 levels during exposure to the ethanolic
extract on 2™, 4™ and 6™ days were statistically significant
(p<0.05) (Fig. 2D). On the other hand, significant differences
in H,O, production by M. aeruginosa were only recorded on
days 4 and 6 of exposure to the aqueous extract.

Total protein and antioxidant enzyme activities

P. stratiotes extracts promoted a decline in total protein con-
tent of M. aeruginosa (Fig. 3A and B). All concentrations of
the ethanolic extract significantly (p<0.05) reduced total pro-
tein concentrations of M. aeruginosa throughout the study. A
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similar profile was observed in the aqueous extract, but the
lowest concentration (10 mg L") only differed statistically
from the control on the 6th day of the experiment.

Compared to the control, CAT activities of M. aeruginosa
significantly increased in presence of both extracts throughout
the experiment (Fig. 4A and B). The highest CAT activity
during exposure to aqueous extract occurred at the highest
concentrations on day 6. The cultures exposed to 10 mg L™
ethanolic extract presented higher CAT activity than the other
concentrations of the extract at the end of the study.

POD activities of M. aeruginosa increased after exposure
to aqueous and ethanolic extracts of P. stratiotes (Fig. 4C and
D). Its activity increased over time during exposure to differ-
ent concentrations of the extracts. The ethanolic extract of
P. stratiotes demonstrated a dose-dependent increase in
POD activity (Fig. 4D). The highest levels of activity of this

Control

~—10 mg L
—25mg L~
—50 mg L

Cultivation Time (days)

Fig. 2 Effect of aqueous (A and C) and ethanolic (B and D) extracts of P. stratiotes on lipid peroxidation and intracellular HO, content of
M. aeruginosa. Means with the same letters are not significantly different (p>0.05). Error bars are plus or minus standard deviation (n=3)

@ Springer



Environ Sci Pollut Res

]

Total Proteins (ug/10¢ cells)
o
t
—
O
o
o
1|
» o
o

Cultivation Time (days)

0

B Control

=10 mg L

? —25mg L1

b —50mgL"

a ) ¢
a L b b d
_ﬁ-I ™ ﬂ
2 4 6
Cultivation Time (days)

Fig. 3 Changes in total proteins of M. aeruginosa after exposure to aqueous (A) and ethanolic (B) extracts of P. stratiotes. Means with the same letters
are not significantly different (p>0.05). Error bars are standard deviation for n=3

enzyme were also observed for the ethanolic extract.
Variations in POD activities during exposure to the extracts
were statistically significant (p<0.05).

SOD activities of the cyanobacterium significantly
(p<0.05) inhibited after exposure to aqueous and ethanolic
extracts of P. stratiotes (Fig. 5A and B). GST activities of
M. aeruginosa increased significantly (p<0.05) when com-
pared to the control (Fig. 5C and D). This increase is visible
from the 2" bioassay day for all concentrations of both
P. stratiotes extracts, and the highest GST activities were ob-
served using 50 mg L.
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Phytochemical analyses revealed that ethanolic extract had
93.36 mg GAE g ' DW total polyphenols and 217.33 mg
RE g ' DW total flavonoids. On the other hand, the aqueous
extract had 5.19 mg GAE g ' DW total polyphenols and
11.02 mg RE g ' DW total flavonoids.

Gas chromatography and mass spectrometry (GC/MS)
analysis

GC/MS is one of the best assays to identify plant extract active
compounds. GC/MS of P. stratiotes extracts showed peaks
that indicate the presence of ten phytochemical constituents
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Fig. 4 Effect of different concentrations of aqueous (A and C) and ethanolic (B and D) extracts of P. stratiotes on CAT and POD activities of
M. aeruginosa BCCUSP232. Means with the same alphabets are not significantly different (p>0.05). Error bars are standard deviation for n=3
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in the ethanolic and aqueous extracts. Phytocomponents of
P. stratiotes extracts were detected by their retention time
(RT), molecular formula (MF), molecular weight (MW), and
peak area (PA%), and these data are expressed in Tables 1 and
2. In ethanolic extract, the major phytocomponent observed
was palmitic acid ethyl ester which presented the highest in-
tensity and peak area (27.31%). In aqueous extract, the major
phytocomponent was palmitic acid ethyl ester with the highest
intensity and peak area (12.11%).

Table 1 Retention time (Rs), name of compounds (NCs), molecular
formula (MF), molecular weight (MW), and peak area (PA%) of
P. stratiotes ethanolic extract

Rt NCs MF MW PA%

8.52 Ethene, (methylsulfonyl) C,H0,S 95 0.33

12.01 L-Glutamine CsH oN,O5 146 0.41
12.91 Propane, 2-chloro C;H,Cl 79 0.14
1547 Heptyl propyl carbonate C4Hz0; 104 0.11
17.89 n-Hexadecanoic acid C6H3,0, 255 7.56
18.65 Phytol, acetate C2Hp2 00 338 4.20
19.23 Palmitic acid, ethyl ester CsH360, 283 27.31
21.14 1,6-Heptadiene C,H1, 96 0.11
28.43 Stigmasterol CyoHysO 412 2.63
34.02 1-Hexacosanol C6Hs30 383 10.98

Discussion

The aqueous and ethanolic extracts of P. stratiotes presented
algaecidal effects on M. aeruginosa BCCUSP232, which is in
concordance with the results obtained by Aliotta et al. (1991)
using P. stratiotes isolated substances and Wu et al. (2015)
using different P. stratiotes allelochemicals release routes
(root exudation, leaf leachates, and residue decomposition),
both against M. aeruginosa. Similarly, Wu et al. (2013) dem-
onstrated that four concentrations of ethyl acetate extract of
P. stratiotes inhibited M. aeruginosa growth. The authors also
observed that the cyanobacterium cells began to recover ap-
proximately 4 days after exposure to the extract, which is
similar to results observed in the present study. According to
Kong etal. (2006) and Hong and Hu (2009), depending on the
exposure time to allelochemicals, cyanobacteria can degrade
or transform the bioactive substances and resume normal
growth. The results in this study demonstrated that the highest
concentration of the extracts had greater efficiency, and
ethanolic extract showed allelochemicals with the most signif-
icant impact on the algaecidal effect compared to aqueous
extract. This might be explained by the fact that the different
extraction solvent types and polarities can cause significantly
different impacts, resulting in different algaecidal effects
(Hong et al. 2008; Wu et al. 2013).

