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Lista de abreviaturas

pg/L microgramas por litro

BHI Infuséo de cérebro-coracéo

CHX Clorexidina

DNA Acido Desoxirribonucléico

UFC Contagem de Unidades Formadoras de Colbnias
EC10 Concentracdo efetiva 10

EC50 Concentracdo efetiva 50

ENR Enzima enoil-ACP redutase
IC95% Intervalo de confianca de 95%
mg/kg Miligramas por quilogramas
mg/L Miligramas por litro

mg/ml Miligramas por Militros

rRNA Acido ribonucleico ribossémico
T1 Tiroxina

TCS Triclosan



Resumo

Triclosan e clorexidina s&o antimicrobianos de amplo espectro presentes em produtos de
higiene pessoal, por exemplo, estes farmacos vém sendo identificados no meio ambiente,
no solo e agua, onde os organismos que ali habitam sdo expostos a sua presenca, podendo
ser prejudicial a estes. O isopodo terrestre Balloniscus spp. é um organismo de solo,
amplamente distribuido, este animal foi exposto a dois diferentes farmacos: triclosan e
clorexidina nas concentracdes 0,002mg/mL e 0,005mg/mL, respectivamente. Realizou-se
dois experimentos diferentes, no primeiro experimento os animais foram separados em trés
diferentes tratamentos, clorexidina, triclosan e controle (agua destilada), permanecendo
durante 14 dias expostos em placas de Petri, sendo metade dos animais em substrato solo e
a outra metade em papel filtro. No segundo experimento os animais foram expostos aos
mesmos tratamentos, nas mesmas concentracGes e neste caso apensas em solo como
substrato, durante quatro dias. Apos a exposicdo avaliou-se 0 peso dos animais, quantidade
e peso das fezes e a ingestdo de alimentos nos animais do primeiro experimento.
Utilizando estes dados calcularam-se as taxas de assimilagdo e consumo, assim como a
eficiéncia de assimilacdo. Ao término da exposic¢do do segundo experimento, encaminhou-
se para analise da composicdo bacteriana do trato digestivo, sendo entdo realizada a
extracdo do tubo digestivo e a sua masceracdo a fim de obter um liquido homogéneo
contendo bactérias que se encontravam em seu interior, e posteriormente, este foi
distribuido em uma placa contendo agar BHI, permitindo o crescimento. Realizou-se a
contagem de unidades formadoras de coldnias, assim como, coloracdo de Gram e teste de
motilidade, além de testes quimicos, como o teste da catalase e teste da oxidase. Os
resultados demonstram que houve aumento de unidades formadoras de colonias
bacterianas no tratamento triclosan e diminui¢do no tratamento clorexidina em relacdo ao
controle, no entanto, a diversidade de bactérias apresentou-se mais elevada no tratamento
clorexidina, mantendo semelhante em relacdo ao controle, o contrario ocorreu com
triclosan que apresentou baixa diversidade. Em relagdo a taxa de assimilagdo e de
eficiéncia de assimilagdo do Balloniscus spp. demonstrou-se diferenca significativa em
substrato papel filtro, no tratamento com clorexidina em relagédo ao controle. Portanto,
mais estudos se fazem necessarios a fim de identificar com maior preciséo o real dano que

estes farmacos podem gerar em Balloniscus spp.

Palavras-chave: antibioticos; microbiota; oniscidea; toxicologia terrestre; trato digestivo.



Abstract

The terrestrial isopod Balloniscus spp. was exposed to two different drug: triclosan and
chlorhexidine in concentrations 0,002 mg/ml and 0,005 mg/mL, respectively, in order to
observe changes in nutrient assimilation and gastrointestinal microflora of animals. To this
end, in the first experiment, the animals were separated into three different treatments,
chlorhexidine, triclosan and control of soil as substrate and the above-mentioned
concentrations, they remained for 14 days in exposure, half of the animals on the soil
substrate and the other half on filter paper. In the second experiment the animals were
exposed to my treatments in soil as a substrate for four days. The first experiment
evaluated after exposure to animal weight, quantity and stool weight and food intake.
Using these data were calculated and the rates of assimilation consumption and
assimilation efficiency. The second experiment, at the end of the exhibition sent for
analysis of bacterial makeup of the digestive tract, and then performed the extraction of
this and maceration in order to obtain a homogeneous liquid containing bacteria that were
inside, and later this was distributed on a BHI agar plate containing allowing growth. It
carried out the counting of colony forming units, as well as Gram staining, and chemical
tests, such as the catalase test and oxidase test. The results show that there was an increase
in the number of bacterial colonies in the triclosan treatment and decrease in chlorhexidine
treatment compared to control, however, the diversity of bacteria showed up higher in the
chlorhexidine treatment, keeping similar relative to the control, the opposite occurred with
triclosan which showed low diversity. Regarding the rate of assimilation and assimilation
efficiency of Balloniscus spp. only demonstrated a significant difference in the substrate
filter paper, treatment with chlorhexidine compared to control. The results demonstrate that
drugs affecting these organisms is potentially harmful.

Keywords: antibiotics; bacterium; oniscidea; terrestrial toxicology; digestive tract.



Introducéo geral

O solo é formado naturalmente, constituindo-se da camada mais externa da crosta
terrestre. E formado por diversos micro-habitats que possuem caracteristicas quimicas e
fisicas diferenciadas, além disso apresenta diferentes comunidades bioldgicas, constituindo
em habitat de uma infinidade de organismos, bactérias, fungos e uma diversificada fauna
edafica como enquitreideos, colémbolas, acaros, nematoides etc, além disso, ele fornece
fixacdo e nutricdo as plantas e armazena agua (Derisio, 2000; Abreu et al., 2010).

O desenvolvimento urbano causa alteragdes na mecanica natural do meio
ambiente, existem diversas maneiras pelas quais podemos alterd-lo, prejudicando o
ambiente terrestre, por exemplo, a prépria urbanizacdo ja é prejudicial ao solo, pois a
construcdo de prédios e rodovias dificulta o retorno da &gua ao solo, por exemplo.
Residuos sanitarios, sejam eles domésticos ou industriais, chegam ao solo e alteram sua
composi¢do original, assim como a agricultura e a pecuéria, a extragdo de compostos
armazenados no solo, e acidentes ocorridos em rodovias durante o transporte de cargas
(Derisio, 2000).

