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Resumo

A resisténcia a antibiéticos €, nos dias de hoje, um grave problema de salde
publica, uma vez que os antibidticos ja existentes ndo conseguem combater infecdes
gue até ha poucos anos eram facilmente tratadas. Surge entdo a necessidade de
encontrar novas substadncias que possam combater de forma eficaz estes

microrganismos.

As cianobactérias, tanto de agua doce como marinhas, sdo um dos recursos
explorados pelas suas possiveis aplicacdes em biotecnologia, uma vez que para além
das toxinas, produzem também metabolitos secundarios bioativos, isto €, compostos
capazes de influenciar o desenvolvimento de outros organismos. Estes compostos
podem atuar de diversas formas e podem ter atividade antimicrobiana, antifingica,

antiviral, anti tumoral, anti-inflamatdria entre muitas outras.

Foram selecionadas 32 estirpes de cianobactérias (18 marinhas e 14 de agua
doce), para avaliar o seu potencial antibidtico. Apés o crescimento, realizou-se a
extragdo organica dos metabolitos, sendo o extrato obtido, depois de seco, diluido a
100 mg/ mL.

Também foram selecionadas 8 estirpes bacterianas, sendo 4 Gram- positivo
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e Bacillus
subtilis) e quatro Gram- negativo (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella entérica serovariedade Typhimurium). Para
testar a bioatividade dos extratos foram testados os métodos de difusdo em agar com
aplicacéo do extrato em disco ou em poco, sendo que no primeiro método o indculo foi
espalhado na superficie (Spread Plate) e no segundo o in6culo foi incorporado no
meio de cultura (Pour Plate). O método de difusdo em poco (Pour Plate) foi otimizado

para que o método fosse reprodutivel.

No método de difusdo a partir dos discos, estes foram carregados com 20 ug
de extrato, ndo se tendo registado halos de inibicdo relativamente a qualquer dos
extratos de cianobactérias marinhas. Quando se aumentou a concentracéo para 2 mg/
disco, verificou-se um derrame do extrato em virtude dos discos ndo suportarem a
guantidade de extrato. Apesar desta limitagdo, observaram-se algumas zonas de
inibicdo muito ténues. No método de difusé@o a partir do poco, estes foram carregados
com 5 mg de extrato. Embora n&o se tenha definido um halo de inibicdo, com exce¢éo

de Tolypothrix sp. (LEGE 11397) que formou um halo de inibicdo com 8,45 mm de
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didametro em E. faecalis, verificou-se uma diminuicdo no nimero de colénias a volta

dos pocos de Nostoc edaphicum (LEGE 07299) em P. aeruginosa, B. subtilis e E. coli,
Aphanizomenon flos- aquae (LEGE 03277) em E. coli, Aphanizomenon flos- aquae
(LEGE 03278) em S. aureus, Planktothrix sp. (LEGE 08334) em E. faecalis e S.
aureus, Romeria sp. (LEGE 06013) em K. pneumoniae, Anabaena sp. (LEGE 03284)
em E. coli, Anabaena sp. (LEGE 04288) em S. aureus e B. subtilis, Phormidium
autumnale (LEGE 06222) em S. aureus, Phormidium sp. (LEGE 06072) em S. aureus,
Phormidium sp. (LEGE 06078) em S. aureus, Tolipothrix sp. (LEGE 11397) em E.
faecalis, S. aureus e P. aeruginosa, Cylindrospermopsis raciborskii (LEGE 99043) em
S. aureus e Nodularia sp. (LEGE 06071) em S. aureus e B. subtilis e os extratos de
cianobactérias marinhas Leptolynbya sp. (LEGE 06020) em P. aeruginosa, E. faecalis,
E. coli e S. aureus, Pseudanabaena sp. (LEGE 06119) em P. aeruginosa,
Synechococcus nidulans (LEGE 06156) em P. aeruginosa, Cyanobium sp. (LEGE
06184) em E. faecalis e S. aureus, Leptolyngbya nodulosa (LEGE 06120) em K.
pneumoniae, E. coli e S. aureus e Pseudanabaena sp. (LEGE 06145) em B. subtilis e
E. coli. O numero de col6nias foi quantificado num circulo com 1,5 cm de diametro que

passava pelo centro do poco.

Os ensaios de sinergismo revelaram serem bastante promissores,
conseguindo-se uma inibicdo ligeiramente maior quando o extrato era adicionado ao

disco com antibiético.

Palavras- chave: Cianobactérias, Bactérias resistentes, Alelopatia, Antibiéticos,

Sinergismo
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Abstract

Antibiotic resistance is, nowadays, a very serious public health problem
because the existing antibiotics are no longer effective against infections that a few
years ago were easily cured. It is urgent to find new substances that can combat, in an

effective way these microorganisms.

Cyanobacteria, marine and freshwater, are one of the most researched
organisms for biotechnological uses because, besides the production of toxins, they
also produce bioactive secondary metabolites that can influence the development of
other organisms. These compounds can act as antimicrobial, antifungal, antiviral, anti-

tumoral, anti-inflammatory among others.

For this work, it was selected 32 species of cyanobacteria (18 marines and 14
freshwater) to evaluate the antibiotic potential. After the growth, the organic extraction

of the metabolites was carried out. The dried extract was concentrated at 100 mg/ mL.

It was also selected 8 bacterial species being 4 Gram- positive (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium and Bacillus subtilis) and 4
Gram- negative (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
and Salmonella Typhimurium). To test the bioactivity of the crude extracts the disc
diffusion assay and the well diffusion assay were used. In the first method the inoculum
was spread on the surface of the agar (Spread Plate) and in the other the inoculum
was incorporated in the agar medium (Pour Plate). The Pour Plate method was

optimized, so that it could be reproducible.

In the disc diffusion assay, the discs were loaded with 20 ug of crude extract
and the results were negative for the marine cyanobacteria species. Although the
method didn't work as it was supposed, it was observed some inhibition zones,
although the halo was not clear. In the well diffusion assay, each well was loaded with
5 mg of crude extract. Although it was not evident the presence of a clear halo, with
exception of Tolypothrix sp. (LEGE 11397) that formed an inhibition halo of 8,45 mm
around the well of E. faecalis, it was observed a decrease in the number of colonies
around the well of the freshwater cyanobacteria Nostoc edaphicum (LEGE 07299) on
P. aeruginosa, B. subtilis and E. coli, Aphanizomenon flos- aquae (LEGE 03277) on E.
coli, Aphanizomenon flos- aquae (LEGE 03278) on S. aureus, Planktothrix sp. (LEGE
08334) on E. faecalis and S. aureus, Romeria sp. (LEGE 06013) on K. pneumoniae,
Anabaena sp. (LEGE 03284) on E. coli, Anabaena sp. (LEGE 04288) on S. aureus and
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B. subtilis, Phormidium autumnale (LEGE 06222) on S. aureus, Phormidium sp. (LEGE

06072) on S. aureus, Phormidium sp. (LEGE 06078) on S. aureus, Tolipothrix sp.
(LEGE 11397) on E. faecalis, S. aureus and P. aeruginosa, Cylindrospermopsis
raciborskii (LEGE 99043) on S. aureus and Nodularia sp. (LEGE 06071) on S. aureus
and B. subtilis and the extracts of marine cyanobacteria Leptolynbya sp. (LEGE 06020)
on P. aeruginosa, E. faecalis, E. coli and S. aureus, Pseudanabaena sp. (LEGE 06119)
on P. aeruginosa, Synechococcus nidulans (LEGE 06156) on P. aeruginosa,
Cyanobium sp. (LEGE 06184) on E. faecalis and S. aureus, Leptolyngbya nodulosa
(LEGE 06120) on K. pneumoniae, E. coli and S. aureus and Pseudanabaena sp.
(LEGE 06145) on B. subtilis and E. coli, and the count of colonies was performed

within a 1,5 cm diameter circle around the well.

The synergistic effect was very promising since the inhibition zone was greater

when the extract was added to the antibiotic disc.

Keywords: Cyanobacteria, Resistant bacteria, Allelopathy, Antibiotics,

Synergism
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Introducao

1.1 Carateristicas gerais

As cianobactérias sdo um dos maiores subgrupos de procariotas Gram-
negativo, sédo fotoautotroficas, uma vez que usam a energia solar como fonte
energética, apesar de, em condi¢Bes laboratoriais poderem ser heterotréficas e
mixotréficas. E também considerado um dos grupos mais diversos tanto a nivel
morfolégico como a nivel do desenvolvimento (Rippka et al, 1979; Waterbury, 2006).
Relativamente a classificacao destes organismos, esta continua a ser ainda um pouco
controversa, devido a incongruéncia de uma classificacdo baseada em caracteristicas
morfolégicas com uma classificacdo baseada, em estudos genéticos e moleculares,
gue se verifica para alguns géneros cianobacterianos. Assim sendo, e como propde
Komarek (2011), é necessario usar um sistema Unico de classificagdo que deve ter
uma abordagem polifasica e ter em considerac@o a analise molecular, caracteristicas
citomorfologicas, ecolégicas e citofisioldgicas, sendo que o uso de bases de dados
computacionais € o melhor método para o registo taxonémico destes organismos
(Komaéarek, 2005 e 2010).

No Quadro 1.1 pode-se conferir a divisdo das cianobactérias em cinco ordens,

de acordo com as suas caracteristicas morfolégicas e reprodutivas.

Quadro 1.1: Divisdo das Cianobactérias em Ordens (Waterbury, 2006)

Ordem Principais caracteristicas Géneros tipo

- Unicelulares;
- Reproducéo por fissédo
binaria ou “budding”

(divisdo em um, dois ou

trés planos em angulos Cyanobium

retos ou em angulos Gloeocapsopsis
Chroococcales )

irregulares); Synechococcus

- Tamanho celular: 0,5- 30 | Synechocystis
Hm;

- Podem ocorrer em formas
unicelulares ou em

agregados celulares.

Pleurocapsales - Reproducéo por fisséo Cyanocystis
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multipla;

- Formas unicelulares ou
agregadas (fissé@o binaria
vegetativa);

- Producéo de baeocistos.

Dermocarpella

Oscillatoriales

- Filamentosas
indiferenciadas;

- Divisao celular por fisséo
binaria (plano em angulos
retos em relacéo ao eixo
mais longo do tricoma);

- Reproducéo por
fragmentagé&o do tricoma
ou por producéo de
hormogonia indiferenciada
libertada pela parte final
dos tricomas;

- Tamanho celular, forma e
tricoma variam conforme a
estirpe;

- Didmetro celular: 0,5- 100
Hm;

- Forma: rod- shape ou

disc- shape

Leptolyngbya
Phormidium
Planktothrix
Pseudanabaena

Romeria

Nostocales

- Filamentosas capazes de
diferenciacéo celular;

- Divisao celular por fissédo
binaria (plano em angulos
retos ao eixo mais longo do
tricoma);

- Diferentes tipos de
células especializadas:

a. heterocistos;

b. acinetos;

c. tricomas especializados

na reproducéo

Anabaena
Aphanizomenon
Calothrix
Cylindrospermopsis
Nodularia

Nostoc

Rivularia
Scytonema

Tolipothrix
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(hormogonia);

- Tricomas cénicos em
resposta ao gradiente de
azoto nos heterocistos

terminais.

- Filamentosas capazes do
mesmo grau de
diferenciacéo que as
Nostocales, mas capazes
de diviséo binaria em _
. - Nostochopsis
Stigonematales planos multiplos; _
L Westiella
- Talo com ramificacdo
verdadeira;

- Pode possuir tricomas
unisseriados ou

multisseriados.

Relativamente ao habitat, apesar da maioria das cianobactérias existirem em
ambientes temperados, algumas também podem existir em ambientes extremos, isto é
podem ser psicrofilicas (Tmax= 20° C), mesofilicas (AT= 4 — 40° C) ou termofilicas
(Tmax= 75° C); sdo mais frequentes em habitats com pH neutro a alcalino, ndo vivem
em meios extremamente acidos, mas podem existir em fontes termais com pH
superior a 5; crescem a diferentes salinidades (halotolerantes), enquanto que outras
tém pouca tolerancia e sdo obrigadas a crescer num meio semelhante ao natural, isto
se estiverem em cultura. Assim sendo, as cianobactérias toleram diferentes ambientes
extremos, mas poucas parecem ser extremdfilas. Outra caracteristica importante é que

pode viver em simbiose com outros organismos eucariotas (Waterbury, 2006).

Em condic¢des laboratoriais, e para que se produza a quantidade de biomassa
desejada, as cianobactérias devem crescer num ambiente semelhante aquele de onde
foram recolhidas, isto €, o meio de cultura deve conter aproximadamente 0s mesmos
nutrientes essenciais ao crescimento, a intensidade luminosa entre os 10- 75 pEin- m’
2. sec! com lampadas de aquecimento ou arrefecimento e fotoperiodo de 14 h/ 10 h e
a temperatura deve ser semelhante & do local da colheita. E também importante
salientar que as estirpes marinhas requerem no meio de cultura a presencga de

vitamina B12, sendo esta um fator de crescimento (Waterbury, 2006).
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1.2 Metabolitos Secundarios (Cianotoxinas)

s

Um dos aspetos que notabilizou as cianobactérias € a producdo de
florescéncias em meios aquéticos, que podem representar um risco para a saude
publica, visto que as cianobactérias podem ser produtoras de toxinas potentes
(Carmichael et al., 2006; Codd et al., 2005; Karjalainen et al. 2008; Lips et al. 2008).
Segundo Lips et al. (2008), existem fatores abidticos que influenciam o
desenvolvimento de florescéncias, toxicas ou ndo téxicas. Assim sendo, estes fatores
determinam qual a estirpe dominante e a duracéo da florescéncia, como por exemplo,
a florescéncia formada por Nodularia spumigena é altamente dependente das
condi¢cdes climatéricas, como a radiacao fotossintética ativa e a temperatura da agua,
enquanto que para Aphanizomenon sp. o excesso de fosforo (P) de pré- florescéncias

anteriores determina a intensidade da florescéncia.