The increase in H,O» content in M. aeruginosa during
exposure to P. stratiotes extracts is indicative of high levels
of reactive oxygen species (ROS) (Zhao etal. 2020). Reactive
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Table 2 Retention time (Ry),

name of compounds (NCs), Ry NCs MF MW PA%

molecular formula (MF),

molecular weight (MW), and 12.05 Cyclohexene-1,1-dimethanol CgH 40, 143 0.01

peak area (PA%) of P. stratiotes 1532 Carbonic acid, isohexyl propyl ester CoH 1305 176 0.11

Adusous, exiract 17.81 1,6-Octadiene, 5.7-dimethyl-, (R)- CioHys 139 0.123
18.20 E-11-Hexadecanoic acid, ethyl ester C3H340, 282 1.04
18.30 Palmitic acid, ethyl ester CisH360, 284 12.11
20.85 Phytol CaoHi40 296 2.17
21.99 Stearic acid, ethyl ester CypHy002 312 0.98
25.64 -Glyceryl linolenate Gy H3604 352 135
2643 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether C>7H540,S1, 498 1.52
29.03 Stigmasterol CaoHayO 412 145

oxygen species (ROS) are unstable and extremely reactive
molecules capable of transforming other molecules with
which they collide (Silva and Goncalves 2010). The ROS
are part of the natural metabolism of phytoplankton and are
generated in large scale under oxidative stress conditions, in
which molecules such as proteins, carbohydrates, lipids, and
nucleic acids are affected (Lozano et al. 2014; Chia et al.
2015b; Meng et al. 2015). Increased ROS production usually
occurs in different organelles of photosynthetic organisms
during environmental stress and/or exposure to toxic sub-
stances (Zhao et al. 2020). Therefore, increased production
of H,0, damages subcellular structures associated with the
chloroplasts, leading to pigment level, photosynthetic poten-
tial, and cell density reductions (Dummermuth et al. 2003;
Torres et al. 2008; Mikula et al. 2012).

Malondialdehyde is a biomarker of oxidative damage to
membrane lipids of cyanobacteria and other photosynthesizing
organisms (Hong et al. 2008; Wang et al. 2011; Zhou et al.
2016). Yu and Matsui (1997) and Li and Hu (2004) demon-
strated that certain bioactive substances (including
allelochemicals) compromise membrane integrity by causing
damages in cell membranes, imbalance in ion channels, and
alterations in membrane permeability. In the present study,
extract concentration and exposure time increased MDA
amount. This implies that cell wall of M. aeruginosa suffered
oxidative damage by ethanolic and aqueous extracts of
P. stratiotes. These results are similar to those published by
Meng et al. (2015) and Li et al. (2016) on M. aeruginosa ex-
posed to extracts of Ailanthus altissima and Sagittaria trifolia.

The antioxidant metabolism enzymes are the first line of
defense against ROS (Silva and Gongalves 2010). In this way,
the activity of antioxidant enzymes and P. stratiotes extract
compounds related to oxidative stress were evaluated.

The decline in total protein content is related to changes in
photosynthetic rates, which was probably caused by a decline
in chlorophyll content of the cyanobacterium. A decline in
photosynthesis causes a drop in the levels of organic carbon
available for the biosynthesis of important biomolecules such
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as proteins (Larkum et al. 2003). Cyanobacteria are equipped
with an efficient antioxidant system to combat the effect of
increasing ROS concentration. Antioxidant enzymes such as
CAT and POD are involved in the scavenging and conversion
of excess H,O, to water and oxygen, which explains these
enzymes activities increase as a function of extract type,
concentration, and exposure time. The results of this study
are in accordance with those of Hong et al. (2009) and Li
et al. (2016) who showed that CAT and POD activities of
M. aeruginosa exposed to plant extracts are increased. In ad-
dition, these enzymes have a vast array of substrate specificity,
including phenolic compounds, formic acid, formaldehyde,
indole, catechol, and pyrogallol (Murphy et al. 2000).
Hence, these enzymes may have been involved in transforma-
tion and detoxification of the bioactive substances present in
the aqueous and ethanolic extracts of P. stratiotes.

SOD is an enzyme that converts the superoxide molecule to
free oxygen and H,O,, and the latter is converted to water and
oxygen by POD and CAT (Mishra et al. 1993; Qureshi et al.
2007). The enzyme has been identified as the first line of
defense against ROS (Hassan and Scandalios 1990). Hong
et al. (2009) and Meng et al. (2015) demonstrated that high
concentration and exposure time to compounds of plant origin
might partially weaken or damage antioxidant enzymes such
as SOD. In addition, Wang et al. (2019) demonstrated in their
work that H,O, in high concentrations inhibited the activity of
the SOD enzyme in M. aeruginosa, as found in this work.
Consequently, the excess of hydrogen peroxide formed inside
the cyanobacterium, with the probable action of bioactive
compounds in the extracts, caused the inhibition of SOD ac-
tivity. Zhang et al. (2007) report that a sharp decline in SOD
activity damages enzymatic proteins, due to the accumulation
of peroxides and free radicals.

