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APRESENTACAO

A colecéo “Ciéncias Biol6gicas: Campo Promissor em Pesquisa” € uma obra
composta de dois volumes que tem como foco principal a discussao cientifica atual
através de trabalhos categorizados e interdisciplinares abordando pesquisas, relatos
de casos, resumos ou revisdes que transitam nas diversas areas das Ciéncias
Biologicas.

A grande diversidade de seres vivos e a grande especializacdo das areas de
estudo da biologia, a tornam uma ciéncia muito envolvente, que consegue abranger
todas as relagdes interpessoais e uma grande interdisciplinaridade com outras areas.

O primeiro volume foi organizado com trabalhos e pesquisas que envolvem a
area da Saude em diferentes Instituicdes de Ensino e Pesquisa do Pais. Logo, neste
volume podera ser encontrado pesquisas relacionadas a anatomia humana, plantas
medicinais, arboviroses, atividades antimicrobianas e antifungicas, biotecnologia e
topicos relacionados a seguranca alimentar e cuidados em saude. O destaque desse
volume é para compostos naturais que podem ser utilizados no combate e controle
de diversos microorganismos.

Ja o volume dois, € composto por trabalhos que envolvem o Ensino de Ciéncias
e pesquisas cientificas em Biologia, tendo destaque os trabalhos relacionados a
Ecologia e Conservacao ambiental, e também a divulgacéo da Educacéo Especial.

A crescente preocupacdo com o meio ambiente e 0 consumo sustentavel
trazem reflexdes que atingem nossa fauna e flora; os atuais processos de ensino e
aprendizagem oferecem um plano de fundo as discussdes referentes ao melhoramento
das abordagens educacionais nas diferentes esperas de ensino.

Conteldos relevantes sédo, deste modo, apresentados e discutidos com a
proposta de fundamentar e apoiar o conhecimento de académicos, mestres e
doutores das amplas areas das Ciéncias Biologicas.

Renata Mendes de Freitas
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RESUMO: Nas ultimas décadas, um grande
namero de materiais e compostos xenobibticos
tem sido liberado no meio ambiente. Estudos
relatam a ocorréncia de farmacos em aguas
superficiais, efluentes, lodos de estagbes de
tratamento de esgoto e aguas subterraneas. A
presenca de farmacos no ambiente deve-se em
grande parte a ineficiéncia dos processos fisico-
quimicos e microbiolégicos convencionais.
Dos diversos tipos de tratamento, o biolégico
pode ser uma das alternativas. Dentre os
organismos utilizados nos processos de
biorremediacdo, fungos da podriddo branca
(FPB) da madeira tem se destacado devido a
capacidade de produzir enzimas inespecificas
que podem degradar compostos xenobidticos
(TMP) é
componente de antibiéticos de amplo espectro

e recalcitrantes. O trimetoprima
e € frequentemente encontrado em aguas
residuais. E mais resistente aos tratamentos
biolégicos convencionais que o sulfametoxazol.
Ambos foram classificados como compostos
de alto risco. O estudo avaliou o potencial de
aplicacdo da enzima lacase produzida por
Trametes sp. C3 na reducdo do antibidtico
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trimetoprima (TMP) de solu¢des aquosas. O fungo foi cultivado em meio de Vogel
contendo glicose (1%), com e sem o TMP (5mg/L) durante 8 dias. A maior atividade da
lacase (89,8 U/L) foi encontrada no oitavo dia nos cultivos com o farmaco. A reducéo
do antibidtico apds o cultivo foi avaliada por espectroscopia UV-vis. No oitavo dia, a
reduc¢do do TMP foi de 55,08%. O teste de inibi¢do do crescimento bacteriano mostrou
que a solugao tratada com o fungo permitiu parcialmente o crescimento de Klebisiella
pneumoniae e Salmonella enterica em relagéo ao controle contendo TMP.
PALAVRAS-CHAVE: biodegradacao, lacase, farmacos, ecotoxicidade