Paerl et al. (2001) relaciona também o aparecimento de florescéncias com a
atividade humana, sendo que a presenca de nutrientes em excesso é uma
consequéncia direta da atividade antropica. Outros fatores apontados sdo também a
presenca de matéria organica, as concentracbes de ferro e metais vestigiais, a
condutividade e salinidade, a turbuléncia, o tempo de residéncia da agua, a
estratificacdo e estabilidade da coluna vertical da agua, a introducdo de espécies
invasoras e também as alteracdes climaticas, que na realidade influenciam todos os

fatores anteriormente descritos.

A producédo de cianotoxinas ndo é exclusiva de uma Unica estirpe. Como se
pode ver no Quadro 1.2, existem varias estirpes de cianobactérias capazes de
produzirem cianotoxinas como microcistina, uma das cianotoxinas mais estudadas,
visto que apresenta bastantes variac6es devido a substituicio dos aminoacidos das
posicdes 2 e 4 (Codd et al., 2005; Rinehart et al., 1994). Dependendo das vias de
exposicdo as cianotoxinas, estas podem manifestar-se nos organismos de forma
aguda ou de forma crénica. Quando a exposi¢ao € cronica, e no caso da microcistina e
da nodularina isso é mais evidente, existe a possibilidade de haver a promocédo de
tumores, sendo que a exposigdo cronica pode ser devida a ingestdo de agua
contaminada, como é o caso de zonas em gue a agua potavel é extraida de albufeiras

sujeitas a florescéncias de cianobactérias (Carmichael, 1992; Codd et al., 2005).

Estdo reportados varios casos de contaminacdo em animais selvagens, sendo
gue, geralmente sdo mortes em massa e a fonte de contaminacdo é a 4gua, animais
domésticos e até mesmo em humanos, sendo que um dos casos mais famosos,

devido a sua dimensdo € o “Incidente de Caruaru”, em que 130 doentes renais



18

Propriedades antibidticas de cianobactérias marinhas: em busca de novos antibiéticos

FCUP 2013

cronicos em regime de Hemodialise foram intoxicados por microcistina, sendo que a

contagem final de 6bitos foi de 70 doentes, devido a exposi¢ao direta a microcistina
(Jochimsen et al., 1998).

Quadro 1.2: Grupos de toxinas produzidas por cianobactérias e estirpes

produtoras (adaptado de Cood et al., 2005)

Toxina Estrutura e Atividade Género
Microcistina (H) Heptapétido ciclico Microcystis
- Hepatotoxinas; Anabaena
- Inibicdo da proteina- Nostoc
fosfatase; Anabaenopsis
- Disrupcéo da Planktothrix
condutancia e Oscillatoria

integridade das
membranas;

- Promocgéo de tumores.

Hapalosiphon

Nodularina (H)

Pentapéptido ciclico

- Hepatotoxinas;

- Inibicdo da proteina-

fosfatase;

- Disrupcéo da
condutancia e
integridade das
membranas;

- Promocgao de tumores;

- Carcinogénico.

Nodularia
Theonella (esponja em
simbiose com

cianobactérias)

Cilindrospermopsina (H)

Alcaldide de guanidina

- Lesdes necraéticas no

Cylindrospermopsis

Aphanizomenon

figado, rins, baco, Umezakia
pulmdes e Anabaena
intestino; Raphidiopsis

- Inibicdo da sintese
proteica;

- Genotoxico.

Anatoxina- a e Alcaldide Anabaena
homoanatoxina- a - P6s- sinapticos; Oscillatoria
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(N) - Bloqueadores Phormidium
neuromusculares Aphanizomenon
despolarizantes Raphidiopsis
Anatoxina- a (s) (N) Guanidina de metil éster Anabaena

de fosfato
- Inibicdo da

acetilcolinesterase

Saxitoxina (N)

Alcal6ide de carbamato

Aphanizomenon

- Bloqueador dos canais Anabaena
de s6dio Lyngbya
Cylindrospermopsis
Planktothrix
Lingbiatoxina- a (DC) Alcalbide Lyngbya
- Agente inflamatorio; Schizothrix
- Ativadora da proteina Oscillatoria
quinase C
Aplitoxina (DC) Alcaloide Lyngbya
- Agente inflamatorio; Schizothrix
- Ativadora da proteina Oscillatoria

quinase C

Lipopolissacarideos (E)

Lipopolissacarideos
- Agente inflamatorio;

- Irritante gastrointestinal

Possivelmente todos os

Géneros

(H): Hepatotoxinas; (N): Neurotoxina; (DC): Dermotoxinas e Citotoxinas; (E):

Endotoxinas.

Neilan et al. (2012) salienta que existem fatores ambientais que influenciam a

producdo de toxinas, sendo que os fatores ndo sdo os mesmos para as diferentes

estirpes de cianobactérias. De um modo geral, 0os nutrientes como azoto e fésforo sdo

determinantes para haver uma maior producéo de toxinas aquando da ocorréncia de

florescéncias, mas fatores como temperatura, intensidade luminosa, pH, salinidade e

micronutrientes sdo também determinantes para a producdo de toxinas.
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1.3 Outros metabolitos secundarios com bioatividade

(Alelopatia)

Apesar da producdo de cianotoxinas, estas também produzem citotoxinas,
metabolitos secundarios que nao sédo altamente letais como as cianotoxinas, mas sao
capazes de apresentar bioatividade contra linhagens celulares, algas, bactérias e
fungos (Carmichael, 1992).

As cianobactérias podem ser produtoras de compostos antibiéticos, antivirais,
anti-inflamatdérios, anticancerigenos, anti- incrustantes (Abed et al., 2009; Burja et al.,
2001; Dahms et al., 2006; Lopes et al., 2011). Para além disso, as cianobactérias
podem ser usadas na producdo de bioplasticos, com propdsitos de biorremediacéo,
como fonte alternativa de energia, biofertilizantes, biocidas, fonte saudavel de

alimentacéo e também como emulsificantes (Abed et al., 2009; Sharma et al., 2010).

A producdo destes metabolitos secundarios tem, por sua vez uma funcéao
ecoldgica definida, por exemplo Ledo et al. (2012) comprovou que a exposicao de
comunidades microbianas a aleloquimicos de cianobactérias tinha um impacto na sua
estrutura, em particular em cianobactérias e na taxa de eucariéticos unicelulares.
Mundt et al. (2001) refere que a producdo destes compostos pelas cianobactérias em
meio natural pode ser a razdo pela qual ha a diminuicdo de bactérias, virus e outros
microrganismos presentes na agua. Em teoria isto seria uma mais-valia, visto que
poderia haver uma melhoria da qualidade da agua, mas levanta-se a questao de estas
também serem produtoras de toxinas, tornando a presenca de cianobactérias um
grave problema de saulde publica. A frequéncia de fenémenos de alelopatia pode
diminuir se a densidade celular de cianobactérias for relativamente baixa, visto que
esta também esta relacionada com a fase de crescimento das cianobactérias, sendo
gue existe uma maior atividade alelopatica no inicio da fase exponencial do
crescimento das cianobactérias, ou seja, quando ha um aumento da densidade celular
(Ledo et al.,, 2009 e 2010). Assim sendo, pode-se assumir que a producdo destes
metabolitos tem uma funcdo ecoldgica definida, tal como as cianotoxinas, que passa

pela dominancia das cianobactérias no seu habitat.

A presenca de cianobactérias em estacfes de tratamento de aguas residuais
pode apresentar riscos para o0 tratamento das aguas devido as alteracdes que a
producdo de cianotoxinas e outros metabolitos com bioatividade, uma vez que tém
efeitos negativos nos protozoarios e nas bactérias, o que afeta o tratamento

secundario (Martins et al., 2011).
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Tal como foi referido anteriormente para as florescéncias toxicas de

cianobactérias, também a producdo de metabolitos secundarios com bioatividade
depende de fatores abibticos e a disponibilidade de nutrientes tem sido véarias vezes
estudada, visto que é um fator determinante no tipo de metabolito que é produzido
(Fish et al., 1994; Semary, 2011). Segundo Fish et al. (1994), o aumento da
concentracao basal de nitrato e a diminuicdo de NTA (&cido nitrilotriacético) e cloreto
de ferro podem estimular a produgdo de compostos bioativos de uma estirpe de
Phormidium, provando-se que as condi¢cdes de crescimento determinam a quantidade
e o tipo de compostos bioativos produzidos. Noutro trabalho, Fish et al. (1994)
observou que uma estirpe de Phormidium termotolerante proveniente dos Acgores
produzia um composto com propriedades antibiéticas, mas que a temperatura
influenciava a quantidade de composto que era produzido. Também Semary (2011),
usando uma estirpe de Phormidium provou que a diferentes concentracdes de fosfato
presentes no meio de cultura eram produzidos compostos diferentes e com
bioatividades diferentes. Com estes estudos pode-se determinar quais as melhores
condicbes para a producdo destes compostos e, assim produzi-los em grandes

guantidades.

Uma das maiores produtoras de compostos bioativos € Lyngbya majuscula.
Esta estirpe tem um habitat tropical ou sub-tropical e é responsavel pelas florescéncias
marinhas causando o fendmeno “swimmers itch”. Apesar de ser produtora de toxinas
potentes, também é produtora de outros metabolitos, sendo que 30 % dos compostos
isolados pertencem a esta estirpe. Assim sendo, dos 113 compostos, 75 %
apresentam bioatividade como, atividade antibibtica, anticancerigena, antifingica,

antiviral entre outras atividades (Burja et al. 2001).

Alguns dos compostos produzidos ja foram isolados e no Quadro 1.3 podem-se
consultar quais as cianobactérias que produzem compostos com atividade

antimicrobiana e para quais bactérias os compostos exibem bioatividade.

Quadro 1.3: Compostos produzidos por cianobactérias com propriedades

antimicrobianas/ antibiéticas

Cianobactéria Composto Bioatividade Referéncia
Fischerella sp. Hapalindole T Mycobacterium Asthana et al.
tuberculosis, 2006
Enterobacter
aerogenes,
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Staphylococcus
aureus,
Pseudomonas
aeruginosa,
Salmonela typhi,
Escherichia coli

Nodularia
harveyana

Norharmane

Escherichia coli,
Pseudomonas
aeruginosa,
Staphylococcus

aureus

Volk et al. 2006

Nostoc commune

Noscomin

Bacillus cereus,
Staphylococcus
epidermidis,

Escherichia coli

Jaki et al. 2008

Nostoc insulare

4,4-
dihydroxybiphenyl

Bacillus cereus

Volk et al. 2006

Phormidium sp.

Eugenol
4-ter-
butylcyclohexanol

Acido octadecandico

coli,

typhi,
Staphylococcus

Escherichia
Salmonella
aureus, Bacillus

subtilis

Semary et al.
2011

Synechocystis sp.

Oleic acid amide

Pseudomonas
aeruginosa,
Escherichia coli,
Staphylococcus
Salmonella

Candida

aureus,
typhae,

albicans

Semary et al
2009

Para descobrir o potencial antibiético é necessario, inicialmente, fazer alguns

testes com extratos brutos e fracionados. Por isso, no Quadro 1.4 estao registados os

extratos de algumas cianobactérias que demonstraram ter alguma atividade contra

algumas bactérias Gram- positivo e Gram- negativo.
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Quadro 1.4: Extratos de diferentes cianobactérias com atividade antibiética

Cianobactéria Extrato Presenca de | Auséncia  de | Referéncia
(solvente) bioactividade bioactividade
Anabaena Metanol Bacillus subtilis, | Micrococcus Ostensvik
lemmermannii Bacillus cereus, | luteus, et al. 1998
Aeromonas Escherichia coli
hydrophila
Anabaena solitaria | Hexano Bacillus subtilis, | Staphylococcus | Kreitlow et
Micrococcus aureus al. 1999
flavus
Anabaena sp. Hexano Micrococcus Bacillus Kreitlow et
flavus subtilis, al. 1999
Staphylococcus
aureus
Anabaena variabilis | Metanol Bacillus subtilis | Micrococcus Mundt et
flavus, al. 2001
Staphylococcus
aureus
Aphanizomenon Agua Aeromonas Micrococcus Ostensvik
flos- aquae hydrophila luteus, Bacillus | et al. 1998
subtilis,
Bacillus cereus,
Escherichia coli
Aphanizomenon Metanol Bacillus subtilis, | Micrococcus Ostensvik
flos- aquae Bacillus cereus, | luteus et al. 1998
Aeromonas
hydrophila,
Escherichia coli
Calothrix gracilis n- Hexano Bacillus subtilis | Micrococcus Mundt et
flavus, al. 2001
Staphylococcus
aureus
Calothrix parietina | Acetato de | Escherichia coli, Issa, 1999
etilo Bacillus creus,