Increased GST activity in response to the presence of the
extracts on the 6™ day shows involvement in detoxification
and biotransformation of bioactive substances. These process-
es are achieved by a conjugation reaction that uses the reduced
form of glutathione (GSH) and is catalyzed by GST (Vestena
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et al. 2011; Chia et al. 2015a). Previous studies by Bartova
et al. (2011) and Ha and Pflugmacher (2013a, 2013b) have
demonstrated that this enzyme is able to detoxify and
biotransform bioactive substances and ROS in phytoplankton
species and vascular plants, respectively. Therefore, increased
GST activity in M. aeruginosa was a potent mean of protec-
tion against oxidative damage.

The extracts with the highest polyphenols content present-
ed the highest algaecidal activity. This result can be explained
by studies performed by Bauer etal. (2009), Gross (2009), Wu
et al. (2013), and Zhang et al. (2010, 2013), which showed
that allelochemicals extracted from various aquatic plants in-
hibit growth of algae and cyanobacteria. Many compounds,
including phenolic acids and flavonoids inhibit photosynthe-
sis, increase ROS production, alter membrane permeability,
promote damage to DNA and proteins, and cause lipid perox-
idation and cell death (Czarnota et al. 2001; Yu et al. 2003;
Zhang et al. 2010).

The GC/MS analyses showed several compounds in the
ethanolic and aqueous extracts as observed by Tyagi and
Agarwal (2017a, 2017b) who demonstrated the presence of
the same compounds in the ethanolic extract of P. stratiotes in
their studies. The ethanolic extract presented palmitic acid
cthyl ester as the major component, in the same way the aque-
ous extract presented a greater presence of this compound in
the analysis. The presence of palmitic acid ethyl ester may be
related to the algaecidal and/or algaestatic activities observed
in the present study, since different studies attribute the alle-
lopathic, antimicrobial, and toxic potentials to this compound
(Alamsjah et al. 2007; Li et al. 2014; Ivanova et al. 2017; Li
etal. 2020; Zhu et al. 2021).

Conclusion

The present work showed that P. stratiotes has the potential to
control M. aeruginosa populations, and the ethanolic extract
showed expressive results. The P. stratiotes extracts caused
oxidative stress by increasing intracellular HO» content and
lipid peroxidation in the cyanobacterium. Consequently, the
antioxidant enzymes such as CAT, POD, and GST had sig-
nificantly increased their activities in the presence of the ex-
tracts. On the other hand, SOD activity was inhibited, demon-
strating that it was a target for bioactive substances such as
palmitic acid ethyl ester observed as major allelochemical
from the extracts. In view of these results, insights into the
mechanism of action of different P. stratiotes extracts on
M. aeruginosa were provided by the present study.
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CITOTOXICIDADE, GENOTOXICIDADE E ATIVIDADE ALGICIDA DE FRACOES
DO EXTRATO ETANOLICO DE Pistia stratiotes

RESUMO

Aleloguimicos em extratos brutos de Pistia stratiotes Linn. apresentam efeito inibitorio sobre a
cianobactéria nociva Microcystis aeruginosa. Para determinar os aleloguimicos inibitdrios, o ex-
trato etanolico bruto foi fracionado e as fragdes testadas quanto a inibi¢do do crescimento e res-
postas fisioldgicas de M. aeruginosa (Kutzing) Kiitzing em condicGes laboratoriais. Este estudo
ainda avaliou fitoquimicamente a fracdo mais ativa nos bioensaios com a cianobactéria, além de
avaliar a atividade citotdxica e genotoxica da agua resultante dos bioensaios por meio do teste de
Allium cepa. A fracdo metandlica apresentou 83% de inibicdo da densidade celular na concentragdo
de 50 mg/L. Foi possivel observar aumento de espécies reativas de oxigénio e de peroxidacédo
lipidica, além do aumento na atividade das enzimas do metabolismo de defesa antioxidante da
cianobactéria. Ocorreram reducdes nos niveis de proteinas totais e da enzima superdxido dismutase
na cianobactéria, sendo esta ultima um possivel mecanismo de acéo para substancia (s) bioativa (s)
de P. stratiotes. Todos estes efeitos podem estar associados ao conteido polifenolico encontrado
na fracdo avaliada. Assim, novos estudos serdo realizados a fim de melhor elucidar estes aleloqui-
micos.

Palavras-chaves: Aleloquimicos; Alface d’agua; Allium cepa; Cianobactérias; Densidade celular
Estresse oxidativo.
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1 INTRODUCAO

A espécie Pistia stratiotes L., conhecida popularmente como alface d’agua, ¢ uma planta
aquatica flutuante, amplamente distribuida por todo o mundo (CARDOSO et al., 2005). P. strati-
otes apresenta porte herbaceo, caule, estolonifera, com propagacao sexuada e assexuada por meio
de seus estoldes. Possui folhas sésseis, esponjosas, espatuladas, obtusas e densamente pubescentes,
dispostas em rosetas, coloracdo verde, com inflorescéncia composta por espadice cercada por uma
espata pilosa (COELHO et al., 2005). Esta espécie é responsavel pela formacao de densos tapetes
de plantas sobre a superficie aquética, sendo considerada como uma espécie daninha, afetando o
aproveitamento econémico dos sistemas aquaticos (COELHO et al., 2005). Esta macrdéfita tem
sido utilizada para a remocdo de mercurio de efluentes de mineracdo, por acumular o metal em
suas raizes, melhorando a qualidade dos sistemas aquaticos. Adicionalmete, tem sido empregada
no tratamento de esgoto urbano, demonstrando seu potencial de utilizag&o na fitorremediagéo (LIN
e LI, 2016). Pesquisas também demonstraram que P. stratiotes apresenta efeitos alelopaticos, po-
dendo interferir e controlar o crescimento de microrganismos como as cianobactérias, sendo o ex-
trato etandlico da planta a forma mais eficiente para esse efeito (LOURENGCAO et al., 2021). Di-
ante disso, a utilizacdo de aleloguimicos de plantas aquaticas para inibir o crescimento excessivo
de cianobactérias nocivas torna-se uma abordagem sustentavel e ecoldgica, devido a sua baixa
toxicidade, alta seletividade e excelente degradabilidade (WANG et al., 2018).