Antimicrobrianos como poluentes no solo

Os antimicrobianos sdo substancias naturais ou sintéticas que atuam sobre
microorganismos inibindo o crescimento ou causando a sua morte, e sdo divididos em
quatro classes: antibacterianos, antivirais, antifingicos e antiparasitarios. Além de sua
aplicacdo fundamental para com a salde humana, antimicrobianos também tém sido
utilizados na promoc¢do do crescimento e para a prevencdo e tratamento infeccdes de
animais e plantas (Toledo et al., 2007; Mello et al., 2011).

O descarte e disposicao final destes produtos tem ganhado destaque dentro da area
ambiental, pois existem diversas maneiras de estes antimicrobianos alcangarem o solo,
contaminando-o. Primeiramente, estes sdo utilizados em seres humanos para tratamento
ou prevencao de enfermidades e através despejo de esgotos domésticos em cursos d’agua,
por exemplo, podem alcancar o ambiente natural. Isto se torna relevante porque o
tratamento de esgotos é inexistente em muitas cidades, dos esgotos coletados apenas 40%
deles é tratado no Brasil, cerca de 48,6% da populacdo nem possui acesso a coleta deste
(Instituto Trata Brasil, 2015). Além disso, quando ocorre o tratamento de esgotos a

eliminacdo destes farmacos é muitas vezes apenas parcial, sendo que resquicios dessas



substancias sdo comumente encontrados (Colaco et.al., 2014). Assim como o descarte
juntamente com o lixo caseiro, que muitas vezes ndo manuseado de maneira correta,
podendo parar diretamente no solo (Pinto et al., 2014; Miotto et al., 2015), e no final,
através destas dguas contaminadas estes farmacos acabam alcancando diretamente o solo.

Antimicrobianos sendo utilizados em animais podem alcancar o solo atraves de
suas excretas, pois em muitos casos os farmacos administrados aos animais ndo sdo
completamente metabolizados, podendo inclusive ser encontradas em sua forma original
(Sarmah et al., 2006; Kemper, 2008). Estas excretas podem ser dispensadas diretamente no
solo ou coletadas e utilizadas como adubo posteriormente, expondo o0 solo aos compostos
existentes nestas. Tratando-se das plantas os antimicrobianos costumam ser administrados
diretamente sobre elas, e consequentemente, o0 solo pode ser diretamente contaminado. Um
ponto importante a ser destacado € que a agricultura foca essencialmente em patogénicos
de origem alimentar, bactérias que estdo presentes tanto em animais quanto em humanos,
como, por exemplo, Escherichia coli ou Enteroccocus faecium. Logo que a mesma estirpe
pode colonizar animais e seres humanos, 0s genes de resisténcia a antibioticos podem ser
facilmente disseminados (Sundsfjord et al., 2001; Garofalo et al., 2007).

Uma vez no ambiente, estes farmacos alteram principalmente a micro-biosfera,
causando mudancas locais em sua composicdo, provavelmente, por causa disso, as
consequéncias da poluicdo por estes sobre a biodiversidade tém recebido menor atencéo.
Estudos demonstram que a presenca destes farmacos em solo, podem de fato alterar a
micro-biosfera terrestre, por exemplo, a exposicdo de comunidades microbianas a
ciprofloxacina favorecem a selecdo de bactérias gram-negativas e redutoras de sulfato
(Cordova-Kreylos e Scow, 2007). Em pesquisa bibliografica, DeVries e Zhang (2016)
encontraram 13 estudos relatando 19 diferentes antibioticos que afetam a nitrificacdo, ou
seja afetando as bactérias que atuam no ciclo, interferindo diretamente no ciclo do
nitrogénio. Os antimicrobianos sdo capazes, também, de afetar a fauna e flora por exemplo,
Carlsson et al. (2013) testou a toxicidade de 15 antimicrobianos frente embries de Danio
rerio, sendo estes 10 antiparasitarios e 5 antibacterianos, os antiparasitarios demonstraram-
se mais toxicos, foram relatados casos de mortalidade e mé formagdo. Liu et al. (2009a)
testou seis antibidticos (clortetraciclina, tetraciclina, tilosina, sulfametoxazol,
sulfametazina e trimetropim) frente a trés tipos de plantas (aveia, arroz e pepino)
demonstrando que estes farmacos apresentam fitotoxidade, sendo o arroz, por exemplo,

mais sensivel ao sulfametoxazol com o valor de EC10 de 0,1 mg/L.



Antimicrobiano: Clorexidina

A clorexidina (CHX) é um composto catidnico sintético derivado da bis-
biguanida. Grande variedade de marcas de antissépticos existentes no mercado sdo a base
de CHX, isto se deve ao alto poder antimicrobiano e baixo custo (Alaki et al., 2002;
Sweetman, 2007). O composto age sobre a membrana citoplasmatica dos microrganismos,
causando perda do controle osmético, desnaturacdo, resultado em rompimento do material
intracelular e consequente morte celular (Heiling e Chandler, 1998; Sena et al., 2006;
Rodrigues et al., 2009).

Este farmaco é considerado de amplo espectro, devido a sua atividade contra
bactérias tanto gram-positivas quanto gram-negativas, sendo as positivas normalmente
mais suscetiveis (Tortora et al., 2000), além disso, apresenta acdo contra alguns virus e
fungos (Bailey e Longson, 1972; Hiom et al., 1992). E bastante utilizado na odontologia,
sendo destacavel seu uso no tratamento de gengivites e periodontites, sendo encontrado em
enxaguantes bucais (Steinberg e Rothman, 1996), além de seu uso na desinfec¢do da pele e
membranas mucosas.

Diversos estudos vém demonstrando a toxicidade da CHX como, por exemplo,
sobre fibroblastos (Pucher e Daniel, 1992; Hidalgo & Dominguez, 2001), células epiteliais
gengivais (Babich et al., 1995) e macrdfagos (Li et al., 2012), além disso tém
demonstrado-se sua capacidade de afetar a capacidade renal e sua hepatoxicidade (Chow et
al 1977). Gianelli et al. (2008) analisou a toxicidade da CHX frente a varios tipos celulares
como osteoblastos, endoteliais e linhas celulares de fibroblastos, demonstrando que este
farmaco é altamente citotdxico.