Pseudomonas
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aeruginosa,
Staphylococcus
aureus
Cylindrospermopsis | Metanol Bacillus subtilis, | Micrococcus Ostensvik
raciborskii Bacillus cereus, | luteus, et al. 1998
Aeromonas Escherichia coli
hydrophila,
Cylindrospermum n- Hexano Bacillus subtilis | Micrococcus Mundt et
majus flavus, al. 2001
Staphylococcus
aureus
Gloeocapsa Metanol Bacillus subtilis | Micrococcus Mundt et
caldariorium flavus, al. 2001
Staphylococcus
aureus
Limnothrix redekei | n- Hexano e | Bacillus subtilis, Mundt et
Metanol Staphylococcus al. 2001
aureus e
Micrococcus
flavus
Limnothrix sp. Hexano Bacillus subitilis, Kreitlow et
Micrococcus al. 1999
flavus,
Staphylococcus
aureus
Acetato de | Bacillus subtilis, | Staphylococcus
etilo Micrococcus aureus
flavus
Microcystis Agua Bacillus subtilis, | Micrococcus Ostensvik
aeruginosa Bacillus cereus | luteus, et al. 1998
Aeromonas
hydrophila,
Escherichia coli
Microcystis Metanol Bacillus subtilis, | Micrococcus Ostensvik
aeruginosa Bacillus cereus, | luteus, Bacillus | et al. 1998

Aeromonas

subtilis
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hydrophila,
Escherichia coli
Nostoc muscorum | Metanol Bacillus subtilis | Escherichia Cannell et
coli, al. 1988
Staphylococcus
aureus
Oscillatoria Acetato de | Escherichia coli, Issa, 1999
angustissima etilo Bacillus cereus,
Pseudomonas
aeruginosa,
Staphylococcus
aureus
Oscillatoria redekei | Metanol Bacillus subtilis | Escherichia Cannell et
coli, al. 1988
Staphylococcus
aureus
Oscillatoria Metanol Bacillus subtilis, Kreitlow et
rubescens Micrococcus al. 1999
luteus,
Staphylococcus
aureus
Oscillatoria tenuis Diclorometano | Bacillus subtilis, | Micrococcus Kreitlow et
Staphylococcus | flavus al. 1999
aureus
Oscillatoria sp. Metanol Bacillus subtilis | Escherichia Cannell et
coli, al. 1988
Staphylococcus
aureus
Oscillatoria sp. Diclorometano | Bacillus subtilis, Kreitlow et
Staphylococcus al. 1999
aureus,
Micrococcus
flavus
Phormidium sp. Agua Bacillus cereus, | Klebsiella Fish et al.
Bacillus pneumoniae, 1994
coagulans, Pseudomonas
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Bacillus aeruginosa
licheniformis,
Bacillus
sphaericus,
Bacillus subitilis,
Staphylococcus
aureus,
Streptococcus
faecalis,
Streptococcus
viridi,
Escherichia coli,
Hafnia alvei,
Proteus
vulgaris,
Proteus
morganil,
Pseudomonas
denitrificans
Pseudanabaena Metanol Bacillus subtilis | Micrococcus Mundt et
catenata flavus, al. 2001
Staphylococcus
aureus
Schizothrix sp. Metanol Staphylococcus | Bacillus Cannell et
aureus subtilis, al. 1988
Escherichia coli
Synechococcus Metanol Bacillus subtilis | Escherichia Cannell et
leopoliensis coli, al. 1988
Staphylococcus
aureus
Synechococcus sp. | Diclorometano, | Clavibacter Martins et
(varias estirpes) Metanol, michiganensis al. 2008
Hexano e | subsp.
Agua insidiosum,

Cellulomonas

uda
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Synechocystis sp. | Diclorometano, | Clavibacter Martins et
(varias estirpes) Metanol, michiganensis al. 2008
Hexano e | subsp.
Agua insidiosum,
Cellulomonas
uda
Tychonema Agua Bacillus subtilis, | Micrococcus Ostensvik
bourrellyi Bacillus cereus | luteus, Bacillus | et al. 1998
subtilis,
Aeromonas
hydrophila,
Escherichia coli
Tychonema Metanol Bacillus subtilis, | Micrococcus Ostensvik
bourrellyi Bacillus cereus, | luteus et al. 1998
Aeromonas
hydrophila,
Escherichia coli

Uma das bases de dados ja existentes é a MarinLit, que contém dados da
literatura sobre produtos naturais marinhos. Por sua vez o Drug Discovery Portal
(DDP) agrega um conjunto de compostos muito diversos que ainda nao estdo
disponiveis comercialmente. (Burja et al. 2001; Harvey, 2008). A existéncia destas
bases de dados torna mais facil a caracterizacdo de novos compostos, uma vez que
se pode fazer a comparagdo entre 0s compostos que sao descobertos e 0s compostos

gue j& foram isolados e identificados.

1.4 Resisténcia a antibiodticos

A resisténcia a antibiéticos é dos mais graves problemas de salde publica
atuais, visto que a resisténcia pde em causa o tratamento de diversas infecfes
bacterianas. O controlo deste problema requer a atencdo de toda a sociedade, em

especial dos prestadores de cuidados de saude (Manaia et al., 2011).

O processo de resisténcia € algo inerente as bactérias, visto que ja no habitat
natural estas estdo sujeitas a compostos muito semelhantes aos antibiticos que

usamos, uma vez que os antibiéticos sao derivados dos seus analogos naturais. Neste
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caso, a resisténcia deve-se a mutagdes genéticas, induzidas por agentes mutagénicos

e a mutagdo ocorre ao acaso no genoma, e a recombinacBes genéticas, pela

7

transferéncia horizontal de genes, sendo que esta ndo é limitada por barreiras

geograficas e taxonémicas (Manaia et al., 2011).

O sucesso dos antibidticos prende-se com o facto de estes serem capazes de

interferirem com fungdes ou estruturas da célula bacteriana e, por isso, 0 sucesso da

resisténcia reside no facto das bactérias serem capazes de resistir a essa interferéncia

(Manaia et al. 2011). No Quadro 1.5 faz-se a ligacdo entre os mecanismos de acgao

dos antibi6ticos e os mecanismos de resisténcia das bactérias.

Quadro 1.5: Mecanismos de resisténcia (adaptado de Manaia et al., 2011)

Mecanismo de agéo Classe de | Mecanismos de
antibiético resisténcia

Interferéncia com a sintese da parede | - Lactamicos - Hidrélise

celular - Efluxo

- Alteracao do alvo

- Glicopeptideos

- Reprogramacéao
da biossintese de

peptidoglicano

InibicAo da sintese
proteica- ligacdo a
subunidade

ribossomal

50S

Macrolideos

- Hidrdlise

- Glicosilacao
- Fosforilacéo
- Efluxo

- Alteracao do alvo

30S

Tetraciclinas

- Monoxigenacéao
- Efluxo

- Alteragéo do alvo

Aminoglicosideos

- Fosforilagéo

- Acetilagéo

- Nucleotidilagédo
- Efluxo

- Alteragéo do alvo

Inibicdo da sintese

de acidos nucleicos

DNA

Quinolonas

- Acetilagéo
- Efluxo

- Alteragéo do alvo
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RNA Rifamicinas - ADP ribossilacéo
- Efluxo
- Alteragédo do alvo

Inibicdo do caminho metabdlico Sulfonamidas - Efluxo
- Alteracéo do alvo

Disrupgdo da estrutura da membrana | Polimixinas - Alteragédo do alvo
bacteriana - Efluxo

E por isso, que cada vez mais é importante escolher o antibiético certo para
tratar as infegdes, visto que o uso de antibiéticos que possam nao ter efeito pode,
desta forma aumentar a resisténcia a antibidticos e aumentar a viruléncia da bactéria,
ja que existe uma ligacao clara entre a patogenicidade e a resisténcia a antibioticos.
Esta € uma das pressbGes seletivas para a resisténcia em ambientes naturais,
posteriormente outros compostos e condicBes estardo relacionadas com pressdes
adicionais nas comunidades. Também o uso de antibiéticos de largo espetro pode
contribuir para a resisténcia, sendo que é preferivel tratar infecbes usando dois
antibioticos de espetro reduzido, potenciando desta forma sinergismos e evitando que
se criem resisténcias, visto que é mais dificil para a bactéria adquirir resisténcia para

dois antibiéticos que sdo tomados em simultaneo (Allen et al., 2010; Dancer, 2004).

O uso de antibidticos deve ser restrito, uma vez que muitas vezes infecfes
virais sao tratadas com antibioticos, contribuindo para a disseminacdo destes para 0s
meios recetores. Com 0 seu uso sendo restritivo, por exemplo para infe¢cBes por
determinadas bactérias, 0 seu uso pode ser prolongado, visto que as bactérias nao
adquirem tao rapidamente resisténcia ao antibiético especifico (Dancer, 2004; Davies
et al., 2010)

A agua parece ser o principal vetor de transmissdo de bactérias resistentes,
visto que estirpes resistentes foram detetadas em zonas remotas e pouco ou hada
sujeitas a pressfes humanas, apesar destas poderem adquirir genes de resisténcia
independentemente das atividades humanas (Allen et al., 2010; Mendes, 2012). As
ETAR tém um papel importante na disseminacéo das resisténcias a antibidticos, uma
vez que podem ser libertadas para o meio recetor cerca de 10** UFC (unidades
formadoras de colénias), sendo que 10* UFC podem ter resisténcias adquiridas, e
esta pode ser uma subestimacéo, visto que podem também existir bactérias que ainda
ndo sdo cultiviveis, apesar de serem viaveis. A libertagdo para o meio ambiente

destas bactérias pode representar um grave perigo, visto que estas podem contaminar
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aguas potaveis e, apesar destas serem desinfetadas antes de chegarem aos

consumidores, as bactérias podem formar biofilmes nos reservatorios, canalizacées e
torneiras (Costa et al., 2006; Manaia et al., 2011). Estes biofilmes s&o verdadeiras

estratégias de sobrevivéncia, uma vez que muito dificeis de irradicar.

Para além das aguas residuais, também a alimentacédo dos animais (racao) e
sistemas de aquacultura selecionam e disseminam para o meio recetor bactérias
resistentes e antibiéticos que ndo foram metabolizados. Na produc¢éo animal, uma das
bactérias mais frequentes é Enterococcus sp. e também E. coli, sendo que muitas das
vezes estas bactérias possuem resisténcias a antibidticos, como por exemplo

tetraciclina e ampicilina, respetivamente (Costa el al., 2006; Teuber, 2001).

1.5 Obijetivos

Como ja foi referido anteriormente, os estudos do potencial farmacoldgico de
organismos marinhos, nomeadamente de cianobactérias € uma realidade crescente.
Estes estudos permitem que novos compostos possam ser isolados, identificados e
produzidos em massa, criando novas hipGteses para tratamento de doencas que,
anteriormente nao eram facilmente tratadas. Assim sendo, um dos objetivos principais
deste trabalho é encontrar substancias antibidticas produzidas por cianobactérias
isoladas de diferentes habitats de Portugal e comparar a producdo deste tipo de
substancias em cianobactérias marinhas e cianobactérias de agua doce. Para atingir

0s objetivos seguiram-se 0s seguintes passos:

1. Producéo de biomassa em meio liquido
a. Producdo em massa das estirpes de cianobactérias selecionadas
2. Extracdo de metabolitos secundarios
a. Recurso a reagentes organicos para promover a lise celular e extrair
compostos intracelulares
3. Antibiogramas
a. Método da difusdo em agar a partir de um disco (espalhamento na
superficie)
b. Método da difusédo em agar a partir de um pogo (incorporacdo no meio)
4. Sinergismo
a. Discos de antibiéticos carregados com extratos com potencial
antibidtico

b. Discos de antibioticos distanciados dos extratos carregados em pocos
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Material e Métodos

2.1 Producéo de Biomassa

Na preparacdo deste trabalho foram selecionadas doze estirpes de
cianobactérias marinhas pertencentes a duas ordens diferentes, sendo que oito
estirpes pertenciam a ordem Oscillatoriales e quatro a ordem Chroococcales. O
principal objetivo era obter alguma variedade de extratos a testar em bactérias Gram

positivo e Gram negativo.

As estirpes usadas, e que podem ser consultadas no Quadro 2.1, foram
repicadas do laboratério Laboratorio de Ecotoxicologia, Gendmica e Evolugdo (LEGE)
para matrazes de 100 mL, previamente autoclavados e secos na estufa a 60° C,
evitando qualquer tipo de contaminacéo. Foram preparados dois meios de cultura,
uma vez que quatro estirpes crescem em meio MN B, e as outras oito em meio Z8
25%0 B1,. O meio Z8 25%. B, foi preparado segundo Kotai et al. (1972), mas sendo
suplementado com 25 mg/ mL de NaCl, uma vez que se tratam de estirpes marinhas.
Antes de fazer a repicagem, todo o material de vidro e também o meio Z8 25%,, ainda
sem a vitamina By, ficaram na estufa sujeitos a radiacdo UV durante 15 minutos. Por
sua vez, o meio MN B12 ndo ficou sujeito a radiacdo UV, em virtude dos compostos
deste meio (previamente autoclavado) se poderem degradar. No final deste tempo o
meio Z8 25%. B12 foi preparado, sendo adicionadas as solucbées A, B, Fe-EDTA,

micronutrientes e vitamina B».