2 OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo, fracionar o extrato etandlico de P. stratiotes, identificando
e caracterizando a fragdo com maior atividade algicida sobre a cianobactéria Microcystis aerugi-
nosa. Complementarmente, avaliou-se a citoxicidade e genotoxicidade em Allium cepa da agua
resultante dos bioensaios com a fragdo com atividade algicida.
3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARO DOS EXTRATOS

A macrofita aquatica P. stratiotes foi coletada na cidade de Assis - SP, em uma lagoa pu-

blica, sem causar impacto na populacédo de plantas (22°44'59,40 "S e 50°31'40,40"W) entre 0s me-
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ses de maio e julho de 2017. O exemplar da espécie foi depositado no Herbario Assisense, identi-
ficado através do voucher HASSI-1038. As plantas inteiras foram lavadas e secas em estufa com
circulacdo de ar a 40°C. As folhas secas foram ent&o trituradas para produzir um pé fino. A gordura
do po resultante foi removida com hexano em uma garrafa de vidro tampada, que foi submetida a
ultrassom por 30 minutos, em seguida, filtrado 3 vezes. A extragdo com etanol por percolagéo foi
realizada de acordo com Prista et al. (1995). Para a retirada do solvente extrator, o extrato resultante
foi filtrado sob vacuo e concentrado em evaporador rotativo. O extrato seco foi entdo mantido em

frasco ambar a temperatura ambiente até sua utilizacéo.

3.2 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS EM SILICA C18

O extrato bruto etanolico de P. stratiotes foi submetido a fracionamento, pois de acordo
com Lourencdo et al. (2021), este apresentava a maior atividade inibitdria sobre o crescimento da
cepa de M. aeruginosa (cepa BCCUSP232). Desta forma, uma coluna cromatogréafica foi ajustada
com cerca de 75% silica (40-63 um) e 25% da mesma silica incorporado com 2,0 g de extrato. Em
seguida, o extrato foi eluido com misturas de Agua/Metanol em polaridade decrescente, realizando
as separacdes em fase reversa na seguinte sequéncia: Agua destilada, Agua destilada: Metanol
(80:20), Agua destilada: Metanol (60:40), Agua destilada: Metanol (40:60), Agua destilada: Me-
tanol (20:80) e Metanol. As trocas de solventes eram realizadas sempre que a fracdo permanecia
sem evidéncia de separagdo, desta forma, o fracionamento do extrato resultou em 6 fracdes identi-
ficadas de F1 a F6. As fragdes filtradas foram concentradas em um evaporador rotativo a 40+£2°C,
armazenadas em frasco &mbar a temperatura ambiente e entdo submetidas aos bioensaios nas con-

centracOes de 25 e 50 mg/L.

3.3 BIOENSAIOS COM Microcystis aeruginosa BCCUSP232

A atividade de inibicdo de algas de cada fracdo do extrato etanolico foi examinada pela
adicdo de 25 e 50 mg/L da fracdo diluida a um Erlenmeyers de 1000 mL contendo a cianobactéria
Microcystis aeruginosa (cepa BCCUSP232) em 700 mL de meio ASM-1 (GORHAM et al. 1964).
Nenhuma fracéo foi adicionado ao frasco do grupo controle. Os tratamentos foram avaliados em
triplicada, ou seja, para cada fracdo do extrato etanolico e controle negativo. Todos os frascos
foram mantidos em meio de cultivo ASM-1, pH 7,4, em condi¢Ges ambientais controladas (inten-
sidade de luz: 40 mmol m/s, mensurada com um Quantémetro LI-COR, modelo LI-250, equipado

com um sensor esférico sub-aquatico; fotoperiodo: 14:10 h, claro:escuro, e temperatura: 24 + 1°C).
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Os frascos foram agitados manualmente duas vezes ao dia. Para cada frasco, amostras de 40 mL
foram retiradas a cada 2 dias do 2° ao 6° dia de exposicao da cianobactéria as fracdes, para deter-
minacdo da densidade celular, peroxidacéo lipidica, espécies reativas de oxigénio (H202), proteinas
totais e atividade enzimatica do metabolismo antioxidante.

Todos os experimentos iniciaram com a densidade de 2,3 x 10° células/mL de M. aerugi-
nosa obtida a partir da mesma cultura em fase de crescimento exponencial, e 0s bioensaios foram
realizados durante 10 dias, sendo 4 dias para o crescimento da cianobactéria apds o inéculo, e 6
dias de exposicao as fragdes. Na fase de crescimento exponencial (4 dias ap6s o in6culo) das cul-
turas experimentais, foram coletadas amostras para a determinacéo da densidade celular antes da
adicdo dos extratos, a fim de confirmar o estagio de crescimento da cepa.

O crescimento da populacdo da cianobactéria foi determinado utilizando a densidade celu-
lar obtida a partir de curvas de calibracao de culturas de M. aeruginosa com densidades celulares
conhecidas em espectrofotdbmetro a 750 nm. A equacdo de regressdo obtidas a partir da curva de
calibracgéo é dada a seguir: y = (3x10®) x + 0,0058, onde y é a absorbancia, x representa a densidade
celular, e R? = 0,9992.