Quanto a sua interacdo no meio ambiente, alguns estudos vém sendo realizados,
no entanto ainda ndo existem experimentos realizados com organismos de solo. No
ambiente aquatico Lawrence et al., (2008) realizou testes para determinar a interferéncia da
CHX sobre a formacéo de biofilme e concluiu que nas baixas concentracdes testadas ha
pouca interferéncia sobre a comunidade bacteriana. Jesus et al., 2013 procurou determinar
as concentracBes letais e subletais deste farmaco em meio aquético para quatro
organismos: a bacteria Vibrio fischeri, a alga Pseudokirchneriella subcapitata, o crustaceo
Daphnia magna e para embrido do peixe Danio rerio. O farmaco apresentou-se bastante
toxico para as algas 72 h-EC50 de 62,2ug/l e crustaceos 48 h-EC50 de 45,0 pg/l, ja a
toxicidade em embrido de peixe e bactérias € mais baixa 96 h-EC50 de 804,0ug/l e a 15



10

min-EC50 de 1,694.0ug/l, respectivamente, no entanto em peixes a presenca do

antimicrobiano causou alterag¢fes no liquido amniotico, ocasionando em anormalidades.

Antimicrobiano: Triclosan

O triclosan (TCS) 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol é um antimicrobiano que
atua como antibacteriano inibindo a sintese de &cidos graxos, através da inibicdo da
enzima enoil-ACP redutase (ENR), assim privando a bactéria da possibilidade, por
exemplo, de formar uma membrana plasmatica, e consequentemente ocasionado sua morte
(Heath et al., 1999; Stewart et al., 1999), no entanto, além da atividade antibacteriana o
composto apresenta atividade antifngica e antiviral (Jones et al., 2000). Este farmaco é
utilizado na constituicdo de produtos de cuidados pessoais, como sabonetes, desodorantes,
creme dental (Bhargava e Leonard, 1996; Jones et al., 2000) e vem sendo identificado em
solo por diversos estudos como o de Lozano et al., 2010.

O efeito toxicoldgico do TCS é evidenciado por diversos estudos. Ajao et al.
(2015) testou a toxicidade deste farmaco in vitro frente a diferentes células de mamiferos e
concluiu que a exposicdo de espermatozéides de porco ao farmaco paralisa a vibragdo de
sua cauda e como consequéncia sua mobilidade, bem como hiperpolariza a regido do
acrossoma e da bainha fibrosa do flagelo. Neste mesmo estudo mitocondrias de figado de
rato foram expostas ao farmaco e concluiu-se que houve reducdo sintese de ATP
desacoplado a respiracdo e absorcao excessiva de oxigénio, além de haver um aumento na
fosforilacdo oxidativa. Em outro estudo, Crofton et al. (2007) demonstra que o0 TCS em
ratos perturba a homeostase da tiroxina (T1), horménio da tireéide. Em mais um estudo
utilizando ratos Yueh et al. (2014) traz evidéncias de que o TCS causa tumor no figado.

Estudos toxicologia desse produto no ambiente tém demonstrado resultados
semelhantes. Sabe-se que o TCS é degradado, sendo sua meia vida 18 dias em
concentracdo de 1mg/kg em condic¢Bes aerdbicas, durante este processo ele pode sofrer
fototransformagéo produzindo 2,8-diclorodibenzeno-p-dioxina que € reconhecidamente
carcinogénico (Latcha et al., 2003; Sanchez-Prado, 2006). Liu et al. (2009b) apresenta
resultados que indicam que o TCS ¢é fitotdxico, quando presente no solo, ele inibiu o
crescimento das plantas, assim como a respiracéo e a atividade da fosfatase, e observou-se
ainda um aumento na utilizacao de fontes de carbono, além das plantas, Butler et al. (2011)
apresenta em seu trabalho resultados que indicam que o TCS ¢ capaz de inibir a respiracéo

e reduzir a biomassa de comunidades bacterianas do solo. O TCS também se demonstra
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toxico a animais terrestres, a exposicdo de Achatina fulica ao farmaco indica que os
animais sofreram redugdo em seu crescimento e na ingestdo de alimento durante a
exposicdo (Wang et al., 2014). Ja em estudo realizado com Eisenia fetida os resultados séo
mais preocupantes, demonstram que o TCS causou estresse oxidativo e dano no DNA no
animal (Lin et al., 2010). Assim, percebe-se que a presenga deste farmaco no solo pode

trazer inimeras consequéncias aos residentes.

Invertebrados terrestres

O solo é rico em vida, temos bactérias, fungos, plantas, animais. A fauna é
classificada de acordo com seu tamanho e mobilidade, sendo, portanto, divida em:
microfauna, mesofauna e macrofauna. A microfauna compde-se de protozoarios; a
mesofauna de colémbolas e acaros. A macrofauna é construida de minhocas, cupins,
formigas e besouros. Estes alguns exemplos dos constituintes de cada classificacdo. Estes
animais que habitam o solo sdo responsaveis por inimeras fungdes como a decomposicao
da matéria organica, a ciclagem dos nutrientes, manutencdo da estrutura do solo, por
exemplo, controlando a erosdo do solo e o suprimento de agua, controle de pragas evitando

doencas agricolas e conservacdo da biodiversidade (Abreu et al., 2010).

Isépodos terrestres

Objetivando determinar as consequéncias dos antimicrobianos, TCS e CHX,
biodisponiveis no solo, utilizaremos is6podos terrestres, que sdo naturais no ambiente
terrestre e sdo amplamente distribuidos. Existem registros de sua ocorréncia em florestas
tanto temperadas quanto tropicais, cavernas, desertos, campos, montanhas de altitudes que
alcancem até 3000m. No entanto, os habitats mais imidos e sombreados, sob pedras e
serrapilheira sdo 0s mais propicios a encontra-los (Hassall e Sutton, 1977; Linsenmair,
1984; Sfenthourakis, 1992; Furlan, 1996; Zimmer, 2003; Hassall et al. 2006; Tuf et al.,
2008).

