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RESUMO

O ambiente marinho ¢ um ecossistema rico em organismos que produzem compostos
bioativos de interesse biotecnologico, amplamente estudados por suas propriedades antivirais,
antioxidantes, antitumorais, antifiingicas, anti-inflamatorias e antibacterianas. O aumento de
bactérias multirresistentes resultante do uso inadequado de antibioticos, destaca a importancia
da bioprospec¢do na busca por novas moléculas com atividade antibacteriana. Este estudo
investigou a atividade antibacteriana do extrato da alga marinha parda Dictyota dichotoma
contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus € S. epidermidis. A alga foi coletada
no litoral cearense e submetida a extracdo organica com hexano, acetato de etila, isopropanol,
cloroférmio, acetona, acetonitrila ¢ metanol. Para o preparo dos extratos, a alga foi macerada
com nitrogénio liquido, seguindo-se a extracdo organica na propor¢ao 1:10 (peso/volume). A
citotoxicidade foi testada por meio do ensaio com Artemia salina, e o extrato ndo apresentou
toxicidade nas concentragdes de 0,625 mg.mL"' a 5 mg.mL", sugerindo seguranga para
futuros testes farmacologicos. O ensaio de antibiograma foi realizado a partir do método de
disco-difusdao, com a medicao dos halos de inibi¢ao. Os resultados mostraram que o extrato
obtido com acetonitrila foi o mais eficaz entre os solventes testados, especialmente contra
bactérias Gram-positivas. Os halos de inibi¢do variaram entre 7,5 mm e 8,5 mm para S.
aureus ¢ de 7,2 mm a 9 mm para S. epidermidis. A avaliagdo da estabilidade térmica do
extrato revelou que a atividade antibacteriana foi mantida mesmo apds exposi¢dao a altas

temperaturas, indicando a resisténcia térmica dos compostos ativos.

Palavras-chave: Alga marinha; Extrato organico, Atividade antibacteriana; Citotoxicidade.



ABSTRACT

The marine environment is a rich ecosystem of organisms that produce bioactive compounds
of biotechnological interest, extensively studied for their antiviral, antioxidant, antitumor,
antifungal, anti-inflammatory, and antibacterial properties. The rise of multidrug-resistant
bacteria due to the improper use of antibiotics highlights the importance of bioprospecting in
the search for new molecules with antibacterial activity. This study investigated the
antibacterial activity of the brown algae Dictyota dichotoma extract against strains of
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and S. epidermidis. The seaweed was collected from
the coast of Ceard and subjected to organic extraction using hexane, ethyl acetate,
isopropanol, chloroform, acetone, acetonitrile, and methanol. For extract preparation, the
seaweed was macerated with liquid nitrogen, followed by organic extraction in a 1:10
(weight/volume) ratio. Cytotoxicity was tested using the Artemia salina assay, and the extract
showed no toxicity at concentrations ranging from 0.625 mg/mL to 5 mg/mL, suggesting its
safety for future pharmacological tests. The antibiotic susceptibility test was conducted using
the disk diffusion method, measuring inhibition zones. Results indicated that the extract
obtained with acetonitrile was the most effective among the tested solvents, particularly
against Gram-positive bacteria. The inhibition zones ranged from 7.5 mm to 8.5 mm for S.
aureus and from 7.2 mm to 9 mm for S. epidermidis. The thermal stability evaluation of the
extract revealed that antibacterial activity was maintained even after exposure to high

temperatures, indicating the thermal resistance of the active compounds.

Keywords: Algae; Organic extract; Antibacterial activity; Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO
1.1 Compostos bioativos de macroalgas marinhas

As macroalgas sdo um conjunto de organismos segmentados em trés principais
grupos de acordo com a sua coloracdo, sendo estes: Chlorophyta, das algas verdes;
Rhodophyta, das algas vermelhas; e Phaeophyta, das algas pardas ou marrons (Figura 1). As
diferentes espécies podem ser encontradas em ecossistemas aquaticos nas diferentes regioes

do globo, variando entre as zonas costeiras e ecossistema marinho (ALI et al., 2021).

Figura 1 - Exemplares de cada dos grupos de algas: (a) Caulerpa sertularioides (alga verde),
(b) Dictyota dichotoma (alga parda) e (c) Acanthophora spicifera (alga vermelha)

]
i v L

/

Fonte: elaborada pela autora'.

Esses organismos tém sido amplamente estudados devido as propriedades
biotecnoldgicas, atribuidas a sua producdo natural de moléculas bioativas. Nas macroalgas,
essas substancias possuem inumeros e distintos papéis ligados ao seu desenvolvimento e
ecologia. Pesquisas indicam que alguns destes compostos, como os pigmentos, também
detém atributos profilaticos a satide humana, conferindo propriedades antioxidantes e
anti-inflamatoria (LEE et al., 2021; PATEL et al., 2022; WANG et al., 2018).