3.4 AVALIACAO DO MECANISMO DE ACAO DAS FRACOES DO EXTRATO ETANO-
LICO DE P. stratiotes EM M. aeruginosa BCCUSP 232

3.4.1 Extracdes bioguimicas

A biomassa obtida a partir do pellet formado pela centrifugagéo de 40 mL a 10000 rpm e
0°C das coletas de cultura de M. aeruginosa, foi homogenizadas em tampé&o de fosfato 0,1 mol
(pH 6,5) contendo 1% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP), e posteriormente centrifugadas a 15000
rpm e 0°C durante 10 min, sendo o sobrenadante obtido armazenado em criotubos a -20°C.

3.4.2 Peroxidacdo lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada estimando-se o teor de malondialdeido (MDA), se-
guindo o método de Madhava Rao e Sresty (2000).
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3.4.3 Espécies reativas de oxigénio: formacéo do peroxido de hidrogénio intracelular (H202)

O método de Jana e Choudhuri (1982) foi utilizado para medir a formacéo interna de H20-
pela M. aeruginosa, por meio da formacéo de perdxido de titanio lido em espectrofotdmetro a 410

nm.

3.4.4 Determinacdo de proteinas totais e atividade das enzimas do metabolismo de defesa
antioxidante de M. aeruginosa BCCUSP 232

A extracdo obtida no item 3.4.1 foi utilizada para a medicéo de proteinas totais e 0s ensaios
de atividade das enzimas antioxidantes.

A concentracdo total de proteinas foi determinada de acordo com Bradford (1976) e ex-
pressa em pg/mL, utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrédo. A atividade da catalase
(CAT) foi determinada a 550 nm com base na sua funcéo peroxidativa de acordo com Johansson
e Borg (1988). A Atividade da peroxidase (POD) foi determinada a 430 nm por meio das mudancas
na absorbancia durante um minuto (REDDY et al., 1996). O ensaio da atividade da superdxido
dismutase (SOD) foi conduzido a 600 nm de acordo com o método de Misra e Fridovich (1972).
O doseamento da atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi realizada utilizando o modelo de
substrato padrao dinitrobenzeno 1-cloro-2,4- (CDNB) de acordo com Mauch e Dudler (1993).

3.5 QUANTIFICACAO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS DA FRACAO MAIS ATIVA

A quantificacdo de fendis e flavonoides da fracdo mais ativa nos bioensaios foi realizada
pela diluicdo da mesma em etanol nas concentracdes de 25, 50, 75, 100, 250, 500, 1.000, 3.000,
5.000 e 10.000 pg/mL. Para a determinagao do teor de fendis totais foi utilizado o método de Sin-
gleton e Rossi (1965), enquanto a quantificacdo dos flavonoides totais da fracdo mais ativa foi
determinada com base no método descrito por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999).

3.6 DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM CELULAS ME-
RISTEMATICAS DE RAIZ DE Allium cepa

Apos o ultimo dia do bioensaio (6° dia) com a fracdo mais ativa do extrato etandlico de P.
stratiotes sobre M. aeruginosa BCCUSP232, 40 mL dos bioensaios foram separados e utilizada

para o teste em Allium cepa, de acordo com procedimento descrito por Fiskesj6 (1985).
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Foram utilizadas cinco raizes por parcela, contando 5000 células/tratamento em microsco-
pio dptico. Os efeitos citotoxicos da agua residual foram determinados pela analise do indice mi-
totico (n° total de células em divisdo/n® total de células analisadas x 100) e indice de morte celular
(n° total de células em morte/n°® total de células analisadas x 100). As aberracGes cromossémicas
também foram determinadas (anéfase e tel6fase aberrantes), e suas frequéncias utilizadas para de-
terminar o indice de alteracBes cromossémicas (n° total de células alteradas/n® total de células
analisadas x 100). Ja a determinacdo da frequéncia de células micronucleadas foi utilizada para
determinar os efeitos mutagénicos, por meio da anélise do indice de mutagenicidade (n° de células

com micronucleo e quebras/n® total de células analisadas x 100).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos nos testes acima descritos foram submetidos a andlise estatistica por
meio de testes de normalidade (Shapiro-Wilks) e homogeneidade (Levene). Para identificar as di-
ferencas entre os tratamentos e 0s grupos controles, os dados foram analisados por meio de testes
paramétricos (ANOVA e Tukey; 0a=0,05).

4 RESULTADOS

4.1 Efeito das fragdes de P. stratiotes no crescimento de Microcystis aeruginosa BCCUSP232

O fracionamento do extrato etandlico de P. stratiotes resultou em 6 fragdes identificadas
de F1 a F6. As fracOes obtidas foram entdo utilizadas em novos bioensaios nas concentracGes de
25 e 50 mg/L.

De maneira a melhor comparar as inibigdes observadas, e verificar as fracbes de maior
efetividade na reducdo do nimero de células, as taxas de inibicdo (Tabela 1) foram calculadas a
partir das diferentes concentragdes utilizadas.

Por meio dos dados obtidos na Tabela 1, foi possivel observar que a exposicao as fracdes
do extrato etandlico de P. stratiotes, determinou maiores inibi¢cdes nas concentracGes da fracdo 6
(25 e 50 mg/L) com valores de 61,4 (£3,2)% e 82,9 (x6,4)%, respectivamente.

Devido a estes resultados, a fracdo metandlica (F6) foi selecionada e utilizada no restante
das anélises, a fim de elucidar os seus mecanismos de a¢do sobre a cepa de M. aeruginosa.
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Tabela 1 - Taxas de inibi¢do celular média para M. aeruginosa exposta as fracdes de extrato etandlico de Pistia stra-
tiotes nas concentragdes de 25 e 50 mg/mL.