Estes pertencem a subordem Oniscidae Latreille, 1829 que é a Unica de Isopoda
que comporta espécies efetivamente terrestres (Sutton, 1980). Os Oniscidea constituem um
diversificado grupo de crustaceos terrestres com 3637 espécies, sendo apenas 104 descritas

para o Brasil (Schmalfuss, 2003).
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Estes animais sdo primariamente detritivoros, frugivoros, sapréfagos, porém
alimentam-se também de plantas verdes, aléem disso, sdo coprofégicos, ingerindo as
préprias fezes e as de outros animais (Hassal e Rushton, 1982; Facelli e Pickett, 1991;
Szlavecz e Pobozny, 1995). Esses animais atuam na fragmentacdo de matéria organica em
decomposicgéo, agindo na degradacgé@o da celulose, e este potencial se deve a presenca de
bactérias endossimbiontes no seu intestino e hepatopancreas (Zimmer, 2006). E
reconhecida a relevancia destes animais na ciclagem de nutrientes, a biota de solo também
é importante na producdo de assoalho florestal e evita a erosdo do solo (Lavelle et al.,
2006). Além disso, Quadros (2010) destaca que estes animais podem ser utilizados na
restauracdo de ecossistemas degradados, e algumas espécies, como Baloniscus sellowi
(Brandt, 1883), que apresenta ampla distribuicdo, alta capacidade de colonizacdo de
ambientes, pode ser utilizado como bioindicador. Sendo assim, estes animais apresentam-

se de suma importancia para o ecossistema terrestre e para o estudo deste.

Bactérias do trato digestivo de isdpodos terrestres

Os compostos, TCS e CHX, em solo podem afetar diretamente tanto as bactérias
guanto os fungos presentes no ambiente, mas, além disso, podem indiretamente afetar
plantas e animais que habitam o local. As plantas irdo absorver agua e nutrientes do solo e
desta forma podem expor-se aos compostos. Os animais podem, por exemplo, sofrer
efeitos adversos pela exposicdo desnecessaria ao composto e, além disso, podem ter sua
microbiota afetada pelos farmacos.

Em funcdo de o seu habito alimentar, os isdpodos terrestres necessitam estabelecer
simbiose com micro-organismos em seu trato digestivo, visando melhorar a capacidade de
assimilacdo de nutrientes. Sua microbiota natural ainda ndo estd bem determinada, mas
alguns estudos procuram esclarecer a composigéo desta. Inhen e Zimmer (2007) realizaram
um experimento com Porcellio scaber para determinar o consumo seletivo de bactérias e
fungos, concluiram gque na maioria dos casos as bactérias gram-positivas foram preferidas

em relacdo a bactérias gram-negativas e fungos.

A microbiota do sistema digestivo destes animais ainda néo esta bem definida, no
entanto, Kostanjsek et al. (2002) apresentam em seu trabalho com P. scaber uma tabela
com diversas bactérias que ja foram identificadas, utilizando gene 16S rRNA, do trato

digestivo destes animais, entre as que possuiam um percentual de similaridade superior a
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80% encontram-se: Bacteroides acidofaciens, Neisseria perflava, Neisseria mucosa,
Neisseria flavescens, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Enterococcus
faecium, Enterococcus durans, Enterococcus hirae, Enterococcus gallinarum,
Enterococcus saccharolyticus. Posteriormente Kostanjsek (2004) indicou mais algumas
espécies de bactérias identificadas para a mesma espécie de isopoda, entre elas estdo:
Desulfotomacullum ruminis e algumas do género Mollicutes, e do género
Desulfotomaculum.

Wang et al. (2007) realizou um experimento com Oniscus asellus e determinou
que espécimes de bactéria da classe Mollicutes e da ordem Rickettsiales sdo encontradas
no hepatopancreas destes animais.

Para a espécie desse estudo ndo existe relatos de grupos ou espécies de micro-
organismos identificados no tubo digestivo e este trabalho poderd fornecer informacées
sobre grupos microbianos e o impacto da disposicdo de antimicrobianos no ambiente na
comunidade microbiana e no processo de assimilacdo de nutrientes pelo isépodo terrestre

do género Balloniscus.
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Resumo

Triclosan e clorexidina sdo antimicrobianos de amplo espectro presentes em produtos de
higiene pessoal, por exemplo, estes farmacos vém sendo identificados no meio ambiente,
sendo 0s organismos expostos, sendo potencialmente prejudicial. O isdpodo terrestre
Balloniscus spp. € um organismo de solo, amplamente distribuido. Este foi exposto a estes
dois farmacos. Analisou-se o efeito destes em fungdes metabdlicas do isépodo, concluindo
qgue houve diferenca significativa na taxa de assimilacdo e eficiéncia de assimilacdo em
relacdo ao controle. Realizaram-se também andalises da microbiota do trato digestivo do
Balloniscus spp., e conclui-se que houve um aumento na quantidade de unidades formadoras
de colbnias na exposicdo ao triclosan em relacdo ao controle e reducdo no tratamento
clorexidina. No entanto, o tratamento triclosan apresentou menor diversidade bacteriana em
relagdo ao controle, enquanto que o tratamento clorexidina manteve-se diversidade

semelhante ao controle.

Termos para indexacdo: antibioticos, microbiota, oniscidea toxicologia terrestre, trato

digestivo.
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Introducéo

Antimicrobianos sdo substancias que inibem o crescimento de micro-organismos ou
causam morte destes, classificam-se em quatro tipos de antimicrobianos: antibacterianos,
antivirais, antifungicos e antiparasitarios. O tratamento ineficiente do esgoto (Colaco et. al.
2014), o seu descarte inadequado destes agentes (Miotto et.al.2015), seu uso no tratamento de
animais e plantas, no tratamento de enfermidades e auxiliando na promocdo de maior
crescimento (Kemper 2008), sdo algumas das maneiras pelas quais esses farmacos podem

alcangar o solo, contaminando-o.