ACTION OF LACCASE OF TRAMETES SP. IN TRIMETHOPRIM REMOVAL FROM
AQUEOUS SOLUTIONS

ABSTRACT: In recent decades, a large number of xenobiotic materials and
compounds have been released into the environment. Studies report the occurrence
of drugs in surface waters, effluents, sewage sludge and groundwater. The presence
of drugs in the environment is due to the inefficiency of conventional physicochemical
and microbiological processes. Among of the various types of treatments, biological
treatment can be one of the alternatives. Among the organisms used in bioremediation
processes, white rot fungi (WRF) of wood has been outstanding due to their ability
to produce nonspecific enzymes that can degrade xenobiotic and recalcitrant
compounds. Trimethoprim (TMP) is a component of broad-spectrum antibiotics and
is often found in wastewater. It is more resistant to conventional biological treatments
than sulfamethoxazole and both were classified as high risk compounds. The study
evaluated the potential of laccase produced by Trametes sp. C3 in reducing the
trimethoprim (TMP) of aqueous solutions. The fungus was grown in Vogel medium
containing glucose (1%), with and without TMP (5 mg/L) for 8 days. The highest laccase
activity (89.8 U/L) was found on the eighth day in cultures with the drug. Antibiotic
reduction after cultivation was evaluated by UV-vis spectroscopy. On the eighth day,
the reduction in TMP was 55.08%. The bacterial growth inhibition test showed that the
solution treated with the fungus partially allowed the growth of Klebisiella pneumonia
and Salmonella enterica in relation to the control containing TMP.

KEYWORDS: biodegradation, laccase, drugs, ecotoxicity

11 INTRODUGCAO

Os processos de industrializacdo e urbanizacdo resultam na geracdo de
grandes quantidades de residuos e efluentes liquidos ou gasosos responsaveis
em parte pela poluicado ambiental. A atividade industrial geradora de efluentes pode
causar contaminacao de solos e aguas ja que muitos podem conter poluentes com
variavel toxicidade. Os efluentes industriais liquidos sao resultado, muitas vezes,
das praticas industriais de fabricacéo e higiene. Estes efluentes devem ser tratados
adequadamente antes de serem descartados ou reutilizados. As aguas residuais
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ndao somente tém sua origem da atividade industrial, mas também da atividade
doméstica, comercial e hospitalar. Nas ultimas décadas a presenca de farmacos tem
chamado a atencéo da comunidade cientifica e estudos em diferentes paises relatam
a ocorréncia de farmacos em aguas superficiais, efluentes, lodos de estacbes de
tratamento de esgoto e aguas subterrdneas, com concentracdes variando na faixa
de ng/L a pg/L (Liu et al., 2011; Silva et al., 2011). Como a produgé&o e 0 consumo
de medicamentos tém aumentado constantemente no mundo todo, a presenca
destas substancias tem sido detectada com frequéncia em ecossistemas aquaticos,
representando um problema mundial devido aos efeitos potenciais para a saude
humana e animal e para a dindmica de ecossistemas. Varias séo as formas de
tratamento, envolvendo processos fisico-quimicos e biol6gicos para a remocao de
poluentes das aguas residuais e no que diz respeito aos farmacos, para a reducéao dos
mesmos. Também se faz necessario avaliar ndo somente a eficacia do tratamento de
remocéo, mas também a capacidade de eliminar a sua atividade bioldgica uma vez
gue a entrada continua pode levar a exposi¢ao crénica de baixo nivel e acumulacao
com efeitos negativos potenciais em seres humanos e no ambiente. Os fungos
da podridao branca (FPB) tém sido estudados em processos de biorremediacao
devido a capacidade de degradar uma variedade de compostos xenobibticos e
recalcitrantes (Spadaro et al., 1992). Isso € possivel gracas ao seu sistema enzimatico
inespecifico formado pelas enzimas extracelulares, lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase, responsaveis pela degradacdo da lignina. Sabe-se que
alguns compostos xenobibticos sdo estruturalmente semelhantes a molécula de
lignina, por isso podem ser usados como substratos dessas enzimas e assim serem
degradados. A lista de xenobidticos potencialmente degradaveis inclui corantes,
pesticidas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, residuos industriais, entre
outros (Cabana et al., 2007). As enzimas fungicas, principalmente as lacases, tém
despertado interesse por causa das diversas aplicagdes industriais, como catalisar
reacdes de oxidacao de compostos aromaticos, produgao de etanol, modificagao de
fibras da madeira, clareamento e degradacdo de corantes e remediacdo de solos e
aguas contaminados (Moreira Neto, 2006). A principal enzima secretada por estes
fungos é a lacase. De acordo com Saito et al. (2003), uma das vantagens associadas
as lacases é que ndo ha necessidade de H,O, para oxidar o substrato, uma vez
que a enzima utiliza o O, como oxidante. As lacases ndo tém especificidade em
relacéo ao substrato, podendo catalisar a oxidagcao de estruturas aromaticas (Souza
e Rosado, 2009) diferentemente da lignina peroxidase e manganés peroxidase que
sé@o dependentes do H,0,.