Concentracao No médio N médio
Amostra teste de extrato (10° célu- (10° célu- Tl (%)
(mg/L) las/mL) las/mL)
o ) 25 2,95 2,95 0 (£8,8)
Pistia stratiotes F1
50 2,95 2,85 3,4 (£5,6)
o ) 25 2,95 3,15 -6,8 (£7,1)
Pistia stratiotes F2
50 2,95 2,87 2,8 (£9,6)
o ) 25 2,95 2,89 2,3 (£8,8)
Pistia stratiotes F3
50 2,95 3,12 -5,6 (£8,7)
o ) 25 2,95 2,99 -1,1 (20,8)
Pistia stratiotes F4
50 2,95 3,00 -1,7 (£4,8)
o ) 25 2,95 2,94 0,56 (+4,8)
Pistia stratiotes F5
50 2,95 2,65 10,1 (£8,7)
25 2,95 1,14 61,4 (£3,2)
Pistia stratiotes F6
50 2,95 0,51 82,9 (x6,4)

No e N indicam a concentracéo celular no recipiente controle e no recipiente teste, respectivamente, apos 6 dias de
experimento, e Tl ataxa média (n=3) de inibicdo calculada (+desvio padrdo). Valores negativos representam atividade
contréria a inibicdo.

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.2 Peroxidacao Lipidica

As alteracdes no conteldo de MDA foram usadas como indicador de peroxidacéo lipidica
em M. aeruginosa exposta a diferentes concentracdes da fragdo mais ativa no bioensaio. Como
apresentado na figura 1, o conteddo de MDA das células de M. aeruginosa expostas a fracdo de P.
stratiotes aumentou significativamente (p<0,05) em comparacgdo ao tratamento controle negativo.
Esse aumento pode ser observado ja no 2° dia de bionsaio para as duas concentracfes da fragcdo
metanolica do extrato de P. stratiotes. A maior dosagem de MDA (0,16+0,01 mmol/L) foi obtida

para a menor concentracao utilizada da fracdo (25 mg/L) no 4° dia de bioensaio.
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Figura 1 - Efeito da fracdo metandlica (F6) do extrato etanolico de P. stratiotes no contelido de Malondialdeido em
M. aeruginosa BCCUSP232. Diferengas entre o controle e as diferentes concentracdes dos extratos foram determina-
das por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’ e ‘b’ representam significancia em
P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.3 Espécies reativas de oxigénio (ROS): determinacéo de Perédxido Hidrogénio (H202) intra-

celular

Como tendéncia geral, a concentragao de H20: interno em Microcystis aeruginosa aumen-
tou ao longo do tempo na presenca da fracdo mais ativa de P. stratiotes (Figura 2). Diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) na produgéo de H2O, por M. aeruginosa foram registradas
a partir do dia 4° dia de exposicdo, quando a maior concentracao de H>O; (3,51£0,22 umol/g) em
M. aeruginosa foi observada no 6° dia de exposi¢do a menor concentracédo utilizada da fracéo (25
mg/L).
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Figura 2 - Efeito da fragdo metandlica (F6) do extrato etandlico de P. stratiotes no contetido de H,O; intracelular em
M. aeruginosa BCCUSP232. Diferengas entre o controle e as diferentes concentracdes dos extratos foram determina-
das por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’ e ‘b’ representam significancia em
P<0.05. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.4 Proteinas totais e atividade das enzimas antioxidantes

A fracdo mais ativa (F6) do extrato etandlico de P. stratiotes causou declinio no conteudo
total de proteinas de M. aeruginosa (Figura 3). Ambas as concentracdes da fracdo metandlica re-
duziram significativamente (p <0,05) as concentrac@es totais de proteinas de M. aeruginosa ao
longo do estudo, quando comparadas com o grupo controle. A maior reducgéo foi observada no 6°

dia de exposic¢do a maior concentracdo utilizada da fracdo F6 (50 mg/L).
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Figura 3 - Efeito da fragdo metanolica (F6) do extrato etandlico de P. stratiotes no contedldo de proteinas totais em
M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentragdes dos extratos foram determina-
das por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’, ‘c’, e ‘d’ representam signifi-
cancia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Comparada ao controle, a atividade da catalase de M. aeruginosa aumentou significativa-
mente (p <0,05) na presenca da fragdo metandlica ao longo do experimento, para ambas as con-
centragOes utilizadas, desde a primeira dosagem (Figura 4). As maiores atividades da CAT foram

verificadas para a menor concentrac¢ao da fragdo utilizada (25 mg/L).
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Figura 4 - Efeito da fragdo metandlica (F6) do extrato etanolico de P. stratiotes na atividade da Catalase em M.
aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentragdes dos extratos foram determinadas
por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’ e ‘b’ representam significancia em
P<0.05. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Como pode ser observado na Figura 5, a atividade da enzima POD de M. aeruginosa au-
mentou apds a exposicdo a ambas concentracdes da fragdo do extrato etandlico de P. stratiotes. O
acréscimo na atividade da POD durante todo o bioensaio foi estatisticamente significativa em com-
paracdo ao grupo controle (p <0,05). O maior nivel de atividade da enzima (0.03+0,001 U/mL) foi

obtido para a concentracdo de 50 mg/L da fragdo no 2° dia de exposicéo.
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Figura 5 - Efeito da fragdo metandlica (F6) do extrato etandlico de P. stratiotes na atividade da Peroxidase em M.
aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentrages dos extratos foram determinadas
por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’, ‘b’ e ‘c’ representam significancia em
P<0.05. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Foi significativamente inibida (p <0,05) a atividade da enzima SOD da cianobactéria apos
exposicdo a fracdo metanolica (Figura 6). Essa reducdo pdde ser observada em todo o periodo de