No solo, os antimicrobianos podem atuar principalmente sobre a micro-biosfera,
como, por exemplo, a exposicdo de bactérias a ciprofloxacina ocasionou na selecdo de
organismos gram-positivos e redutores de sulfato (Cordova-Kreylos e Scow 2007). DeVries e
Zhang (2016) em pesquisa bibliografica relatou 13 estudos com 19 diferentes antibi6ticos que
afetam a nitrificacdo, havendo, portanto, prejuizos as bactérias que participam do ciclo do
nitrogénio. Além disso, estudos demonstram fitotoxicidade (Liu et.al. 2009a) e toxicidade a

animais (Carlsson et.al.2013).

A clorexidina é um composto sintético derivado da bis-biguanida, é considerada um
antibacteriano de amplo espectro, sendo ativa tanto contra gram-positivas quanto gram-
negativas, além disso, apresenta atividade também contra virus e fungos (Bailey e Longson
1972, Hiom et.al. 1992). A clorexidina atua sobre a membrana citoplasmatica, causando perda

do controle osmotico, ocasionando morte celular (Sena et.al. 2006).

Né&o h& estudos realizados em organismos de solo envolvendo a clorexidina, porém
estudos em ambiente aquoso demonstram seu potencial toxicologico. Jesus et.al. 2013 utilizou
quatro organismos de meio aquatico em seu estudo: a bacteria Vibrio fischeri, a alga

Pseudokirchneriella subcapitata, o crustaceo Daphnia magna e o embrido de peixe Danio
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rerio. Sendo que entre estes 0 organismo mais suscetivel foram as algas 72 horas-EC50 de
62,2 ug/l e o menos, as bactérias 15 minutos-EC50 de 1,694 ug/l, peixes apresentaram-se
pouco suscetiveis, mas no entanto, esta concentracdo causou alteracdes no liquido amniético,

ocasionando em anormalidades.

O segundo antimicrobiano, o triclosan, apresenta atividade antibacteriana, e além
disso, apresenta atividade antifungica e antiviral (Jones et.al. 2000). Atuando como
antimicrobiano ele age inibindo a enzima enoil-ACP redutase (ENR), assim, impedindo a
sintese de &cidos graxos e ocasionando morte (Heath et.al.1999, Stewart et.al.1999). Diversos
estudos procuram demonstrar as alteragdes que este composto pode ocasionar em organismos
do solo, este apresenta-se fitotdxico, inibindo o crescimento, a respiracdo e diminuindo a
atividade da fosfatase (Liu et.al. 2009b), além de téxico a animais terrestres, como Eisenia

fetida em que a exposicdo ocasionou em estresse oxidativo e dano no DNA (Lin et.al. 2010).

A fim de determinar os efeitos da presenca deste farmaco no solo a organismos que o
habitam, escolheu-se o is6podos terrestres, Balloniscus spp., que apresentam ampla
distribuicdo no solo. Este é primariamente detritivoro, atuando na fragmentacdo da matéria
organica e isto é possivel pela presenca de bactérias endossimbiontes em seu intestino e
hepatopancreas (Zimmer 2006). A microbiota do trato digestivo de Balloniscus spp. ainda nao
foi determinada, porém estudou-se algumas espécies como Porcellio scaber e Oniscus
asellus, para as quais foram identificadas as seguintes bactérias: Bacteroides acidofaciens,
Neisseria perflava, N. mucosa, N. flavescens, Pseudomonas fluorescens, P. putida,
Enterococcus faecium, E. durans, E. hirae, E. gallinarum, E. saccharolyticus, e exemplares
da ordem Rickettsiales e da classe Mollicutes. (Konstanjsek et. al. 2002, Konstanjsek et. al.

2004, Wang et.al., 2007).
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Materiais e Métodos

A coleta dos animais foi realizada ao lado do prédio da Psicologia na Universidade
Federal do Rio Grande — FURG (-32.074409, -52.169960) em Rio Grande, Rio Grande do
Sul, Brasil. A coleta é realizada manualmente apos a retirada da camada superficial de
serrapilheira e os animais foram encaminhados ao Laboratorio de Ensaios Farmacologicos e
Toxicologicos do Instituto de Ciéncia Bioldgicas da FURG.

Os farmacos utilizados foram obtidos em farmacias de manipulacdo do municipio do

Rio Grande, RS.

Exposicéo

No laboratério os animais foram dispostos em placas de Petri, de acordo com a
metodologia de Ribeiro et al., 2001, havendo algumas alteracdes a acerca do periodo de
exposicdo que neste caso foi reduzido devido a meia vida do farmaco triclosan de 18 dias.
Estes foram em dois experimentos, sendo que no primeiro 0s animais permaneceram em
placas de petri durante 14 dias e no segundo durante quatro dias.

No primeiro experimento (figura 11) 60 animais foram separados em seis tratamentos,
cada tratamento contendo 10 individuos. Os animais foram dispostos em placas de Petri,
sendo uma placa para cada tratamento, ou seja, 10 animais por placa. A fim de comparar os
efeitos da exposicdo puramente ao farmaco e da exposicdo ao farmaco em meio terrestre,
metade dos tratamentos continham solo como substrato e a outra metade recebeu apenas papel
filtro. Os individuos dos tratamentos 2, 4 e 6 receberam solo como substrato e respetivamente,
foram expostos a triclosan, clorexidina e agua destilada, e os tratamentos 1, 3 e 5
permaneceram apenas com papel filtro como substrato, sendo expostos a triclosan,

clorexidina e agua destilada, respectivamente.
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No segundo experimento (figura I11) 30 individuos que foram distribuidos em trés
grupos de exposicao, o primeiro exposto ao triclosan, o segundo clorexidina e o terceiro foi
exposto apenas a dgua destilada, sendo este o grupo controle. Todos permaneceram em placas
de Petri contendo solo como substrato.

Houve um periodo de uma semana para aclimatacdo. Os isopodos terrestres foram
alimentados com couve durante o periodo de exposicdo, e foram expostos a uma concentragdo
de 0,005mg/mL de clorexidina e 0,002mg/mL de triclosan, respectivamente, para ambos 0s

experimentos.