Quadro 2.1: Estirpes de cianobactérias marinhas

Estirpe Ordem Cdbdigo Habitat Meio
LEGE
Fase 1
Phormidium corium Oscillatoriales 06007 Z8.25%0.B1>
Leptolyngbya sp. Oscillatoriales 06020 Z28.25%0.B1
Pseudanabaena Oscillatoriales 06119 Z8.25%0.B1>
cf.frigida
Leptolyngbya nodulosa | Oscillatoriales 06120 Z8.25%0.B1
Gloeocapsopsis cf. Chroococcales 06123 MN B,
crepidinum
Pseudanabaena sp. Oscillatoriales 06145 Z8.25%0.B1>
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Synechocystis salina Chroococcales 06155 MN B,
Synechococcus Chroococcales 06156 Z8.25%0.B1>
nidulans
Cyanobium sp. Chroococcales 06184 Z8.25%0.B1>
Chroococcopsis sp. Oscillatoriales 07168 MN B,
Leptolyngbya saxicola Oscillatoriales 07170 MN B,
Pseudanabaena sp. Oscillatoriales 07185 Z8.25%0.B1>
Fase 2
Anabaena sp. Nostocales 03284 Agua doce Z8
Anabaena sp. Nostocales 04288 Agua doce Z8
Aphanizomenon flos- Nostocales 03277 Agua doce Z8
aquae
Aphanizomenon flos- Nostocales 03278 Agua doce Z8
aquae
Calothrix sp. Nostocales 07166 Marinha MN_B12
Calothrix sp. Nostocales 06100 Marinha MN_B12
Cylindrospermopsis Nostocales 99043 Agua doce Z8
raciborskii
Nodularia sp. Nostocales 06071 Estuarina Z8
Nostoc edaphicum Nostocales 07299 Estuarina Z8
Nostoc sp. Nostocales 06077 Estuarina Z8
Phormidium autumnale | Oscillatoriales 06222 Agua doce Z8
Phormidium sp. Oscillatoriales 06072 Estuarina Z8
Phormidium sp. Oscillatoriales 06078 Estuarina Z8
Planktothrix sp. Oscillatoriales 08334 Agua doce Z8
Rivularia sp. Nostocales 07178 Marinha MN_B12
Romeria aff. gracilis Oscillatoriales 07310 Estuarina Z8
Romeria sp. Oscillatoriales 06013 Marinha Z28.25%0.B ;>
Scytonema sp. Nostocales 07189 Marinha MN_B12
Scytonema sp. Nostocales 07182 Marinha MN_B12
Tolipothrix sp. Nostocales 11397 Agua doce Z8

Apoés a repicagem, o stock foi para a sala de culturas, onde foi mantido a uma

temperatura de 25° C, luminosidade de 25 pumol m? s

-1

, sendo que havia um

fotoperiodo de 14h /10h (dia/ noite). Passados 15 dias, as estirpes passaram para um
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matraz de 1L com 500 mL de meio de cultura, com as mesmas condi¢cdes que o stock.

Novamente 15 dias mais tarde, as estirpes que crescem em Z8 25%o. B,, passaram a
crescer em baldes de 6L com 4L de meio de cultura, para se obter uma maior
guantidade de biomassa a usar nos ensaios. As condi¢des de cultura sao iguais as ja
mencionadas, mas foi adicionado o arejamento constante com o ar a ser filtrado por
um filtro de 0,22um para evitar contaminacfes. Apenas a estirpe Leptolyngbya
nodulosa (LEGE 06120) ndo teve um arejamento constante, visto que se registou uma
maior producdo de biomassa quando o crescimento era estatico. As estirpes de MN
B12 ndo passaram para cultura em baldo, uma vez o seu crescimento era muito lento
e necessitavam de uma maior area e ndo de um maior volume para crescerem. Desta
forma foram mantidas em matrazes de 1L com 500 mL de meio e matrazes de 2L com
1L de meio de cultura. A Unica estirpe que passou para baldo foi Synechocystis salina
(LEGE 06155), mas sem arejamento e apenas um més apos ter iniciado e seu

crescimento em matraz de 1L.

Aproximadamente um més apos o inicio do crescimento, as cianobactérias que
crescem em Z8 25%0 B1, foram recolhidas quer por centrifugacdo, quer por rede de
plancton, dependendo do tamanho das células. As estirpes de MN B;, foram sendo
repicadas para varios matrazes e apenas quando se tinha biomassa suficiente eram
recolhidas, podendo demorar dois a trés meses para se realizar a recolha. Quando se
optava por recolher por centrifugacdo, esta era realizada a 4600 rpm durante 15- 30
minutos, sendo que a biomassa era lavada com &gua destilada para eliminar a
salinidade que estava presente no meio, e para que esta ndo interferisse com o0s
ensaios que se seguiriam. Depois de recolhida a biomassa era armazenada a -20° C
e, posteriormente liofilizada cerca de cinco dias, dependendo da quantidade de agua
gue existia no falcon ou frasco. Apds ter sido liofilizada, a biomassa foi pesada

(Quadro 2.2) e armazenada novamente a -20° C até ser usada.

Quadro 2.2: Tempo de crescimento e peso seco

Estirpe e Cddigo Inicio do Fim do Peso seco (Q)
crescimento crescimento
Fase 1
Phormidium corium 20-10-2011 13-12-2011 0,1231
LEGE 06007 26-01-2012 29-02-2012 0,2802
20-03-2012 24-04-2012 0,3038
04-05-2013 22-06-2013 1,0214
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04-07-2013 06-08-2013 0,7100
Leptolyngbya sp. 20-10-2011 05-12-2011 1,1493
LEGE 06020 07-02-2012 07-03-2012 0,5172
27-03-2012 30-04-2012 1,1777
23-05-2012 03-07-2012 0,8672
23-04-2013 28-05-2013 0,8953
Pseudanabaena cf. 20-10-2011 29-11-2011 0,6759
frigida LEGE 06119 21-12-2011 23-01-2012 0,4525
14-02-2012 15-03-2012 1,1598
03-04-2012 07-05-2012 0,4650
23-05-2012 09-07-2012 0,6182
04-05-2013 11-06-2013 1,6616
Leptolyngbya 20-10-2011 15-12-2012 0,3971
nodulosa LEGE 07-02-2012 08-03-2012 0,5259
06120 20-03-2012 24-04-2012 0,1015
09-05-2012 12-06-2012 0,3217
23-05-2012 02-07-2012 0,5220
04-05-2013 22-06-2013 1,5822
04-07-2013 06-08-2013 0,8258
Pseudanabaena 20-10-2011 14-12-2011 0,2203
sp. LEGE 06145 26-01-2012 27-02-2012 0,1968
20-03-2012 24-04-2012 1,3776
03-04-2012 17-05-2012 0,3885
04-05-2013 22-06-2013 0,4494
Synechococcus 20-10-2011 28-11-2011 0,7406
nidulans LEGE 10-11-2011 03-01-2012 0,9296
06156 07-05-2012 12-06-2012 1,0609
23-04-2013 31-05-2013 0,8908
Cyanobium sp. 20-10-2011 30-11-2011 0,6613
LEGE 06184 21-12-2011 24-01-2012 0,3993
14-02-2012 14-03-2012 0,3820
04-05-2013 08-07-2013" 2,7578

04-06-2013 08-07-2013

1 . ;. . . o o .. ~ .
A cianobactéria foi deixada a crescer durante mais tempo, visto que inicialmente ndo tinha

arejamento. Quando foi adicionado arejamento a cianobactérias cresceu normalmente.
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Pseudanabaena 20-10-2011 12-12-2011 0,2433
sp. LEGE 07185 26-01-2012 06-03-2012 0,3109
20-03-2012 23-04-2012 0,2805
Fase 2
Anabaena sp. 04-09-2012 08-10-2012 0,4184
LEGE 03284 06-02-2013 12-03-2013 1,4598
04-09-2012 15-10-2012 0,7484
Anabaenacx sp
05-11-2012 29-11-2012 1,6397
LEGE 04288.
24-01-2013 05-03-2013 0,7207
Aphanizomenon 04-09-2012 15-10-2012 0,6484
flos-aquae
05-11-2012 19-12-2012 0,5996
LEGE 03277
Aphanizomenon 05-09-2012 16-10-2012 0,8052
flos-aquae
24-01-2013 11-03-2013 0,8800
LEGE 03278
Cylindrospermopsis 05-09-2012 16-10-2012 0,6456
raciborskii
22-01-2013 25-02-2013 1,3276
LEGE 99043
Nodularia sp 05-09-2012 20-10-2012 0,7395
LEGE 06071 22-01-2013 27-03-2013 0,9111
Nostoc edaphicum
06-09-2012 13-10-2012 0,6894
LEGE 07299
06-09-2012 08-10-2012 0,5453
Nostoc sp.
22-10-2012 18-12-2012 1,1427
LEGE 06077
22-01-2013 25-02-2013 1,4275
Phormidium
autumnale 06-09-2012 20-10-2012 1,0417
LEGE 06222
Phormidium sp. 10-09-2012 23-10-2012 1,7526
LEGE 06072 24-01-2013 27-02-2013 1,1010
Phormidium sp. 10-09-2012 24-10-2012 1,7947
LEGE 06078 23-01-2013 27-03-2013 0,7850
Planktothrix sp.
10-09-2012 22-10-2012 1,021
LEGE 08334
Romeria aff. gracilis 11-09-2012 23-10-2012 0,9406
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LEGE 07310
Tolypothrix sp. 11-09-2012 13-10-2012 0,2725
LEGE 11397 22-10-2012 29-11-2012 1,1543
Romeria sp.
11-09-2012 24-10-2012 0,5555
LEGE 06013

Na segunda parte do trabalho, foram selecionadas vinte cianobactérias, sendo
gue 14 delas crescem em meio Z8, isto €, um meio de cultura para cianobactérias de
agua doce e salobra. Para além disso foram também selecionadas cianobactérias
pertencentes a ordem Nostocales (Quado 2.1). O procedimento usado para tratar
estas estirpes foi semelhante aquele que foi usado para as primeiras estirpes, sendo
gue a unica excecdo foi que o meio Z8 néo foi suplementado com 25 mg/ mL de NacCl.

O procedimento para a recolha da biomassa foi 0 mesmo adotado para as
cianobactérias marinhas, isto é, foi tido em conta o tipo de crescimento sendo a
biomassa recolhida por centrifugacdo ou através de uma rede de plancton de malha
até 15um (Quadro 2.2).

E de salientar o facto de que se optou por abandonar todas as estirpes que
cresciam em meio MN_B12 (Gloeocapsopsis cf. crepidinum 06123, Synechocystis
salina 06155, Chroococcopsis sp. 07168, Leptolyngbya saxicola 07170 da primeira
Fase; Calothrix sp. 07166, Calothrix sp. 06100, Rivularia sp. 07178, Scytonema sp.
07189, Scytonema sp. 07182), uma vez que 0 seu crescimento era demasiado lento e
nao se conseguia obter biomassa suficiente para realizar extracfes suficientes, devido

aos requisitos de extracao.

2.2 Extratos

Para se proceder a extragdo dos metabolitos foi necessario ter um peso seco
de cada estirpe de pelo menos 500 mg (0,5 g). Com a excecdo de algumas estirpes,
foi necessario esperar pelo crescimento de mais balbes de 6L para se obter esta
biomassa seca, uma vez que um baldo ndo produzia biomassa suficiente para se
proceder a extracdo. Esta situagdo verificou-se essencialmente para as estirpes

usadas na Fase 1 do trabalho, isto é as estirpes marinhas.
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2.2.1 Extratos

2.2.1.1 Extracdo organica

A extracdo dos compostos foi realizada segundo o protocolo adotado no LEGE

(Ledo et al., 2010). Assim sendo o processo decorreu da seguinte forma:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Montou-se o sistema como indicado na figura 2.1;

-~ y— Pano cru

>

’. _ r— = Funil de Buchner
= Filtro whatman n®1
- Borracha

1
4

[

L

Q

[ Coluna

r—;\ ___ Bombade

L‘) vécuo

Figura 2.1: Sistema montado para extragdo

Suporte

A partir da biomassa liofilizada, previamente pesada, adicionou-se uma
solucdo de Diclorometano e Metanol numa propor¢cdo de 2:1, perfazendo
um volume final de 30 mL. Depois de adicionada a solu¢do a biomassa,
esta ficou a extrair durante 30 minutos;

No final deste tempo, decantou-se a mistura fazendo-a passar pelo sistema
montado e recolhendo o resultante (fase liquida) hum baldo de fundo
redondo de 500 mL, sendo que o pano-cru foi também lavado com os
esguichos de Diclorometano e Metanol;

Antes de comecgar outra extracdo, toda a biomassa que ficou retida no
pano-cru foi também recolhida para ser novamente extraida;

Foram feitas mais 2 extracdes a temperatura ambiente e mais trés a 40°C,
até que o liquido extraido se tornou transltcido?;

No final das extragfes, 0 extrato resultante misturado com os solventes foi
a evaporar num evaporador rotativo (Rotavapor);

O extrato seco foi ressuspendido no menor volume possivel em Isooctano:

Etanol (1:1) e transferido para um vial de 22mL previamente pesado;

2 Excecdo feita para Leptolyngbya nodulosa (LEGE 06120), Gloeocapsopsis cf. crepidium (LEGE 06123) e
Leptolyngbya saxicola (07170) as quais se fizeram 11 e 7 extracdes, respetivamente.
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8) O vial foi seco em azoto gasoso e quando o extrato estava seco este foi

pesado para saber qual a massa de extrato que havia sido extraida, usando

a férmula:
Massa extrato(mg) = Massa vial 22mL(extrato) — Massa vial 22mL(vazio)

No Quadro 2.3 pode-se ver qual a massa de extrato obtida por cada estirpe de

cianobactérias.
2.2.1.2 Extrac&do aquosa

Tal como a extracdo organica, a extracdo aquosa foi obtida a partir da
biomassa liofilizada e depois de se proceder a extragédo organica.