exposicao de M. aeruginosa as diferentes concentrac@es da fracdo F6 (25 e 50 mg/L).
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Figura 6 - Efeito da fragdo metndlica (F6) do extrato etandlico de P. stratiotes na atividade da Superdxido dismutase
em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentracdes dos extratos foram deter-
minadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’ e ‘b’ representam significancia
em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Na Figura 7, estdo apresentados os dados obtidos para a atividade da enzima GST. Durante
todo o periodo do bioensaio, foi possivel verificar aumento significativo na atividade da GST de
M. aeruginosa nas duas concentracdes utilizadas da fracao, quando comparadas ao grupo controle.
Os maiores niveis de atividade da enzima foram obtidos para a concentragdo de 50 mg/L da fracéo
do extrato etanolico de P. stratiotes durante todo o periodo de bioensaio, mesmo nédo ocorrendo

diferencas estatisticas entre as duas concentragdes da fracdo utilizada.
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Figura 7 - Efeito da fragdo metandlica (F6) do extrato etandlico de P. stratiotes na atividade da Glutationa S-transfe-
rase (GST) em M. aeruginosa BCCUSP232. Diferencas entre o controle e as diferentes concentrages dos extratos
foram determinadas por ANOV A um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os simbolos ‘a’ e ‘b’ representam
significancia em P<0.05. As barras correspondem ao desvio padréo (n=3).

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.5 Determinacao de polifendis e flavonoides totais

Analises fitoquimicas revelaram que a fracdo mais ativa do extrato etandlico de P. stratiotes
possuia 170.5 (x7.1) mg de polifendis totais GAE g-1 DW e 93.4 (+4.3) mg RE g-1 DW de fla-
vonoides totais.

4.6 Determinacgéao da citotoxicidade e genotoxicidade em Allium cepa

A citotoxicidade e genotoxicidade em células meristematicas radiculares de A. cepa,
expostas a agua residual dos bioensaios de M. aeruginosa tratada com a fracdo mais ativa de P.
stratiotes, esta apresentada na Tabela 2. Os dados obtidos permitiram observar que o controle do
bioensaio e fracdo de P. stratiotes apresentaram aumento significativo nos indices de morte,
alteracdes cromossémicas e mutagenicidade em relacdo ao controle negativo (agua destilada). Em
comparagdo com o controle do bioensaio, a fragdo utilizada de P. stratiotes apresentou reducéo
nos valores médios do indice mitdtico, de morte, aberragfes cromossdmicas e mutagenicidade,

porém ndo diferindo estatisticamente do mesmo.
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Tabela 2 - indice Mitdtico, indice de Morte, Indice de alteragdes cromossdmicas e indice de mutagenicidade de células
meristematicas de raiz de Allium cepa tratadas com agua resultante do bioensaio com M. aeruginosa utilizando fragédo
ativa do extrato etandlico de P. stratiotes em duas concentragdes. Controle negativo foi tratado com dgua destilada e
controle do bioensaio tratado com a agua resultante do bioensaio sem adicdo de extrato ou fracdo (Meio de cultivo +
Cianobactéria).

o o indice de .
_ _ Indice Indice de Indice de
Bioensaio o alteragdes o
mitotico morte . mutagenicidade
cromossémicas

Controle negativo 10.09+1.07a 0.25%0.12a 0.23+0.15a 0.00+0.00a
Controle do bioensaio 11.62+0.70a  2.74+0.49b 1.40+0.68b 1.34+0.31b
F6 P. stratiotes 25 mg/L  10.94+0.76a  2.38+0.39b 1.31+0.28b 1.07+0.23b
F6 P. stratiotes 50 mg/L ~ 10.89+0.75a  2.41+0.55b 1.30+0.39b 1.11+0.22b

F6=Fracdo metandlica. 5000 células analisadas. MédiastDesvio padrdo. Diferencas entre o controle e as
diferentes concentracfes dos extratos foram determinadas por ANOVA um fator seguido pelo teste post hoc de Tukey.
Os simbolos ‘a’ e ‘b’ representam significancia em P<0.05.

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou as fragdes do extrato bruto de P. stratiotes para determinar uma
fracdo ativa, com atividade alelopatica significativa sobre a cultura e crescimento de M. aerugi-
nosa. Estudos anteriores realizados por Wu et al. (2013), Wu et al. (2015) e Lourengdo et al.
(2021), demonstraram que extratos brutos de P. stratiotes apresentaram atividade inibitoria sobre
cianobactérias. J& Mohamed (2017), Zhu et al. (2021) e Lourenc&o et al. (2021) demonstraram a
presenca de diferentes compostos ativos em extratos de P. stratiotes, com acdo alelopatica sobre
M. aeruginosa, entre eles polifenois, acido linoleico, luteolina, acidos graxos, cetonas esteroidais
e acido palmitico, sendo este Gltimo o composto majoritario em extrato etandlico da planta.

No presente estudo, foi realizado pela primeira vez o fracionamento do extrato etandlico de
P. stratiotes, com a finalidade de determinar a fracdo com maior atividade algicida sobre cultura
de M. aeruginosa. Apos fracionamento, foi determinada uma fracdo com atividade de 83% de
inibicdo da densidade celular na concentragdo de 50 mg/L, sendo esta considerada a fragdo mais
ativa. Em seguida, foram avaliados o potencial oxidativo, citotoxicidade e genotoxicidade.

Nas andlises do potencial oxidativo foi identificado aumento nos niveis de malonaldeido
(MDA) nos grupos tratados com a fracdo. As membranas celulares das algas sdo constituidas de
fosfolipidios ndo saturados, que sdo vulneraveis a espécies reativas de oxigénio (ROS), e 0 MDA
é um produto de decomposi¢do destas membranas, principalmente devido ao dano oxidativo (PAN-
CHAetal., 2015). Assim, 0 aumento do potencial oxidativo causado pelos contetidos intracelulares

de H.O2 e MDA, pode ser relacionado aos compostos presentes na fracdo estudada. Além disso,
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Aguiar et al. (2007) demonstraram que os compostos polifendlicos sdo potentes agentes pré-oxi-
dativos e sua atividade pode induzir maior producdo de ROS em diferentes células, justificando
assim os teores encontrados no presente estudo para esses compostos.