Analises da exposicdo (Experimento 1)

Ao término dos 14 dias de exposicdo os isopodos terrestres foram dispostos em
novas placas, separados individualmente, durante um periodo de 24 horas, a fim de analisar a
guantidade de alimento ingerido, o peso das fezes e o peso do animal, durante este periodo.
Os organismos que morreram foram contados (taxa de mortalidade), e calculou-se a partir das
observacBes a taxa de consumo (alimentos consumidos em mg/animal/dia), a taxa de
assimilacdo (alimentos assimilados em mg/animal/dia) e a eficiéncia de assimilacdo
(porcentagem de alimentos assimilados em relacdo a comida consumida) segundo o realizado

por Ribeiro et al., 2001.

Analise do Experimento 2

Apos a realizagdo destas medi¢es os animais foram encaminhados ao Laboratdrio
de Biologia, Ecologia e Aplicagdo de Fungos localizado na Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL) Campus Capéo do Ledo, onde utilizando-se da metodologia de Drobne et.al. (2002)
a qual descreve que a cabeca e o terceiro tergito do pleon do animal devem ser cortados, para

que assim as visceras sejam extraidas e transferidas para um tubo contendo 3ml de solucéo
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salina e pérolas de vidro, e sejam homogeneizadas trés vezes durante 30 segundos.
Posteriormente, esta solucéo salina contendo as visceras dos isopodos foram diluidas em mais
6mL de solucdo salina, a partir desta solugdo foi realizada uma série diluicdes de 10 a 107,
utilizou-se as diluicdes 10* a 107 para a realizagdo do plaqueamento em meio BHI (Infuséo
de cérebro-coracdo), sendo escolhidas as diluicdes 10 para os grupos controle e clorexidina,
e 10" para o grupo triclosan, devido ao maior crescimento bacteriano nestas concentracdes.

Subsequentemente realizou-se a contagem de batérias mesofilas aerdbicas, para tal as
placas foram incubadas a 30°C durante cinco dias, a cada 24 horas analisou-se o0 crescimento
bacteriano, as diferentes colonias foram contadas, enumeradas e repicadas novamente em
meio BHI, almejando posterior identificacdo. A fim de realizar a identificacdo morfologica e
caracterizacdo de Gram realizou-se coloracdo de Gram para analise microscopica, o teste da
catalase e o teste da citocromo oxidase.

Por dltimo, a partir destes resultados, realizou-se teste t e calculou-se o indice de
Shannon Wiener. O teste t foi realizado, utilizando os resultados da contagem realizada
anteriormente, através do programa SPSS 2.0, para a comparac¢do das médias dos tratamentos
com nivel de significancia de 0,05. Para a analise de diversidade da microbiota encontrada nas
visceras dos tatuzinhos, foi utilizado o célculo do indice de Shannon Wiener, através das
caracteristicas das coldnias, para os trés tratamentos (controle, clorexidina e triclosan),

utilizando a seguinte formula:

S

H'=-3 p.Lnp

Onde: pi = numero de individuos da espécie i/numero total de amostras; p; = ni/N; S = nUmero
de espécies/nimero de grupos; Hmsx = maxima diversidade possivel;, E = H/Hmax =

uniformidade; N = niimero total de individuos.
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Resultados e Discussao

As andlises metabdlicas do primeiro experimento (tabela 1) indicam que ndo houve
diferenca significativa em nenhum dos parametros analisados nos tratamentos em que havia
solo como substrato. Porém, nos tratamentos em que ndo havia solo como substrato, havendo,
portanto, apenas papel filtro, o tratamento clorexidina demonstrou diferenca significativa em
relacdo ao controle, tanto na taxa de assimilagdo quanto na eficiéncia de assimilacao,
demonstrando que o farmaco em questdo apresenta-se prejudicial a Balloniscus spp. O
triclosan apresentou alta porcentagem de mortalidade impedindo que fossem realizadas as
analises, mas observa-se pelo Unico individuo sobrevivente que € possivel haver diferenca em
relacdo ao controle. Em nenhum dos tratamentos houve diferenca significativa na taxa de

consumao.

No primeiro experimento (exposicdo de 14 dias) em solo como substrato, nédo
ocorreram diferengas significativas, provavelmente este resultado deve-se justamente a
presenca do solo nos tratamentos. O solo foi coletado na mesma regido onde foram coletados
0s animais, sendo assim, possivelmente este solo potencializou as condi¢fes necessarias para

gue 0s animais sobrevivessem a essa concentracdo do farmaco.

Pardmetros metabolicos, principalmente relacionados com a alimentagdo constituem
em uma Otima ferramenta para a investigacdo de toxicidade em isopodos terrestres (Drobne
1997). Portanto, o resultado significante observado no tratamento clorexidina é de alta
relevancia, constituindo em um forte indicativo de toxicidade. E possivel que este se deva a
auséncia de solo, impossibilitando a reposicdo de bactérias que possam estar presentes nele,
ndo tendo, portanto, sido afetadas pelo farmaco, possivelmente, inclusive pelas caracteristicas
do solo. Assim, a composi¢do bacteriana do trato digestivo deve manter-se frente ao

antimicrobiano, o que segundo os resultados, sugere que ndo ocorreu, logo que as taxas de
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assimilacdo e eficiéncia de assimilacdo foram inferiores ao controle e a presenca da
microbiota é essencial para a realizacdo da digestao, considerando que estes animais realizam

simbiose com estas bactérias com esta finalidade (Zimmer 2006).

No segundo experimento (exposto aos farmacos por quatro dias) em que foram
realizadas andlises da comunidade bacteriana do trato digestivo de Balloniscus spp. Neste
caso os resultados indicam o aumento de unidades formadoras de col6nias no tratamento
triclosan, este resultado deve-se possivelmente a ocorréncia de morte de bactérias presentes,
possibilitando assim o estabelecimento de bactérias de crescimento rapido em substituicdo. O
mesmo ndo ocorreu com o tratamento clorexidina onde houve diminuigdo do numero de
col6nias em relagédo ao controle, este resultado pode ser observado na tabela 2.