1) O sistema foi o mesmo mudando-se apenas o baldo de recolha, o pano-cru
e o filtro;

2) Adicionou-se a biomassa 20 mL de agua ultra-pura e deixou-se a extrair
durante 30 minutos;

3) No final do tempo a mistura foi decantada fazendo-a passar pelo sistema;

4) Este processo repetiu-se 4 vezes;

5) O extrato resultante foi centrifugado para remover alguma biomassa e
também algum solvente organico que poderia ter passado por nao ter
evaporado totalmente;

6) O extrato final foi entdo armazenado em frascos e congelado a -20°C para
depois ser liofilizado;

7) O liofilizado foi passado para um vial de 22 mL para se obter a massa do

extrato (procedimento igual ao anterior).

Quadro 2.3: Massa de extrato organico de cada estirpe

Estirpe e Codigo LEGE Massa extrato organico (mg)®
Phormidium corium

450,3

LEGE 06007

Leptolyngbya sp.
ptolyngbya sp 5941
LEGE 06020
Pseudanabaena cf. frigida

618,5

LEGE 06119

3 . . . N
Para as estirpes marinhas, a massa de extrato mencionada apenas se refere a segunda parte do
trabalho em que os extratos foram concentrados para 100 mg/ mL.
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Leptolyngbya nodulosa
prOVNEDY 384,2
LEGE 06120
Pseudanabaena sp.
233,8
LEGE 06145
Synechococcus nidulans
338,4
LEGE 06156
Cyanobium sp.
Y P 447,0
LEGE 06184
Anabaena sp.
285,5
LEGE 03284
Anabaena sp
129,4
LEGE 04288
Aphanizomenon flos-aquae 99 9
LEGE 03277 ’
Aphanizomenon flos-aquae
136,6
LEGE 03278
Cylindrospermopsis raciborskii 106
LEGE 99043
Nodularia sp
131
LEGE 06071
Nostoc edaphicum
55,6
LEGE 07299
Nostoc sp.
62,2
LEGE 06077
Phormidium autumnale
135,7
LEGE 06222
Phormidium sp.
190,4
LEGE 06072
Phormidium sp.
250,6
LEGE 06078
Planktothrix sp.
182, 7
LEGE 08334
Romeria aff. gracilis
176,8
LEGE 07310

* A estirpe havia produzido 205,8 mg de extrato, mas como se perdeu algum extrato usou-se este valor
de 182,7 mg, visto que foi a partir desta massa que se retiraram os 100 mg para os ensaios.
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Tolypothrix sp.
P P 145,9
LEGE 11397
Romeria sp.
108,5
LEGE 06013

2.2.2 Fracionamento

Os fracionamentos foram feitos apenas para 0s primeiros ensaios com

cianobactérias marinhas, visto que para os voltar a fazer era necessaria muita mais

biomassa, a qual nao foi possivel produzir.

1)

2)

3)

4)

5)

A partir da massa de extrato conhecida, o extrato foi ressuspendido em
Isoocano: Etanol (1:1) de forma a se obter uma concentragdo de 50 mg/mL

aplicando a formula:

Massa de extrato (mg)
50 (mL)

Concentracdo Extrato(mg/mlL) =

Cerca de 80% da massa de extrato foi passada para um vial de 7 mL que foi
a secar em azoto gasoso, sendo que o extrato devia estar completamente
seco antes de se proceder ao fracionamento;

Para se dar inicio ao fracionamento montou-se o sistema como indicado na
figura 2.2;

Figura 2.2: Sistema montado para fracionamento do extrato

A coluna de silica foi acondicionada com a primeira solucdo de solventes
com que se recolhe a fragdo A, isto é, 90% Hexano e 10% de Acetato de
Etilo;

O extrato foi ressuspendido na mesma solucédo (90% Hexano e 10% Acetato
de Etilo) e sonicado para se obter uma mistura homogénea e carregado na

coluna;




6)

7)

8)

9)
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A solucdo de solventes (90% Hexano e 10% Acetato de Etilo) foi sendo

adicionada até a coloracdo amarela do extrato atingir 3/4 da coluna,
momento a partir do qual se comecou a recolher a fracdo para baldes de
fundo redondo de 100 mL;

Os solventes foram adicionados sequencialmente, aumentando a
polaridade, e as fragGes foram recolhidas como indicado no Quadro 2.4;

No final do fracionamento, as fracbes foram evaporadas no evaporador
rotativo (rotavapor) e ressuspendidas no menor volume possivel de
Isooctano: Etanol;

As fragBes foram entdo transferidas para vials de 7mL previamente pesados

e depois secas em azoto gasoso. A férmula para o célculo da massa da

fracao foi:

Massa Fraciao(mg) = Massa Vial 7mL(fragdo) — Massa Vial 7mL(vazio)

Tanto as fragbes como o extrato bruto foram armazenados a -20°C até

posterior utilizagdo.

No Quadro 2.5 pode-se ver qual a massa de extrato fracionada e o tipo de

coluna usada.

Quadro 2.4: Reagentes usados no fracionamento e fracdes recolhidas

Coluna de 2g Coluna de 5g
Hexano | Ac. Etilo | MetOH | Total | Hexano Qﬁ(’) MetOH | Total
90% hexano 1000
10% ac. Etilo 3600 uL | 400 pL OuL 4 mL [ 9000 pL uL OpuL 10 mL
Fracdo | 20% Ac. etilo em 2000
A hexano 3200 uL | 800 pL OuL 4 mL | 8000 pL uL OpuL 10 mL
40% Ac. de etilo 4000
em hexano 2400 pL | 1600 pL OuL 4 mL | 6000 pL uL OpuL 10 mL
60% Ac.de etilo 6000
em hexano 1600 pL | 2400 pL OuL 4 mL | 4000 pL uL OuL 10 mL
80% Ac. de etilo 8000
Fracgdo em hexano 800 L | 3200 L | OpL | 4mL [2000 pL uL O pL 10 mL
B 100% Ac. de etilo| O L 4000 pL 0 uL 4 mL 0 uL 10580 0 uL 10 mL
75% Ac. de etilo 7500
em metanol 0 pL 3000 pL | 1000 pL| 4 mL 0 pL uL 2500 pL| 10 mL
75% Metanol em 2500
ac. de etilo 0 pL 1000 pL | 3000 pL | 4 mL 0 pL uL 7500 pL| 10 mL
Frag20 | 100% Metanol | OpL | OuL  [4000uL| 4mL | OpL | OpL 10&00 10 mL
10000
100% Metanol 0 pL 0 pL 4000 pL | 4 mL 0 pL 0 pL uL 10 mL
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Quadro 2.5: Massa de extrato fracionada e coluna de silica usada
Estirpe Cadigo LEGE Data do Massa extracto Coluna de
fracionamento fraccionada silica
Phormidium 06007 21-05-2012 100 59
corium
Leptolyngbya sp. 06020 10-01-2012 100 5g
30-05-2012 90 59
Pseudanabaena 06119 01-02-2012 120 5¢
cf.frigida 15-05-2012 200 59
Leptolyngbya 06120 17-05-2012 100 5¢
nodulosa
Pseudanabaena 06145 22-05-2012 200 5¢
sp.
Synechocystis 06155 25-04-2012 75 5¢
salina
Synechococcus 06156 19-01-2012 200 5¢
nidulans 28-02-2012 150 5g
Cyanobium sp. 06184 02-02-2012 100 5¢
29-05-2012 110 5¢
Leptolyngbya 07170 28-03-2012 30 29
saxicola
Pseudanabaena 07185 25-04-2012 75 5¢
sp.

2.2.3 Concentracao dos extratos

Na primeira fase do trabalho decidiu-se testar os extratos a uma concentracéo de 1

mg/mL. Para isso, 0s extratos e fragdes foram ressuspendidos em Isooctano: Etanol a

uma concentragdo de 50 mg/ mL ou de 10 mg/ mL e foram transferidos para viais de 4

mL, 20 pL ou 100 L, respetivamente, correspondendo este volume a transferéncia de

1mg de extrato ou fracdo para o vial de 4 mL. Antes de serem transferidos, 0s extratos

e as fracdes foram sonicados para homogeneizar 0s extratos e para que desta forma o

volume retirado fosse representativo.
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Na segunda fase do trabalho decidiu-se aumentar a concentragdo dos extratos,

tanto de cianobactérias de 4gua salgada como de 4gua doce para 100 mg/ mL. Assim
sendo, foi transferido para cada vial 1 mL de extrato, correspondendo a transferéncia
de 100 mg de extrato. Os extratos foram secos em azoto e armazenados a -20° C até
serem usados posteriormente. Quando os extratos foram usados foi-lhes adicionado 1
mL de DMSO (Nostro et al.,, 2000) e para homogeneizar a amostra, este foram
sonicados e transportados para o outro laboratério.

2.3 Estirpes bacterianas

Para se testarem os extratos das cianobactérias selecionaram-se bactérias Gram-
positivo e Gram- negativo, com 0 objetivo de alargar o espetro de microrganismos

patogénicos a incluir para a avaliacao do potencial antimicrobiano dos extratos.

Para tal, foram selecionadas 3 espécies microbianas (Quadro 9) incluindo, para
algumas espécies, diferentes estirpes: referéncia e isolados de campo. As estirpes
encontravam-se armazenadas em Agua de Peptona com glicerol a — 20° C, tendo sido

necessario proceder a sua revitalizacao:

1) Depois de descongelados os criotubos foram pipetados 60uL de cada criotubo
para um eppendorf com 1mL de APT (dgua peptonada tamponada) que foi a
incubar a 37° C até se obter uma turvacao superior a 0,5 McFarland;

2) A partir da suspensao descrita no ponto anterior, retiraram-se 5L de in6culo e
semeou-se por esgotamento num meio de cultura microbioldgica especifico:
TBX (Tryptone Bile X-glucuronide para Escherichia coli); BD (Baird-Parker Agar
para Staphylococcus aureus); SB (Slanetz and Bartley para Enterococcus
spp.); HEA (Hectoen Enteric Agar para Salmonella spp.);

3) As placas ficaram a incubar na estufa a 37° C durante 24 h;

4) No final deste tempo, as placas que apresentavam crescimento eram retiradas
da estufa e, em cada placa, com o auxilio da lupa era selecionada uma col6nia
tipica isolada;

5) A coldnia isolada era repicada com o auxilio de um fio reto, para uma placa de
MH, deixando a placa a incubar a 37° C durante 24 h;

6) ApoOs se verificar o crescimento em MH (Mueller-Hinton) , com a ajuda de uma
zaragatoa estéril algumas das zonas do riscado eram passadas para criotubos

com Agua de Peptona e glicerol e armazenados a -20°C até uso posterior;
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7) Quando no passo descrito no nimero 2) ndo se obtinha crescimento os

eppendorfs eram deixados mais tempo na estufa a 37° C, repetindo-se o

procedimento até haver crescimento em placa.

Para as estirpes que ndo cresceram de nenhuma das maneiras acima descritas

optou-se por abandonar e assumir que ja nao eram viaveis.

Na primeira fase do trabalho selecionaram-se trés estirpes bacterianas
multirresistentes (Quadro 2.6). Nesta fase ainda n&do foram testadas as estirpes de
referéncia, com o0 objetivo de avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos
diretamente sobre estirpes isoladas a partir de amostras clinicas. Devido a
multirresisténcia bacteriana, na fase seguinte optou-se por mudar apenas para
estirpes de referéncia, visto que a multirresisténcia poderia levar a producado de falsos
negativos, isto €, ndo se conseguia comprovar efetivamente se existia a producédo de

substancias antibiéticas (Quadro 2.7).

Quadro 2.6: Estirpes bacterianas selecionadas para a avaliagdo do potencial

antimicrobiano dos extratos (primeira fase dos trabalhos)

Estirpe Cabdigo Gram Resisténcia
Enterococcus _
) ATCC 29 212 + Referéncia
faecalis
Enterococcus _ _
) MO I + Multi- resistente
faecium
Escherichia coli co9/11 - Multi- resistente
Escherichia coli G 7/ 100 - Multi- resistente
Escherichia coli G Rib 102b1 - Multi- resistente
Escherichia coli RA B4/ 105 - Multi- resistente
Escherichia coli SA1l - Multi- resistente
Salmonella _
o CECT 4300 - Referéncia
Enteritidis
Salmonella _
o CECT 443 - Referéncia
Typhimurium
Staphylococcus .
ATCC 25- 923 + Referéncia
aureus
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Quadro 2.7: Estirpes de referéncia selecionadas para a avaliagdo do potencial

antimicrobiano dos extratos (segunda fase dos trabalhos)

Estirpe Cadigo Gram
Bacillus subtilis ATCC 66 33 +
Enterococcus faecalis ATCC 29 212 +
Escherichia coli ATCC 25 922 -
Klebsiella pneumonia CL -
Listeria monocytogenes ATCC 19 111 +
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27 853 -
Salmonella Typhimurium CECT 443 -
Staphylococcus aureus ATCC 25 923 +

2.4 Avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos

A avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos foi efetuada com base no
método de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966) usado na pratica clinica para avaliacdo da
susceptibilidade antimicrobiana dos isolados bacterianos. Para este efeito usaram-se
discos de antibiograma brancos (Oxoid), ou seja, sem qualquer antibiético impregnado
para que se pudessem carregar 0s extratos. Na primeira fase do trabalho, os extratos
foram dissolvidos em Isooctano: Etanol (1:1), mas como estes solventes estavam a

interferir com o teste mudou-se o solvente para DMSO.

Os discos foram inicialmente carregados com 20 UL de extrato bruto e fracionado,
numa concentracao inicial de 1mg/ mL, implicando que cada disco ficasse impregnado
com 20 ug de extrato (primeira fase). Numa fase posterior, os discos continuaram a
ser carregados com 20 yL de extrato bruto, mas desta vez como o extrato se
encontrava a uma concentracdo de 100 mg/ mL o disco passou a ser carregado com 2
mg de extrato.