O trimetoprima (TMP) é um antimicrobiano geralmente empregado de maneira
conjunta com o Sulfametoxazol (SMX), e exibe atividade antibacteriana de amplo
espectro. Os dois antibiéticos foram classificados como compostos de alto risco
e de elevada relevancia ambiental devido a ocorréncia em aguas superficiais e
ecotoxicidade (Besse & Garric, 2008). Mais da metade do TMP quando ingerido
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€ eliminada pela urina de forma ndo metabolizada. Provavelmente em virtude de
sua estrutura mais complexa e elevada quantidade eliminada intacta possui uma
taxa de remocao menor que a do SMX. Considerando que TMP néao é totalmente
removido através de tratamentos convencionais, ao redor de 40% apenas (Verlicchi
et al.,2012), o tratamento com os FPB garantiria maior remog¢éao prevenindo acumulo
do antibiético no meio ambiente (Cruz-Marat6, 2014). Alguns estudos evidenciam
a capacidade das lacases de Trametes versicolor em remover farmacos de lodos
ativados ou reduzir sua concentracdo em meios de cultivo ou ainda in vitro (Cruz-
Maraté, 2013). Fungos do género Trametes sao muito estudados devido ao seu
potencial na producédo de lacase para bioprocessos. Estima-se que o numero de
espécies de macrofungos € maior que 100.000 e que apenas 15-20% sao conhecidas.
No Brasil temos cerca de 20.000 espécies de basidiomicetos, a maioria localizada
em regides tropicais e sub-tropicais (Santos-Silva, Aprile & Scudeller, 2005). Neste
contexto a avaliagao de isolados produtores de enzimas ligninoliticas na remocéao de
farmacos de solugdes aquosas pode levar a descobertas de isolados com grande
potencial na aplicacdo em bioprocessos. Este estudo teve como objetivo avaliar a
producéo de lacase do isolado de Trametes sp C3, em meio contendo o antibiético
TMP e a ac¢do da enzima na remocéo deste farmaco da solugéo, propondo-se desta
forma alternativa para o tratamento de aguas contaminadas por essas substéncias.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultivos

Os cultivos foram realizados em frascos de 125 mL contendo 1% de glicose,
5mg/L de TMP e meio mineral (Vogel,1956). Os cultivos foram inoculados com 3
discos de micélio (& 2 cm) e os frascos permaneceram em estufa a 28 °C por 8
dias. O antibi6tico foi acrescentado no 2° dia. Meios de cultura sem o fungo foram
utilizados como controle abidtico. Para a interrupcéo, os frascos foram retirados a
cada dois dias. O material foi filtrado a vacuo e a biomassa seca até peso constante.
O filtrado foi mantido congelado até o uso.

2.2 Analises espectrofotométricas:

A atividade da lacase foi determinada utilizando-se ABTS em tampé&o acetato
50mM, pH 4,5 (Hou et al.,, 2004). Os acucares redutores foram estimados pelo
método do DNS (Miller, 1959). Todas as absorbancias foram lidas utilizando
espectrofotdbmetro UV-visivel — Shimadzu. A redu¢cdo do TMP no meio aquoso foi
avaliada através dos espetros de absorcédo do farmaco na faixa de 400-200 nm.
A porcentagem de remocéao foi calculada tomando como base a absorbancia da
solucéo de controle abidtico, comparada a absorbéancia das solugdes tratadas com
o fungo, em 202 nm.
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2.3 Teste de inibicao do crescimento microbiano:

O efeito inibitorio das amostras foi verificado nas seguintes cepas de bactérias
Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Klebisiella pneumoniae (ATCC
700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Salmonella enterica (ATCC
13076) usando teste de microdiluicao em placas de 96 pocos. De uma amostra
de 108 UFC/mL de bactérias, retirou-se 0,1 mL e colocou-se em 0,9 mL de salina
fisiologica 0,85%. Em cada poco contendo 190 mL de amostra do quarto e do oitavo
dia de cultivo foi adicionado 10 mL de in6culo. Também foram realizados, o controle
do meio de cultura com e sem o TMP e o controle de crescimento bacteriano. Como
controle positivo foi utilizado o antibiético Trimetoprima®. As placas de 96 pocgos
foram incubadas por 24 horas em estufa a 35 °C e a leitura Optica realizada em leitor
de microplacas a 630 nm.