Na tabela 3 apresenta-se uma comparacdo entre os tratamentos controle/clorexidina,
controle/triclosan e clorexidina/triclosan, a tabela apresenta a média entre os tratamentos
comparados, 0 desvio padrdo entre estes grupos e o 1C95%, além do valor de p. Os resultados
da analise demonstram que a diferenca entre os tratamentos € significativa, sendo o p<0,05.
Este resultado evidencia a alteracdo bacteriana nos tratamentos clorexidina e triclosan em
relacdo ao grupo controle, demostrando a capacidade dos farmacos de alterar a condicdo
natural, original da microbiota de Balloniscus spp.

No entanto, apesar da diminui¢édo da quantidade unidades formadoras de coldnias no
tratamento clorexidina, a diversidade (Figura 1) manteve-se semelhante a encontrada no
controle, sendo os valores 0,1811 decits/ind e 0,1823 decits/ind, respectivamente, clorexidina
e controle. Enquanto o triclosan que apresentava um numero superior quando comparado ao
controle de coldnias, apresentou menor diversidade, sendo esta 0,0257 decits/ind. Este
resultado reforca a hipotese de que houve morte bacteriana, permitindo, portanto que bactérias

de crescimento rapido ocupassem 0s espagos proporcionados pela morte bacteriana.
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Um menor indice de Shannon pode ser considerado como resultado de estresse
seletivo (Boyle et.al. 1990), sendo assim, na concentracdo de estudo, causou-se inibicdo ou
morte de apenas algumas bactérias, permitindo crescimento de outras, como observado nos
resultados do triclosan. O mesmo resultado foi encontrado por Drobne et.al. 2002, em que a
exposicdo ao cadmio reduziu a diversidade bacteriana. Este resultado, observado em nossos
experimentos, também pode se dever a maneira pela qual o triclosan age, inibindo a enzima
enoil-ACP redutase (ENR), e por consequéncia, impedindo a sintese de acidos graxos. Assim,
em baixas concentracdes haveria uma saturacdo, o farmaco poderia causar a morte de apenas
uma quantidade restrita de bactérias.

No entanto a alteracdo da comunidade bacteriana resultante da exposicdo a
clorexidina, ndo é resultado que possa ser desvalorizado, apesar da diversidade segundo o
indice de Shannon permanecer semelhante ao controle, houve reducdo na quantidade de
unidades formadoras colbnias, e observa-se pela tabela 4 a ocorréncia de bactérias
diferenciadas do controle neste tratamento. No controle sdo encontrados cinco grupos
diferenciados de bactérias morfologicamente semelhantes e no tratamento clorexidina, apenas
trés destas sdo iguais as observadas no controle, além disso, sdo adicionadas sete bactérias
morfologicamente semelhantes diferentes das do controle, ou seja, ha uma perda de dois tipos
bacterianos quando observado aos que havia no controle e um ganho de sete tipos diferentes
do controle. Sendo assim, o farmaco é capaz de ocasionar em alteracdo da microbiota de
Balloniscus spp., sendo possivel que estas bactérias diferenciadas das observadas no controle
ndo agreguem na digestdo de alimentos, prejudicando o animal, como os resultados
metabdlicos do primeiro experimento indicam.

Os resultados demostram que as bactérias do trato digestivo de Balloniscus spp.
assim como ele mesmo, sdo afetadas pela presenca dos antimicrobianos, triclosan e

clorexidina, havendo diferencas significativas na composi¢cdo bacteriana em relacdo ao
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controle, assim como na taxa de assimilacdo e eficiéncia de assimilacdo do tratamento
clorexidina em relagcdo ao controle. Sendo assim, mais estudos devem ser realizados a fim de
determinar a real extensdo da influéncia destes antimicrobianos sobre individuos deste género,
em solo contaminado com estes farmacos.

Até 0 momento ndo havia relatos sobre a composicao bacteriana do trato digestivo de
Balloniscus spp. este trabalho apesar de ndo ter esse objetivo, trds dados sob a composicao
desta flora. E possivel observar na tabela 4, no grupo controle, que ndo sofreu alteracdo na
composicao bacteriana pela presenca dos farmacos, ha prevaléncia, segundo estes resultados,
de bactérias com as seguintes caracteristicas: bacilos isolados, oxidase negativos, catalase

positivos, gram negativas e sem motilidade em meio de cultivo.

Conclusdes
1 Triclosan e Clorexidina alteram a comunidade bacteriana presente no trato digestivo de

Balloniscus spp.;

2 A clorexidina ocasiona menor taxa de assimilacdo e eficiéncia de assimilacdo em individuos

de Balloniscus spp.;

3 Houve aumento na quantidade de unidades formadoras de colonias e diminuicdo da

diversidade bacteriana no tratamento triclosan;

4 Ocorreu, na exposicdo a clorexidina, redugdo na quantidade de unidades formadoras de

colbnias e aumento da diversidade bacteriana.
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Tabelas e figuras

Tabela I: Analises metabdlicas da exposi¢do ap6s 14 dias de tratamento, mortalidade, taxa de

consumo, taxa de assimilagdo e eficiéncia de assimilacdo, em Balloniscus spp.

Parametro Controle Triclosan Clorexidina

Substrato: solo
Mortalidade (%) 0 60 40
Taxa de consumo 0,089 + 0,047 0,060 + 0,014 0,080 £ 0,02
Taxa de assimilagao 0,087 + 0,042 0,050 + 0,014 0,068 + 0,029
Eficiéncia de assimilagdo (%0) 83477 81,857 83,0+7,6
Substrato: filtro de papel
Mortalidade (%) 40 40
Taxa de consumo 0,077 £ 0,016 0,064 0,061 + 0,008
Taxa de assimilacao 0,066 + 0,013 0,047 0,047* £ 0,013
Eficiéncia de assimilagdo (%0) 87,00 + 7,66 72,9 71,9* + 3,82

Tabela Il: Unidades Formadoras de Coldnia Bacterianas (UFC/mL) nos quatro dias de cultivo

de acordo com seus respectivos tratamentos, em Balloniscus spp.

Dias de Cultivo Tratamentos (UFC/mL)

Controle Clorexidina Triclosan
0,3 x 10° 1,8 x 10° 3,2 x 10°
1,3 x 10° 2,5 x 10° 1,9 x 10°
1,1 x 10° 3,0 x 10° 3,3 x 10°
0,6 x 10° 1,0 x 10° 4,1 x 10°
3,3x10° 8,3 x 10° 1,2 x 10"

Tabela 111: Comparacdo das médias (distribuicdo normal) obtidas nos trés tratamentos

realizados, média, 1C95% e valor p, em Balloniscus spp.