Foram também estabelecidos controlos positivos, selecionando antibiéticos para
0S quais as bactérias testadas haviam mostrado sensibilidade (Quadro 2.8) e o
controlo negativo consistia num disco impregnado com 20 pL do solvente, neste caso

Isooctano:Etanol (1:1) para os primeiros antibiogramas e, posteriormente, DMSO.

Uma vez que ndo se sabe se o0 extrato € termorresistente, as placas depois de
inoculadas e os discos estarem nas suas posi¢oes (Figuras 2.3 e 2.4) ficaram cerca de

1,5 a 2 horas a 4° C para permitir a difusdo do extrato na placa de MH. Assim sendo,
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se 0 extrato ndo fosse termorresistente permitia-se a sua difuséo na placa, permitindo

assim a formacgédo de um halo de inibicdo caso o extrato contivesse alguma substancia
antibiotica (Kellam et al., 1989; Cannell et al., 1988).

Figura 2.3: Avaliagdo do potencial antimicrobiano dos extratos para S. aureus ATCC 25 923 (no centro: controlo
negativo)

Figura 2.4: Potencial antimicrobiano dos extratos para S. aureus ATCC 25 923 (no centro: controlo positivo)

Quadro 2.8: Discos de antibiético usados como controlos positivos para cada

estirpe bacteriana

Estirpe bacteriana Antibiético (controlo positivo)
Bacillus subtilis Ampicilina 10 pg
Enterococcus sp. Nitrofurantina 300 pg
Echerichia coli Imipenem 10 pg
Staphylococcus aureus Nitrofurantina 300 pg
Salmonella Typhimurium Ciprofloxacina 5 pg
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Para além do método de difusdo em disco, também se tentou o método da

incorporagao, conhecido por “Pour Plate”. Este método permitiria testar a sensibilidade

usando uma maior quantidade de in6culo. Para estes testes usaram-se apenas duas

estirpes bacterianas, S. aureus ATCC 25 923 e Salmonella Typhimurium CECT 443.

Para testar o extrato, foram feitos pocos nas placas de MH (jA com a bactéria

incorporada no meio) com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro (diametro do

poco: 6 mm). A partir daqui foram feitas algumas modificacdes para que os resultados

obtidos pudessem ser reprodutiveis. Uma das alteracdes feitas relacionou-se com a

preparacao do in6culo:

A) Método 1: uso de tubos de APT

a.

Para que pudessem ser incorporadas no meio, as bactérias foram
repicadas da cultura stock, com a ajuda de uma ansa, para uma placa
de MH usando a técnica de sementeira por esgotamento;

Uma coldnia isolada foi passada para um tubo de APT de 9 mL que
ficou a crescer na estufa a 37° C overnight;

No espectrofotometro, a densidade 6tica a 600 nm da suspenséao foi
ajustada para 0,1;

A partir deste in6culo foram transferidos 400 uL para 80 mL de meio MH
(exemplo de S. aureus);

Depois de incorporada no meio foram transferidos 15 mL de meio para

cada placa de Petri.

B) Método 2: uso de tubos de TS

a.

Uma coldnia isolada de cada estirpe foi passada para um tubo de 9 mL
de TS;

No espectrofotometro, a densidade 6tica do inéculo foi ajustada para
0,1 a 600 nm;

A partir do inéculo foram feitas trés diluicdes 1:10, como indicado na
Figura 2.5;

Da diluicdo 107 retiraram-se 400 uL para se adicionarem a 80 mL de
meio MH, neste caso para S. aureus (0s restantes volumes podem ser
consultados no Quadro 2.9);

Depois de incorporado esse volume no meio, foram transferidos 15 mL

de meio para cada placa de Petri.

Em virtude do primeiro método (1) implicar a existéncia de um numero

excessivo de células microbianas incorporadas no meio de cultura (MH), facto que
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poderia diminuir a sensibilidade da técnica, foi necessario usar um in6culo mais

diluido, conforme proporcionado pelo método 2.

Quadro 2.9: Volume de inéculo transferido para cada estirpe bacteriana para
um volume de meio MH total de 80 mL

Estirpe bacteriana Volume de in6culo (pL)
Bacillus subtilis 800
Enterococcus faecalis 400
Escherichia coli 600
Klebsiella pneumoniae 600
Listeria monocytogenes 500
Pseudomonas aeruginosa 600
Salmonella Typhimurium 800
Staphylococcus aureus 400

p— & R L q9mLTS

Inéculoinicial
D. 0.600=0,1
1mL 1mL

Figura 2.5: Diluigdes seriadas

Verteu-se em cada placa de Petri 15 mL de meio (MH), visto ter sido esse
volume que permitia formar pogos que eram preenchidos na totalidade pelos 50 L de
extrato, permitindo assim que este se difundisse de forma uniforme pelo meio de

cultura.

Depois de carregar o extrato, as placas permaneceram a temperatura ambiente

durante duas horas e depois foram incubadas a 37° C durante 24 h.




49

Propriedades antibidticas de cianobactérias marinhas: em busca de novos antibiéticos
FCUP 2013

Foram também feitas algumas alteracbes a este método, devido ao

crescimento em superficie das bactérias. Assim sendo, apds verter nas placas de Petri
o0 meio MH com a bactéria incorporada e este ter solidificado:

1. Espalharam-se mais 10 mL de meio MH sem bactéria incorporada e s6 depois
foram feitos os pogos nas placas;

2. Depois de terem sido feitos 0s poc¢os e de os ter preenchido com os extratos,
foram adicionados mais 10 mL de meio MH por cima.

A avaliagdo do potencial antibacteriano dos extratos fez-se usando uma
circunferéncia com 1,5 cm de didmetro e contando as col6nias que se encontravam
dentro desse perimetro. Uma vez que os extratos ndo formavam halos de inibi¢éo,
consideraram-se positivos, isto €, com potencial antibacteriano, os extratos que
influenciaram a distribuicdo das colénias bacterianas a volta do poco (maior
afastamento) e também alteracdes no seu tamanho, em relagcéo as colénias do resto

da placa.

2.5 Potencial Sinérgico

Para testar o potencial sinérgico dos extratos que revelaram potencial
antibacteriano usaram-se isolados clinicos e ambientais multirresistentes de
Enterococcus faecium (resistente a Vancomicina), S. aureus (resistente a
Oxacilina) e E. coli (resistente a Ciprofloxacina). Devido a limitacdo da quantidade
de extrato que era carregado no disco de antibibtico, fizeram-se dois pocos a volta
do disco impregnado com antibiético, de modo a reforcar a quantidade de extrato
na placa. Também foram adicionados dois discos de antibiético, sem qualquer
extrato e que, tal como 0s po¢os, se encontravam a distancias diferentes (0,3 cm e
0,5 cm). O distanciamento, tanto dos po¢os como dos discos, permitiam observar

se existiam também alteracdes significativas entre o pogo e o disco de antibiotico.
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Figura 2.6: Teste de Sinergismo (Branco: disco de antibidtico; Verde: poco com 50 pL de extrato; Verde/ Branco: disco
de antibiético carregado com 20 pL de extrato).

Resultados

Neste trabalho ndo se procedeu a extracdo dos metabolitos das estirpes
marinhas mencionadas no Quadro 9, visto que o seu crescimento foi demasiado lento
e nao foi possivel obter biomassa suficiente para extracdo. Também a estirpe
Pseudanabaena sp. (LEGE 07185) ndo produziu biomassa passivel de ser extraida,
sendo que este fendmeno deu-se na segunda fase do trabalho. E também importante
salientar que os extratos aquosos ndo puderam ser testados, visto que foram sujeitos

a contaminacdes no liofilizador e devido ao baixo rendimento da extracédo das estirpes.

Nos testes de difusdo em disco, a concentracao de 1 mg/ mL revelou ser muito
baixa, visto que em cada disco estavam a ser carregados apenas 20 g tanto de
extrato bruto como fracionado. Nestes primeiros ensaios usaram-se dois tipos de
solventes, sendo que, inicialmente se usou uma solucéo de Isooctano e Etanol, numa
proporcéo de 1:1. Uma vez que a solugdo estava a interferir com o ensaio (Figura 3.1),

PO

DMSO, solvente que revelou néo interferir com os ensaios (Figura 3.2).
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Figura 3.1: Antibiograma de E. coli RA B4/ 105. O disco 9 (controlo negativo) mostra a interferéncia do Isooctano:

Etanol

Figura 3.2: Antibiograma de S. aureus 29 213. O disco 9 (controlo negativo) mostra que ndo ha interferéncia do DMSO

Nesta primeira fase, todos os antibiogramas realizados para E. coli (G 7/100 e
SAl), Enterococcus faecalis (MO e MO 29 212), Enterococcus faecium (MOII), S.
aureus (ATCC 25 923 e ATCC 29 213) e Salmonella Typhimurium (CECT 443)

produziram resultados negativos, motivo pelo qual se mudou a estratégia de trabalho.

No Quadro 3.1 pode-se consultar quais as cianobactérias testadas e o0s respetivos

resultados.

Quadro 3.1: Resultado Antibiogramas

Cianobactéria Presenca de Auséncia de Controlo Controlo
(Codigo LEGE) | bioatividade bioatividade positivo negativo
06007 - + -
06020 - Enterococcus + -
06119 - Sp. + -
06120 - + -
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06123 - E. coli + -
06145 - - -
06184 - S.aureus + -
07170 - + -
07185 - + -

Controlo positivo: antibiético diferente para cada estirpe bacteriana; Controlo
negativo: DMSO

Assim sendo, para além de alargar o espetro de cianobactérias abrangidas
foram também incluidas cianobactérias de agua doce pertencentes as mesmas
Ordens que as cianobactérias marinhas e alargando também para a Ordem
Nostocales, aumentou-se a concentracdo do extrato para 100 mg/ mL, sendo assim
carregado no disco 2 mg de extrato. Para além disso, os antibiogramas foram feitos
usando apenas estirpes bacterianas de referéncia, uma vez que a sua sensibilidade é

grande e conhecida.

Nos primeiros ensaios desta segunda fase, foram testadas apenas cinco
estirpes de referéncia: Bacillus subtilis (ATCC 66 33), E. coli (ATCC 25 922),
Enterococcus faecalis (ATCC 29 212), S. aureus (ATCC 25 923) e Salmonella
Typhimurium (CECT 443). No teste de difusdo em disco devido a elevada massa de
extrato usada (2 mg/ disco), o disco nédo foi capaz de suportar a quantidade de extrato
e verteu (Figura 3.3). Através da observacado na lupa, pdde-se constatar que apesar
dos discos terem vertido, as bactérias foram capazes de crescer por cima do extrato,
com excecdo de alguns casos em que o extrato chegou a inibir o crescimento
bacteriano, mas apenas na zona mais proxima do disco. P6de-se descartar a hipbtese
de ter sido efeito do solvente, neste caso DMSO, uma vez que o controlo negativo
reproduziu resultados negativos (Quadro 3.2). Nos ensaios seguintes deu-se especial
atencdo aos extratos de Anabaena sp. (LEGE 04288), Phormidium autumnale (LEGE
06222), Phormidium sp. (LEGE 06072 e LEGE 06078) e Tolypothrix sp. (LEGE
11397).
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Figura 3.3: Antibiograma de E. faecalis 29 212. Os discos nao estao completamente impregnados

Quadro 3.2: Resultado dos antibiogramas segundo o método da difusdo em

disco (2 mg/ disco para cianobactérias de agua doce)

Cianobactéria Presenca de Auséncia de Controlo Controlo n-
(Codigo LEGE) bioatividade bioatividade positivo egativo
04288 - N + -
03277 - B. subtilis " -
03278 - + -

E. faecalis
99043 - + -
06071 - _ + -
E. coli
06222 - + -
06072 - + -
S.
06078 - o + -
Typhimurium
07310 - + -
06013 - + -
S. aureus
11397 - + -

Controlo positivo:

disco de antibi6tico; Controlo negativo: DMSO

Dados os resultados negativos, optou-se por testar outro método, o método da

incorporacgéo, Pour Plate, e deste método também se fizeram algumas alteragbes para

gue os resultados fossem claros e reprodutiveis. Inicialmente as bactérias haviam

ficado a crescer overnight em meio APT, mas devido ao crescimento excessivo da

bactéria tinham de ser feitas véarias diluicdes, o que tornava mais dificil a medi¢do da

OD a 600 nm. Por isso, escolheu-se transferir a bactéria para meio TS, que nao

permitia o crescimento excessivo das bactérias, o que tornava mais facil a sua leitura

no espetrofotometro.
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De todos 0s métodos que se testaram o que produziu melhores resultados foi o

da incorporacao e adicdo de meio MH sem indculo por cima. Com este método tornou-
se mais facil a contagem das bactérias, visto que todas as bactérias estavam
incorporadas no meio, ndo tendo havido crescimento na superficie do meio. Apesar de
0 poco nao ficar completamente preenchido, dado que foi adicionada uma camada de
meio sem inoculo, o extrato foi suficiente para preencher o meio com o indculo

incorporado.

Nos ensaios de Pour Plate usaram-se as estirpes Bacillus subtilis (ATCC 66
33), Enterococcus faecalis (ATCC 29 212), Escherichia coli (ATCC 25 922), Klebsiella
pneumoniae (CL), Listeria monocytogenes (19 111), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27 853), Salmonella typhiurium (CECT 443) e Staphylococcus aureus (ATCC 25 923).