Para células de cianobactérias em condi¢es normais, a producdo e eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio intracelular (ROS) estdo em um estado de equilibrio dindmico. No entanto,
com a exposi¢do aos aleloquimicos, as ROS intracelulares aumentam excessivamente por meio da
oxidacao direta dos aleloquimicos (LU et al., 2016) ou da geracéo de 1O, e outras ROS (RAMEL
etal., 2012).

As respostas antioxidantes a superproducdao de ROS intracelulares incluiu a ativacéo de
antioxidantes enzimaticos, como catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POD)
entre outros, e variacdo do conteldo e das taxas de regeneracao de antioxidantes ndo enzimaticos,
como a glutationa reduzida (GSH) (HONG et al., 2008, 2009). Uma vez que o nivel de ROS excede
o limite da capacidade antioxidante, as atividades biofisicas das células das cianobactérias seriam
severamente influenciadas e, eventualmente, efeitos de inibi¢do apareceriam. Neste estudo, as mo-
léculas de defesa antioxidante CAT, POD e GST tiveram suas atividades aumentadas diante da
exposicao a fracdo estudada, confirmando sua atividade pro-oxidativa.

Os teores de SOD observados no presente estudo, nos tratamentos com a fragdo mais ativa
do extrato etandlico de P. stratiotes, apresentaram-se inferiores aos observado no controle, inde-
pendentemente do tempo de exposicdo e da concentracdo de extrato utilizado. Hong et al. (2009)
e Meng et al. (2015) demonstraram que compostos de origem vegetal em alta concentracéo e,
dependendo do tempo de exposicdo, poderiam enfraquecer ou danificar o sistema de defesa antio-
xidante inativando a SOD, portanto, colaboram para acéo algicida. Desta forma, os resultados su-
gerem que este pode ser um importante mecanismo de acdo dos aleloquimicos de P. stratiotes em
M. aeruginosa, pois de acordo com Zhang et al. (2007), o acentuado declinio da atividade SOD
pode causar danos as proteinas enzimaticas, devido ao acumulo de radicais livres e peroxidos li-
vres, resultando na reducdo no teor de proteinas totais e na inibicdo do crescimento da cianobacté-
ria, assim com observado neste estudo.

Na avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade, os tratamentos utilizados ndo apresenta-
ram diferenca estatistica entre si, porém foi observada tendéncia de aumento de todos os indices
analisados quando comparados ao controle negativo. Carmichael et al. (1991) e Laughinghouse IV
et al. (2012) em seus estudos concluiram que a toxicidade gerada pela exposi¢cdo a microcistinas
esta relacionada a hiperplasia, citotoxicidade, alteracdes cromossémicas e mutagenicidade, que
claramente é corroborado pelo presente estudo, uma vez que de acordo com Bittencourt-Oliveira

et al. (2011) a cepa de M. aeruginosa BCCUSP232 ¢ produtora de microcistina-LR. Contudo, 0s
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indices avaliados (morte, alteragdes cromossémicas e mutagenicidade), apesar de ndo diferir esta-
tisticamente do controle do bioensaio (meio de cultivo + cianobactéria), apresentaram indices in-
feriores. Esta diminuicdo pode estar correlacionada com o tratamento realizado com a fracdo me-
tandlica sobre a cultura de M. aeruginosa, que determinou a redugdo populacional e diminuicdo
dos metabdlitos produzidos pelas algas, o que refletiu diretamente no efeito genotdxico sobre as
células de A. cepa.

De acordo com Appel (1993) e Yu et al. (2003), compostos polifenélicos como os encon-
trados neste estudo apresentam potencial fitotoxico, pois é sabido que muitas quinonas e fendis
podem afetar a permeabilidade da membrana, causando danos ao DNA, as proteinas, e causando
peroxidacdo lipidica, propiciando até a morte célular, o que poderia culminar no efeito inibitorio

do crescimento de M. aeruginosa.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos para este estudo sugerem gque compostos fenoélicos (flavonoides e/ou
acidos organicos) presentes na fracdo metanolica do extrato bruto de P. stratiotes, sdo potenciais
fornecedores de compostos algicidas sobre a cultura de M. aeruginosa, interferindo em seu cresci-

mento.
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CONCLUSOES GERAIS

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

Extratos e fracdes de Pistia stratiotes, Salvinia auriculata e Emilia sonchifolia interferem
no crescimento da cepa de Microcystis aeruginosa BCCUSP232 produtora de cianotoxina, princi-
palmente nas maiores concentragdes utilizadas.

As alteracGes observadas para 0s compostos e enzimas relacionadas ao metabolismo de
respostas ao estresse oxidativo da cianobactéria, demonstraram que os extratos de Pistia stratiotes,
Salvinia auriculata e Emilia sonchifolia agiram como estressores no metabolismo da mesma.

Pistia stratiotes inibiu a atividade da enzima superdxido dismutase durante o periodo de
testes, demonstrando ser esse um importante mecanismo de acdo dos compostos desta planta sobre
0 metabolismo da cianobactéria.

As andlises de cromatografia gasosa (CG)/espectrometria de massa (MS) dos extratos eta-
nolico e aquoso de Pistia stratiotes apresentaram o éster etilico do &cido palmitico como principal
aleloquimico.

O conteudo polifenolico encontrado nos extratos pode ser o responsavel pela atividade ini-
bitoria no crescimento de cianobactérias, devido ao potencial fitotoxico encontrado na literatura
para a presenca destes compostos vegetais.

Os extratos e as fragdes mais ativas nos bioensaios apresentaram atividade algistatica, den-
tro das concentracdes avaliadas, sugerindo que os mesmos sdo fontes de compostos que proporci-
onam estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica as cianobactérias, processos estes de interesse ao

controle populacional destes microrganismos.