Dessa forma, as algas marinhas tornaram-se uma alternativa natural promissora
para formulacdo de farmacos, cosméticos e alimentos, especialmente devido ao seu
potencial biotecnoldgico associado a presenca de metabolitos secundarios (SARANGI et al.,
2023). Estudos sobre esses compostos destacam sua ampla aplicabilidade, evidenciando
atividade anticoagulante, antioxidante, antiviral, antitumoral, antifungica, anti-inflamatoria,
efeitos imunomoduladores e atividade antibacteriana (RAPOSO et al., 2015; YING XU et
al., 2017).

' Montagem de imagens coletadas no site: https://www.gbif.org/pt/.
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Estudos realizados com extratos aquosos e organicos de organismos marinhos
coletados na costa do estado do Ceara apresentaram atividade antibacteriana pelo método de
antibiograma (MENEZES, 2021; SILVA-FILHO, 2023). Estes estudos mostraram que
extratos aquosos e organicos de 15 esponjas e de 5 espécies de moluscos possuem moléculas
ativas com atividade antibacteriana para cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus e S.
epidermidis) e Gram-negativa (Escherichia coli) e extratos organicos de 10 algas marinhas
contendo moléculas ativas antibacterianas para as cepas Gram-positivas, incluindo duas

espécies de algas pardas do género Dictyota.
1.2 Género Dictyota

Dictyota é um dos géneros do filo de algas marrons (Phacophyta), onde a ordem
Dictyotales conta com aproximadamente 19 géneros e 214 espécies (BITTNER et al., 2008).
As algas deste género possuem uma estrutura parenquimatosa e caracterizada pela presenca
de eixos planos em formato de fita. Essa estrutura é originada de meristemas apicais
divididos entre a camada cortical externa e a camada medular interna, enquanto os talos sdo
ramificados de acordo com a ramificacdo primaria dicotomica (Figura 2) com ramos iguais

(ramificacdo isotdmica), ramos desiguais (ramificagdo anisotdmica) ou outras variacdes

corticais (GAILLARD et al., 1986; GAILLARD et al., 1990; HWANG et al., 2005).

Figura 2 - Ramificagdes primdrias dicotomicas: (a) ramificagdo isotomica e (b)
ramificagdo anisotomica

A

B

Fonte: elaborada pela autora®.

J4

Este género ¢ encontrado em locais de clima tropical a temperado quente,
manifestando uma distribuicdo quase cosmopolita, com exce¢do de mares polares, onde

poucas espécies possuem adaptacdo a ambientes mais frios (BOGAERT et al., 2020). Essa

2 Montagem de imagens coletadas no site:https://www.gbif.org/pt/.
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distribuicdo contribui para uma alta diversidade de espécies e genética levando a diversidade
de produtos quimicos gerados de diferentes processos metabolicos, tal heterogeneidade
quimica ¢ promissora para a pesquisa de novas moléculas ativas (MALVE, 2016).

Estudos sobre a bioatividade dos metabolitos secundarios do género Dictyota
destacam a presenca de compostos fenolicos, esterdis, acidos graxos, polissacarideos,
diterpenos, entre outros (BOGAERT et al., 2020). Algumas das aplicagdes biotecnologicas
dessas substancias ja relatadas anteriormente sdo: producdo de alimentos para consumo
humano, efeito neuroprotetor, atividade anticoagulante e anti-hemolitica, atividade
anti-inflamatoria, atividade anticancerigena e antimicrobiana (BOGAERT et al., 2020).

Em 2022, Rushid e colaboradores mencionaram que Dictyota ¢ um dos géneros
mais promissores quanto a produg¢do de metabodlitos secundarios, principalmente de
diterpenos, da familia Dictyotaceae. Neste mesmo ano, Pavan e sua equipe avaliaram a
atividade anticancerigena de nanoparticulas de prata sintetizadas de forma verde a partir do
extrato aquoso da alga Dictyota ciliolata sobre células de adenocarcinoma pulmonar A549
(PAVAN et al., 2022). Os resultados demonstraram que as nanoparticulas apresentaram
toxicidade de 82% para essas células, com um IC50 de 5 pg.mL", além de induzirem a
fragmentacdo do DNA e inibir a migragdo celular. Além disso, foi observada atividade
antiangiogénica das nanoparticulas por meio do ensaio CAM, evidenciando a inibi¢do da
formacgao de vasos sanguineos terciarios.

Outro estudo com extrato acetilico de Dictyota menstrualis coletada no Rio de
Janeiro avaliou a atividade antiviral desta alga sozinha e em conjunto com o firmaco
antiviral Ribavirina (CIRNE-SANTOS et al., 2019). Os resultados do estudo indicaram um
forte efeito inibitério causado pela presenca de diterpenos ciclicos que impediram a
replicagcdo do virus da ZIKA, revelando o potencial deste produto natural na elaboracao de

terapias efetivas.

1.2.1 Dictyota dichotoma

Dentro desse género, a alga Dictyota dichotoma (Figura 3) é uma das espécies
mais estudadas, possuindo relatos na literatura por varias atividades. Na Croacia, em 2021,
Mekini¢ e colaboradores, por meio de analises espectrofotométricas, pelo método de
Folin-Ciocalteu e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), realizaram uma anélise
da composicdo quimica de extrato aquoso e etanodlico da D. dichotoma. Os resultados

demonstraram que a presenca de compostos fendlicos conferiu atividade antioxidante com
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uma alta capacidade redutora para ambos os extratos da alga, destacando seu potencial

promissor nas industrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas.