Tratamentos Teste t

Desvio Padrdo  1C95% Valor de p
Controle/Clorexidina [oRsy#ae] 0,4567 0,0962; 1,567 0,037

Controle/Triclosan -2,3000 1,2517 -4,2916; -0,3083 0,035
Clorexidina/Triclosan VAl 0,9111 -4,5727;-1,6731 0,006




27

Shannon Index
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Figura I: indice de Shannon (dectis/ind) para os trés tratamentos, Triclosan (azul), Controle
(vermelho) e Clorexidina (verde), e suas respectivas populacdes bacterianas (UFC/mL) e

numero absoluto de grupos semelhantes, em Balloniscus spp.
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Figura 1l: Desenho amostral do primeiro experimento (exposi¢cdo durante 14 dias),

demonstrando os diferentes tratamentos aos quais Balloniscus spp. foi exposto.
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Figura I1l: Desenho amostral do segundo experimento (exposicdo durante 4 dias),

demonstrando os diferentes tratamentos aos quais Balloniscus spp. foi exposto.
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Tabela IV: Isolados bacterianos agrupados de acordo com suas respectivas caracteristicas morfologicas e o seu numero absoluto nos trés

tratamentos realizados, em Balloniscus spp.

Caracteristica dos Isolados

No. de grupos morfologicamente
semelhante (n)

Unlda_lde Morfologia Arranjo Coloragdo Oxidase Catalase Motilidade Controle Clorexidina Triclosan
Bacteriana de Gram
1 bacilo isolado - + - NR 0 0 0
2 bacilo isolado - - - NR 0 0 0
3 bacilo isolado - + + + 0 0 1
4 bacilo isolado - - + - 3 3 4
5 bacilo isolado - - + + 1 0 3
6 bacilo isolado + - + - 4 3 0
7 bacilo isolado + - + - 0 2 0
8 bacilo isolado + + + - 0 1 0
9 bacilo isolado + + + 1 0 0
10 bacilo isolado + - - + 0 1 0
11 bacilo palicada + - + - 0 2 0
12 bacilo palicada + - 0 0 0
13 bacilo palicada - + + - 0 1 0
14 bacilo palicada - - - - 0 1 0
15 bacilo palicada - + - - 0 1 0
16 bacilo palicada - - + + 0 0 1
17 coco isolado + NR + - 0 0 0
18 coco isolado - NR + - 1 1 0
19 COCOo staphylo + NR - - 0 0 1
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Conclusao geral

Existem poucos estudos que demonstram as consequéncias da interacdo do TCS
com os organismos do solo, ndo havendo nenhum com isépodos terrestres, o que justificou
o desenvolvimento deste estudo para determinar se a presenca deste farmaco no meio
ambiente pode ser um empecilho a sobrevivéncia destes animais. Tratando-se do segundo
farmaco, a CHX, a problematica é ainda maior, ndo foram encontrados estudos que relatem
sua interagdo com os organismos de solo, tornando-se imprescindivel a presenca de
estudos deste tipo, logo que é um farmaco largamente utilizado e comprovadamente

presente no ambiente.

Os resultados permitiram concluir que ha diferencas na composi¢do bacteriana do
trato digestivo dos tratamentos, TCS e CHX, em relacdo ao grupo controle, as alteracdes
que estes farmacos ocasionaram aumento de UFC no tratamento TCS e diminuicdo no
tratamento CHX em relagéo ao controle, assim como diminuigéo da diversidade bacteriana
no tratamento TCS e manutenc¢édo do valor aproximado ao controle em CHX.

Observaram-se também resultados significativos nas analises metabdlicas de
Balloniscus spp. em relagéo ao controle no tratamento CHX cujo substrato era um filtro de
papel, este resultado se deu na taxa de assimilacdo e eficiéncia de assimilagcdo, sendo
significativamente inferiores ao controle. A auséncia de diferencas significativas nas taxas
de assimilag@o, consumo e na eficiéncia de assimilacdo nos tratamentos cujo substrato era
0 solo, podem ser explicados justamente pela presenca do solo, propiciando as condig¢des
necessarias para que o isdépodo conseguisse manter-se mesmo nha presenca do

antimicrobiano.

As diferencas observadas entre os resultados obtidos nas andlises bacterianas dos
dois farmacos, possivelmente podem ser explicadas por suas caracteristicas, a maneira
como estes atuam sobre as bactérias. Havendo diminuicdo da diversidade e aumento na
quantidade de col6nias, refletindo em um estresse seletivo no caso do TCS, sendo este
capaz apenas de matar algumas bactérias permitindo que outras crescessem em
substituicdo. O contrario ocorreu no caso da clorexidina, no entanto, este resultado nédo
deve ser desconsiderado, pois houve alteracdo na composicdo bacteriana. A diversidade
manteve-se semelhante a do controle, mas o ndmero de coldnias diminuiu, sendo assim,

observa-se além de sinais na diminuicdo da quantidade de colbnias também na alteracdo
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dos tipos de bactéria em relacdo ao controle, demonstrando que a presenca do farmaco

atuou sob a microbiota.

O presente trabalho permitiu trazer informacdes sobre influéncia dos fa&rmacos em
questdo em meio terrestre e como estes afetam estes organismos, as bactérias do trato
intestinal de Balloniscus spp. e consequentemente o préprio Balloniscus spp. Fazendo-se
necessario mais estudos para determinar com precisao as consequéncias da presenca destes
farmacos no solo. Além disso, o estudo apresentou as primeiras informacdes sobre a
composicdo bacteriana do trato digestivo Balloniscus spp. sendo que até 0 momento néao
foi encontrado trabalhos que relatassem informacgdes sobre esta, observando-se a tabela 4
que houve prevaléncia de bacilos, arranjo isolado, gram-negativas, oxidase negativas e
auséncia de motilidade. Avaliamos assim a potencialidade da continuidade de
experimentos com esses organismos para 0s farmacos em questdo e outros comumente

utilizados e descartados no ambiente natural.
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