A avaliac@o do potencial antibiético foi feita através da contagem de colénias a
volta do poco e a observacao da sua distribuicdo num perimetro delimitado com 1,5
cm de diametro, visto que devido aos extratos serem brutos ndo produziram halos de
inibicdo, mas apenas algumas diferencas na distribuicdo das colénias e também no
seu tamanho na proximidade do poco. No Quadro 3.3 estdo as contagens de coldnias
para as estirpes de agua doce e no Quadro 3.4, as contagens para as estirpes

marinhas.
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Quadro 3.3: Contagem do nimero de col6nias com extratos de cianobactérias de agua doce (Método de Pour Plate)
Estirpe Cadigo | 03284 | 04288 [ 03277 | 03278 | 99043 [ 06071 [ 07299 | 06077° [ 06222 | 06072 | 06078 | 08334 | 07310 [ 11397 | 06013 | DMSO
ATCC
B. subtilis 66 33 126 41* 120 85* 114 42+ 119 124 120 93* 116 132 95* 121 107
_ ATCC 6
E. faecalis 20 219 >300 | 276 271 270 | 229* | 239* | 288 275 | >300 | >300 | >300 | 281 | >300 | 282 288 251
_ ATCC
E. coli 05 922 216* | 237 | 226* | 236 227 251 196 162* | 239 295 279 298 265 253 279
Klebsiella
_ CL >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | 272* | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | 286* | 294
pneumoniae
L.
19111 | >300 | 250 300 | >300 | >300 | >300 | ---- >300 | >300 | >300 | >300 | --- | >300 | 276* | >300 | >300
monocytogenes
_ ATCC
P. aeruginosa o7 853 >300 | 236* | 300 | 257* | >300 | 238* | 259* 155 252* | 241* | 256* 265* | 278* | >300 | >300
_ CECT
S. typhumurium 243 >300 | 286* | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300
ATCC
S. aureus o5 023 142 88* 105 91* 71* 66* 148 114 o8* 99* 99* 92* 119 124 143 152

*: Extratos com potencial antibiético, com base no nimero e aspeto das colonias

> Extrato contaminado por bactéria Gram + esporulada

6 ;. TR . .
Coldnias entre o halo de inibicdo e o perimetro delineado.
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Quadro 3.4: Contagem do numero de colonias com extratos de cianobactérias

marinhas (Método de Pour Plate)

Estirpe Codigo | 06184 | 06156 | 06120 | 06020 | 06007 | 06119 | 06145

B. subtilis ATCC | 100* 111 137 108 151 110 88*
66 33

E. faecalis ATCC | 278 260 264 249* 282 279 264
29 212

E. coli ATCC | 221 206* 199* 197~ 231 201* 188*
25922

Klebsiella CL >300 |>300 |298* |>300 |>300 |[>300 |>300

pneumoniae

L. 19111 | >300 |>300 |=>300 |=>300 |=>300 |=>300 |=>300

monocytogenes

P. aeruginosa | ATCC |>300 |>300 |>300 |>300 |>300 |>300 |>300
27 853

S. CECT |[>300 |>300 |=>300 |=>300 |=>300 |=>300 |>300

Typhumurium 443

S. aureus ATCC | 96* 135 98* 84* 108 95* 140
25923

*. Extratos com potencial antibiético, com base no numero e aspeto das

colonias.

Como ja foi referido, nenhum dos extratos produziu um halo de inibicdo notdrio

a excecdo de Tolipothrix sp. (LEGE 11397) que para Enterococcus faecalis produziu

um halo de inibichio com 8,45 mm de didmetro, sendo este o Unico resultado

claramente positivo (Figura 3.4). Apesar do halo ndo ter nenhuma coldnia, leu-se o

numero de col6nias no perimetro estabelecido.
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Figura 3.4: halo de inibig&o produzido por Tolypothrix sp., LEGE 11397 em E. facecalis

E importante salientar que o extrato de Nostoc sp. (LEGE 06077) estava
contaminado com uma bactéria Gram- positivo esporulada (confirmacgéo por coloracédo
Gram e espalhamento de 50 pL de extrato em placa de MH, Figura 3.5), visto que a
volta do poco e na superficie do MH cresceu uma estrutura de cor esbranquicada que
nao permitia a contagem das col6nias, sendo por isso de notar que para algumas
estirpes, como por exemplo para P. aeruginosa, existiu uma diminuicdo significativa do
namero de col6nias (155 col6nias quando o controlo tem uma contagem superior a
300 colénias). Este fendmeno foi mais evidente em E. faecalis, E. coli, K. penumoniae,
L. monocytogenes, P. aeruginosa e S. Typhimurium, com a diminuicdo do namero de

coldnias visiveis, ndo tendo sido tdo evidente para B. subtilis e S. aureus (Figura 3.6).

Figura 3.5: Crescimento de bactéria Gram- positiva esporulada em meio MH apés o espalhamento de 50 pL de extrato
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Figura 3.6: A- Crescimento da bactéria a volta do pogco em P. aeruginosa; B- Sem crescimento da bactéria a volta do
poco de B. subtilis

O controlo negativo (DMSO) revelou que o solvente ndo estava a interferir com
0S ensaios, visto que também nao se formou nenhum halo de inibicdo a volta do poco
e é também importante salientar que ndo se observaram altera¢cbes no tamanho das
colénias nem na sua distribuicdo a volta do poco, isto é, ndo se observou um maior
namero de colénias na zona mais afastada do poco. Apenas para as estirpes E.
faecalis, E. coli e K. pneumoniae a contagem de coldénias do controlo negativo foi
inferior a contagem de colénias de alguns extratos, mas como foi referido
anteriormente nao se verificaram alteracdes no tamanho e distribuicdo das colénias a

volta do poco.

De todos os extratos testados alguns parecem ter um maior potencial
antibiético, visto que o tamanho e distribuicdo das col6nias na placa, e mais
concretamente no perimetro delimitado, eram diferentes das restantes coldnias
incorporadas. De todos os extratos os que mostraram ser capazes de produzirem
esses efeitos foram os extratos de cianobactérias de agua doce Nostoc edaphicum
(LEGE 07299) em P. aeruginosa, B. subtilis e E. coli, Aphanizomenon flos- aquae
(LEGE 03277) em E. coli, Aphanizomenon flos- aquae (LEGE 03278) em S. aureus,
Planktothrix sp. (LEGE 08334) em E. faecalis e S. aureus, Romeria sp. (LEGE 06013)
K. pneumoniae, Anabaena sp. (LEGE 03284) em E. coli, Anabaena sp. (LEGE 04288)
em S. aureus e B. subtilis, Phormidium autumnale (LEGE 06222) em S. aureus,
Phormidium sp. (LEGE 06072) em S. aureus, Phormidium sp. (LEGE 06078) em S.
aureus, Tolipothrix sp. (LEGE 11397) em E. faecalis, S. aureus e P. aeruginosa,
Cylindrospermopsis raciborskii (LEGE 99043) em S. aureus e Nodularia sp. (LEGE
06071) em S. aureus e B. subtilis e os extratos de cianobactérias marinhas
Leptolynbya sp. (LEGE 06020) em P. aeruginosa, E. faecalis, E. coli e S. aureus,
Pseudanabaena sp. (LEGE 06119) em P. aeruginosa, Synechococcus nidulans (LEGE

06156) em P. aeruginosa, Cyanobium sp. (LEGE 06184) em E. faecalis e S. aureus,
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Leptolyngbya nodulosa (LEGE 06120) em K. pneumoniae, E. coli e S. aureus e

Pseudanabaena sp. (LEGE 06145) em B. subtilis e E. coli (Figuras em Anexo). Nos
Quadros 3.3 e 3.4 estdo assinalados os extratos que demonstram ter potencial
antibiético, visto que tém uma contagem significativamente inferior ao controlo com
DMSO.

Apd6s comprovar a existéncia de substancias com potencial antibiotico, fizeram-
se mais alguns ensaios para testar o seu potencial sinérgico com antibiéticos
comerciais, isto é, substancias puras. Neste tipo de ensaios pretendia-se usar
bactérias multirresistentes e, por isso, os antibidticos selecionados foram aqueles para

as quais as bactérias apresentaram resisténcia.

Quadro 3.5: Sinergismo entre extratos de cianobactérias (marinhas e de agua
doce) e antibiéticos comerciais para Enterococcus faecium A5/ 102

LEGE 11397 LEGE 06020
Disco impregnado com
27 230
extrato
Poco a 0,3 cm 177 >300
Poco a 0,5 cm 203 >300
Controlo antibiotico 235 283
Controlo extrato .y >300

Quadro 3.6: Sinergismo entre extratos de cianobactérias (marinhas e de agua

doce) e antibidticos comerciais para E. coli G9/ 101

LEGE 06020 LEGE 03284 LEGE 06145 06120
Disco

impregnado 216 143 163 143

com extrato
Poco a 0,3 cm 196 159 156 152
Poco a 0,5cm 196 134 162 118

Controlo

Antibistico 240 201 213 211
Controlo extrato 177 157 185 192

7 N~ . . o . . . . ~
Ndo foi feito controlo com extrato, visto que o volume era inferior a 50 UL e ensaios anteriores (ndo
referidos no trabalho) ja se havia comprovado a eficacia do extrato.
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Quadro 3.7: Sinergismo entre extratos de cianobactérias (marinhas e de agua

doce) e antibiéticos comerciais para S. aureus 46/ 60

LEGE LEGE LEGE LEGE LEGE LEGE
06184 06020 06071 06119 06120 04288
Disco
impregnado 225 257 220 221 196 233
com extrato
Poco a 0,3
252 257 237 221 195 209
cm
Poco a 0,5
263 250 242 242 150 215
cm
Controlo
L 274 257 280 282 244 268
antibiotico
Controlo
>300 296 272 207 239 272
extrato

De todas as estirpes testadas destaca-se os efeitos notados em E. faecium A5/
102, visto que mostram dois resultados completamente opostos, mas igualmente
importantes. Em Tolypothrix sp. (LEGE 11397) existe um claro sinergismo entre o
extrato e o antibidtico, neste caso Vancomicina, tendo-se até formado um halo de
inibicdo passivel de ser medido (disco impregnado com extrato com halo de 13, 24
mm e disco de Vancomicina com 12, 54 mm). Também o préprio extrato formou um
halo de inibicdo de 9,38 mm. A contagem das coldnias confirmou esta observacgéo,
sendo que as colbnias estdo bastante afastadas do poco e também sdo mais
pequenas em comparac¢ao com o resto da placa. Em Leptolyngbya sp. (LEGE 06020)
existe um claro antagonismo entre o antibiético e o extrato, visto que cresceram
colénias de E. faecieum mesmo ha zona em que o antibiético ainda deveria ter algum

efeito.

Discussao

A escolha do método adequado para a difusdo dos extratos e 0s organismos
teste é muito importante, em virtude da sensibilidade do método poder alterar os
resultados. A escolha dos organismos adequados é também importante, ja que estes

devem estar bem caracterizados, através de antibiograma, e devem abranger tanto
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bactérias Gram- positivo como bactérias Gram- negativo. Os controlos escolhidos

devem ser também adequados, devendo-se haver sempre um controlo positivo e outro

negativo (Cos et al., 2006).

Na fase inicial do trabalho optou-se por usar o método da difusdo em disco, ja
usado para extratos de cianobactérias em trabalhos anteriores (Kreitlow et al., 1999;
Martins et al., 2008; Semary, 2011), com uma concentracdo de 20 pg/ disco. Visto se
tratarem de extratos muito complexos, isto é, serem extratos pouco fracionados e de
ainda terem muitos compostos diferentes misturados, a concentracdo usada foi muito
baixa, levando a obtencéo de resultados negativos. O aumento da concentracdo dos
extratos foi 0 passo seguinte, passando a usar-se uma concentracdo de 2 mg/ disco.
No entanto, a alteragdo revelou um importante inconveniente: o disco revelou ser
ineficaz na absorgdo do volume de extrato necessario e também a difuséo na placa
gue ndo foi conseguida, mesmo estando as placas inoculadas e com os discos
carregados entre 1,5 a 2 h a 4° C antes de irem a incubar na estufa a 37° C.
Posteriormente optou-se por realizar os ensaios através da difusdo em pogos na
placa, deixando as placas a temperatura ambiente durante 2 horas para permitir a
difuséo dos extratos (Bloor et al., 1989; Cannel et al., 1988; Kellam et al., 1989).

Apds 0s ensaios iniciais terem revelado resultados negativos, decidiu-se
aumentar o espetro de cianobactérias abrangidas e foram também cultivadas para
extracdo cianobactérias de agua doce, tendo em consideracdo que as estirpes da
Ordem Nostocales sdo mais diferenciadas do que as estirpes da Ordem Chrococcales
(Waterbury, 2006).

A opcdao de realizar os ensaios através da difusdo em pocos nas placas revelou
ser mais promissora, visto que usando uma concentra¢do de 5 mg/ poco conseguiram-
se observar inibicdes significativas para em alguns extratos. Smania- Jr. et al. (2007)
fez a comparagédo entre o método da difusdo em disco e 0 método da difusdo em
poco, usando concentragdes iguais. Tanto para S. aureus como para E. coli, 0 método
da difusdo em pocgo revelou ser mais sensivel, produzindo maiores zonas de inibigéo

do que aquelas conseguidas para o método da difusdo em disco.

De todos os extratos testados aquele que parece ter um maior potencial
antibiotico é o da estirpe de cianobactérias de agua doce Tolypothrix sp. (LEGE
11397), visto que ter sido o Unico extrato a produzir um halo de inibicdo notdrio
mediante observacdo com vista desarmada. Burja et al. (2001) cita Prinsep et al.