2.4 Teste de biodegradacao in vitro

A enzima foi produzida em meio de cultivo sem TMP nas condi¢cdes descritas
anteriormente. ApOs interrupcdo dos cultivos, a enzima foi concentrada por
precipitacdo com acetona. O material foi centrifugado a 4 °C, por 20 minutos e a
3000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em agua
destilada gelada. A atividade do extrato bruto da lacase foi de 846,45 U/L. Uma
solucéo estoque do TMP (100 ug/mL) foi preparada solubilizando-se o antibiético em
etanol 90%. Para obtengado das concentragdes finais testadas (5 ug/mL e 7 ug/mL) a
solugcao mée foi diluida em tampé&o acetato pH 4,5, 50 mM. Aproximadamente 85 U/L
de enzima foram usadas no teste. Como controle negativo, a enzima foi inativada
através de fervura durante 5 minutos. O experimento foi realizado em duplicata.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producao de lacase e reducao do TMP no cultivo

O fungo se desenvolveu bem nas condi¢des testadas e os cultivos contendo o
farmaco apresentaram melhor producéo enzimatica do que o cultivo controle (sem
TMP). A maior producéo da lacase ocorreu no 8° dia (89,8 U/L), sendo duas vezes
maior do que no controle e houve induc¢do da producéo da lacase pelo TMP (Figura

1).
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Figura 1: Atividade enzimatica da lacase (0,®); acUcares redutores residuais (#) e biomassa
(m, 0) nos cultivos com TMP (simbolos fechados) e cultivos sem TMP (simbolos abertos).

Analises dos espectros de absorcdo do TMP demostraram uma pequena
reducdo do farmaco a partir do 4° dia de cultivo, sendo que a maior reducao foi
encontrada no 8° dia (Figura 2). A quantidade de TMP reduzida nos cultivos no oitavo
dia atingiu 55% (Tabela 1).
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Figura 2: Espectro de absor¢céo do TMP nas culturas de Trametes sp. C3. Controle: controle
abidtico. Cultivos com o fungo: 4,6 e 8 dias.

Dias Reducao TMP residual
de TMP (%) (mg/L)
2 0,00 5,00
4 8,51 4,57
6 19,7 4,02
8 55,08 2,25

Tabela 1: Redugéo do TMP pela lacase nos cultivos de Trametes sp. C3

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 2 Capitulo 1




Quando o teste de inibicdo de crescimento foi realizado usando bactérias
Gram-negativas, as amostras do quarto dia, ndo apresentaram resultados, ou seja,
diminuiram o crescimento bacteriano da mesma forma que o controle contendo o TMP
na sua concentracgdo inicial do cultivo. Ao contrario deste resultado, as amostras do
oitavo dia permitiram que duas das bactérias testadas (K. pneumoniae, S. entérica)
crescessem semelhantemente ao controle sem TMP.

3.2 Acao da lacase na biodegradacao do farmaco in vitro

O processode adsorcao abiomassafungicapode levar areducéo de xenobibticos
em meio aquoso (Maciel et al, 2013). Este aspecto ndo foi avaliado neste estudo e
sim a participacdo da lacase. A lacase foi produzida em maiores quantidades na
presenca do farmaco e varios trabalhos apontam para acao das enzimas ligninoliticas
na biotransformacéo de xenobidticos. O teste de biodegradacéo in vitro foi feito para
avaliar o potencial de degradacédo/remocado do farmaco pela acdo enzimatica. O
calculo da porcentagem de biodegradacédo do TMP pela enzima foi feito usando o
controle negativo (enzima inativada) como referéncia.

Os resultados mostraram que a atuacao in vitro da lacase pode ter ocorrido
uma vez que houve uma diminuicdo na concentragcdao do farmaco na solug¢ao
avaliada, porém em baixas quantidades. Nas duas concentragcbes avaliadas, 5 e 7
mg/mL, houve uma reducado de apenas 6,36 e 6,56% respectivamente (Figura 3).
A participagao de outras enzimas na degradag¢ao do TMP in vivo e a adsorg¢ao pelo
micélio ndo pode ser descartada sendo que outros estudos sdo necessarios para
confirmar esta suposicao.
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Figura 3: Espectros de absor¢édo do TMP. Em A: solucdo padrao de TMP. Em B: biodegradacao
in vitro usando lacase bruta em diferentes concentracdes de TMP.

41 CONCLUSOES

Os resultados demostraram a capacidade do isolado de Trametes sp em
remover o farmaco trimetoprima em meio aquoso. O fungo foi capaz de produzir
a enzima lacase em maiores quantidades no meio contendo o antibiético o que
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representa uma inducéo da enzima. Somente a amostra do ultimo dia permitiu o
crescimento bacteriano.
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