(1992) e mostra que Tolipothrix nodosa, estirpe marinha, é produtora de uma
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substancia antibiética, a Toliporfina (classe quimica: pirrol). Para esta estirpe ndo foi

possivel calcular a sua concentragdo inibitoria minima (MIC), uma vez que a sua cor
escura e quantidade de stock de extrato nao permitiram a realizagdo deste tipo de
ensaios. Outro fator importante é também a concentragdo a qual os extratos foram
testados ser demasiado elevada para realizar ensaios em microplaca, o que poderia
levar a obtencao de falsos negativos.

As estirpes Nostoc edaphicum (LEGE 07299), Aphanizomenon flos- aquae
(LEGE 03277), Aphanizomenon flos- aquae (LEGE 03278), Planktothrix sp. (LEGE
08334), Romeria sp. (LEGE 06013), Anabaena sp. (LEGE 03284), Anabaena sp.
(LEGE 04288), Phormidium autumnale (LEGE 06222), Phormidium sp. (LEGE 06072),
Phormidium sp. (LEGE 06078), Tolipothrix sp. (LEGE 11397), Cylindrospermopsis
raciborskii (LEGE 99043), Nodularia sp. (LEGE 06071), Leptolynbya sp. (LEGE
06020), Pseudanabaena sp. (LEGE 06119), Synechococcus nidulans (LEGE 06156),
Cyanobium sp. (LEGE 06184), Leptolyngbya nodulosa (LEGE 06120) e
Pseudanabaena sp. (LEGE 06145) produziram também efeitos em algumas bactérias,
apesar de ndo haver um halo de inibicdo notério, foram registadas alteracdes
significativas ao nivel do tamanho e distribuicdo das colénias na placa, em funcdo da

posicao do extrato na placa.

Tendo em consideracdo as estirpes de cianobactérias que neste trabalho
revelaram potencial antibidtico, algumas estirpes do Género Nostoc tinham ja
demonstrado serem capazes de produzir compostos com potencial antibiético. Jaki et
al. (1999) isolou da cianobactéria Nostoc commune (estirpe terrestre) um diterpendide
extracelular, Noscomina, capaz de atuar contra B. cereus, S. epidermidis e E. coli.
Bloor et al. (1989) também testou o potencial antibiético de Nostoc muscorum. Esta
estirpe mostrou uma atividade antimicrobiana de espetro alargado, visto ser capaz de
impedir o crescimento de bactérias Gram- positivo (S. aureus multirresistente, B.
circulans), Gram- negativo (P. aeruginosa, Proteus vulgaris) e fungos leveduriformes

(Candida pseudotropicalis).

Fish et al. (1994) testou a estirpe Phormidium sp., proveniente dos Agores, que
também mostrou produzir um composto antibiético de espetro alargado contra
bactérias Gram- positivo (Bacillus cereus, S. aureus), Gram- negativo (E. coli,
Pseudomonas denitrificans) e fungos leveduriformes (Candida albicans). Neste estudo,
uma condicdo que determina a producdo do composto com potencial antibidtico é a
temperatura. Noutro estudo de Fish et al. (1994), usando também uma estirpe de

Phormidium, aponta que as concentragcdes de nutrientes sdo também determinantes
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na producdo de compostos bioativos e que, dependendo das condi¢cdes de cultura,

podem ser produzidos varios compostos com propriedades semelhantes. Semary
(2011) comprovou que o perfil dos extratos, isto €, a producdo de compostos
antibioticos, muda consoante as concentragdes de fosfato. Seria importante em
ensaios futuros tentar também definir este perfil para as estirpes que demonstram ter
potencial antibiético, mas o mesmo pode ser aplicado as estirpes que nao
demonstraram ter qualquer tipo de potencial, visto que as condi¢des de cultura podem

nao ter sido adequadas a producéo desse tipo de compostos.

Apesar de nao se poder fazer uma comparacédo direta entre a producdo de
compostos com potencial antibiético entre cianobactérias de &agua doce e
cianobactérias marinhas, visto que foram analisados 15 extratos das primeiras e
apenas 7 das segundas, as cianobactérias da Ordem Nostocales tém um maior
espetro de acdo do que as cianobactérias da Ordem Oscillatoriales, isto €, sao
capazes de inibir o crescimento de vérias bactérias Gram- positivo e Gram- negativo,
enquanto as pertencentes a Ordem Oscillatoriales ndo tém um espetro de acéo tédo
alargado. Valdor et al. (2007) verificou este pressuposto com extratos de
cianobactérias (Oscillatoria sp., Rivularia biasolettiana, Rivularia haematites,
Geitlerinema splendidum, Phormidium sp., Tolipothrix distorta e Scytonema
myochrous) e microcistinas puras, isto é, estirpes da Ordem Nostocales tém
resultados mais promissores do que as estirpes da Ordem Oscillatoriales. Para além
do maior grau de diferenciacdo das estirpes da Ordem Nostocales, outra explicacédo

sera também a funcéo biolégica destes metabolitos produzidos pelas cianobactérias.

Martins et al. (2008) demonstrou também que algumas estirpes de
Synechococcus sao capazes de produzir compostos com potencial antibidtico. Nao é
possivel fazer uma comparacao direta para a maior parte das cianobactérias, visto que
ndo se tem uma confirmacdo da espécie que se trata e para isso ter-se-ia de fazer
uma analise molecular e analisar o segmento 16S rRNA e definir desta forma a

espécie.

Os sinergismos entre antibiéticos sdo importantes, visto que é mais dificil as
bactérias adquirirem resisténcias quando sdo tomados ao mesmo tempo dois
antibioticos (Dancer, 2004). Nos ensaios realizados para Enterococcus faecium (A5/
102) resistente a vancomicina, a adicdo de extrato (LEGE 11397) ao disco de
antibiotico revelou uma atividade sinérgica entre os dois compostos. Resultados

semelhantes foram encontrados para extratos de agrido, em que a atividade
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antimicrobiana aumentava quando se combinava o antibidtico com o extrato e

compostos puros (Freitas et al., 2013).

Como ja foi referido anteriormente, estes compostos tém uma funcao
ecolégica, de momento desconhecida. Seria, por isso, importante testar num
microcosmos semelhante ao meio natural os efeitos destes compostos, isto é, crescer
cianobactérias e bactérias em conjunto (co-crescimento) e verificar o crescimento de
cada uma. Desta forma, poder-se-ia avaliar se as cianobactérias sao neste caso

capazes de inibir o crescimento das bactérias (Bomo et al., 2012).

Conclusoes

Atualmente a resisténcia a antibidticos € um dos maiores problemas na
medicina humana e veterinaria, visto que os principios da Medicina moderna se
baseiam na toma de antibiéticos para curar infecdes que estdo subjacentes a varios
procedimentos clinicos. Porém as emergéncias de resisténcias aos antimicrobianos
tem-se revelado a um ritmo muito acima do verificado na descoberta de novas
substancias, prevendo-se para um futuro préximo o esgotamento do arsenal
terapéutico, e um regresso tragico a um era pré-antibiotica. E necessario, por isso,
encontrar solucdes viaveis. A investigacdo de novos compostos produzidos por
organismos vivos como as cianobactérias pode ter efeitos promissores e ser uma das

solucBes encontradas para resolver este problema.

Como j4 foi referido anteriormente, a escolha do método a usar deve ter em
conta o tipo de compostos que se pretendem testar e também os organismos teste, de

forma a evitar falsos positivos ou falsos negativos.

Neste trabalho conseguiu-se provar que tanto cianobactérias de agua doce
como marinhas sdo capazes de produzir compostos com potencial antibiético.
Também se conseguiu provar que estes compostos podem ser usados em conjunto
com antibidticos ja existentes e que mostravam ja nao produzir qualquer efeito,
atuando assim de forma sinérgica. Este ultimo ponto é de certa forma importante, visto
que se podem “reutilizar” os antibidticos que j4 haviam deixado de ter efeito e assim

tentar diminuir a resisténcia que as bactérias possam adquirir.

Apesar de ndo se ter obtido um halo de inibicdo, mas uma diminuicdo da
guantidade e tamanho do nimero de coldnias, é importante salientar que os extratos

afetaram o crescimento de bactérias Gram- positivo e Gram- negativo. De todos o0s
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extratos destacam-se os extratos de Anabaena sp. (LEGE 04288), Aphanzomeno flos-

aquae (LEGE 03278), Nodularia sp. (LEGE 06071), Phormidium autumnale (LEGE
06222), Phormidium sp. (LEGE 06072), Phormidium sp. (LEGE 06078), Tolypothrix sp.
(LEGE 11397), Leptolyngbya sp. (LEGE 06020), Pseudanabaena sp. (LEGE 06119),
Leptolyngbya nodulosa (LEGE 06120) e Pseudanabaena sp. (LEGE 06145), visto que
estas estirpes apresentam capacidade de inibir o crescimento de bactérias Gram-
positivo e Gram- negativo, isto é, ttm um espectro alargado de acdo. Os extratos de
Anabaena sp. (LEGE 03284), Aphanizomenon flos- aquae (LEGE 03277), Nostoc
edaphicum (LEGE 07299), Romeria sp. (LEGE 06013), Romeria aff. gracilis (LEGE
07310) e Synechococcus nidulans (LEGE 06156) inibiram o crescimento de bactérias
Gram- negativo. Por outro lado, as estirpes Cylindrospermopsis raciborskii (LEGE
99043), Planktothrix sp. (LEGE 08334) e Cyanobium sp. (LEGE 06184) inibiram mais
eficazmente o crescimento de bactérias Gram- positivo. A descoberta de antibi6ticos
com acdo mais restrita, como € o caso dos extratos mencionados, é também
importante, visto que o uso destes antibioticos em sinergismo com outros pode levar a

diminuicdo da resisténcia aos antibiéticos, como referido na Introducao.

E, por isso, importante encontrar sinergismos entre antibiGticos e perceber
como estes podem funcionar. Como se conseguiu provar, o0 uso de substancias
sinérgicas leva a “revitalizagdo” de antibiéticos que ja ndo podiam ser usados devido a
resisténcia adquirida por parte das bactérias. No entanto, deve-se procurar fracionar e
purificar estes extratos e confirmar novamente a sua atividade. Numa outra fase deve-

se também identificar quais os compostos que tém esta atividade.

A descoberta de substancias com efeito antag6nico pode também ser uma
mais-valia, em virtude dos efeitos potenciais destas substancias sobre a transferéncia
de resisténcias no meio ambiente. Sendo bem conhecido que grande parte dos
determinantes genéticos de resisténcia se disseminam entre as diferentes estirpes
microbianas a nivel ambiental, sendo este processo regulado pela presenca de
residuos antimicrobianos (libertados nas fezes e urina de humanos e animais em
tratamento), muito havera a estudar sobre o impacto de substancias produzidas por
cianobactérias, que possam interagir sinérgica ou antagonicamente com esses

residuos.

Em ensaios futuros serd também importante determinar as condi¢des nas quais
estes compostos sdo produzidos, isto €, quais as condigbes de cultura favoraveis,
como temperatura, luminosidade, nutrientes e oxigenagdo e também em que fase do

crescimento a producdo destes compostos € maior. Também a libertacdo destes
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compostos para o meio de cultura deve ser avaliada, visto que € importante saber qual

a acao real destes compostos num sistema natural.
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Anexos

Figura 6.1: A- Stock de cianobactérias em matrazes de 100 mL e 1L; B- Crescimento em baldo de 6 L e arejamento; C-
Esterilizagdo do material de vidro e descartavel na camara de fluxo com radiagdo Ultra-violeta

Figura 6.2: A- Recolha de cianobactérias usando rede de plancton; B- Recolha de cianobactérias por centrifugacdo
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- <%
6.3: A- Montagem do material para extragdo; B- Reagentes usados (Diclometano e Metanol); C- Secagem do extrato
em azoto gasoso
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Figura 6.11: Antibiogramas para S. aureus
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Figura 6.12: Sinergismo em Enterococcus faecium entre Vancomicina e extrato de Tolypothrix sp.



104
Propriedades antibidticas de cianobactérias marinhas: em busca de novos antibiéticos
FCUP 2013

LEGE 06020

Figura 6.13: Sinergismo em Enterococcus faecium entre Vancomicina e extrato de Leptolyngbya sp.



105
Propriedades antibidticas de cianobactérias marinhas: em busca de novos antibidticos
FCUP 2013

Figura 6.14: Sinergismo em E. coli entre Ciprofloxacina e extrato de Leptolyngbya nodulosa



106
Propriedades antibidticas de cianobactérias marinhas: em busca de novos antibidticos
FCUP 2013

LEGE 06020

Figura 6.15: Sinergismo em E. coli entre Ciprofloxacina e extrato de Leptolyngbya sp.
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Figura 6.16: Sinergismo em E. coli entre Ciprofloxacina e extrato de Pseudanabaena sp.
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Figura 6.17: Sinergismo em E. coli entre Ciprofloxacina e extrato de Anabaena sp.
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Figura 6.18: Sinergismo em S. aureus entre Oxacilina e extrato de Anabaena sp.
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Figura 6.18: Sinergismo em S. aureus entre Oxacilina e extrato de Pseudanabaena cf. frigida
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Figura 6.19: Sinergismo em S. aureus entre Oxacilina e extrato de Leptolyngbya nodulosa
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Figura 6.20: Sinergismo em S. aureus entre Oxacilina e extrato de Cyanobium sp.
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Figura 6.21: Sinergismo em S. aureus entre Oxacilina e extrato de Nodularia sp.
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Figura 6.22: Sinergismo em S. aureus entre Oxacilina e extrato de Leptolyngbya sp.