Fonte: Global Biodiversity Information Facility (2024).

No Egito, em 2023, El-Sheekh e colaboradores, extrairam, caracterizaram e
purificaram fucoidano da D. dichotoma para avaliar seu potencial antioxidante e
antitumoral. De acordo com a pesquisa, o fucoidano da alga exibiu atividade antioxidante
que foi intensificada na concentragdo de 0,1 mg.ml" a 0,5 mg.ml". Além disso, o composto
ainda foi capaz de reduzir a viabilidade de células cancerigenas nas concentra¢des de 0,05
mg.ml! a 1 mg.ml'. Dessa forma, concluiu-se que a substincia isolada da alga apresentou
também atividade antitumoral.

De modo similar, El-Shaibany e sua equipe, em 2020, estudaram a atividade
anticancer dos extratos metanolicos, éter de petrdleo, cloroférmio, acetato de etila, n-butanol
e extrato aquoso da D. dichotoma frente a sete tipos diferentes de linhagens de cancer. Os
resultados indicaram que os extratos tiveram relevante atividade citotoxica nas linhagens,
onde o extrato de cloroférmio apresentou maior citotoxicidade para as células de MCF-7,
PC3 e CACO.

No Paquistdo, em 2023, Imran e seus colaboradores, conduziram uma pesquisa
para averiguar o potencial antimicrobiano dos extratos de acetato de etila e n-butanol da D.
dichotoma contra bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus),
Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e ao fungo Candida albicans.

Os resultados mostraram que a alga exibiu atividade antimicrobiana contra todos os
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organismos testados, onde Candida albicans foi o microrganismo mais sensivel e o extrato
de acetato de etila obteve melhores resultados.

Apesar dos numerosos estudos demonstrando a ampla aplicabilidade biotecnologica
da alga Dictyota dichotoma em diferentes regides do globo terrestre, observa-se uma lacuna
significativa na investiga¢do de suas atividades antibacterianas em espécimes provenientes
do litoral brasileiro. Alguns estudos anteriores realizados com esta alga coletada no litoral
do Ceard ja evidenciaram a atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus
(MENEZES, 2021; SILVA-FILHO, 2023). Esses resultados sugerem que pesquisas mais
aprofundadas acerca da atividade antibacteriana da D. dichotoma no Brasil podem revelar
novas propriedades antimicrobianas e contribuir para o desenvolvimento de produtos

farmacéuticos e biotecnologicos inovadores.

1.3 Citotoxicidade

< .

A citotoxicidade refere-se a capacidade de uma substancia de causar danos as
c€lulas, sendo essencial na pesquisa biomédica para avaliar a toxicidade de compostos
quimicos e desenvolver novos farmacos. Ensaios de citotoxicidade utilizam diferentes
metodologias, como analise da atividade metabdlica, integridade da membrana celular e
producdo de ATP, permitindo uma avaliacdo abrangente dos efeitos celulares. A escolha do
método adequado depende do tipo celular e da sensibilidade do ensaio, garantindo dados
confidveis para a triagem de novos agentes terapéuticos (KHALEF et al., 2024).

O ambiente marinho tem se mostrado uma fonte promissora de compostos bioativos
com propriedades citotoxicas, especialmente aqueles isolados de organismos como corais
moles da familia Alcyoniidae. Essas espécies produzem uma ampla gama de metabolitos
secundarios, como esteroides, sesquiterpenos e diterpenoides, que desempenham fungdes de
defesa ecoldgica e, muitas vezes, apresentam atividade anticancerigena. Estudos indicam
que compostos como sinulerectadione, sinulerectol C e cladieunicellin I demonstraram
citotoxicidade significativa contra células tumorais em ensaios in vitro, tornando-se
potenciais candidatos para desenvolvimento de novas terapias contra o cancer (CERRI et al.,

2022).

1.4 Bactérias

As bactérias sdo organismos unicelulares, geralmente medindo entre 2 a 5 pm,

que podem viver de forma isolada ou em colonias. Caracterizam-se como procariontes
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devido a auséncia de compartimentalizacdo nuclear, com o material genético disperso no
citoplasma. Destacam-se pela capacidade de adaptagdo a diferentes ambientes, sendo, por
isso, identificadas como extremofilas. Além disso, possuem uma importante fun¢ao
decompositora e apresentam elevada taxa de mutagenicidade. A maioria das bactérias
apresentam externamente uma parede celular composta predominantemente por
peptidoglicano, cuja principal fungdo ¢ proteger e manter a forma celular. Algumas espécies
também possuem uma céapsula polissacaridica, que reforga a protecao contra fatores externos
(TEIXEIRA, 2020).

A coloragdo de Gram, desenvolvida por Hans Christian Gram em 1884, ¢ um
método amplamente utilizado para caracterizar e classificar bactérias, diferenciando-as em
Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 4). As Gram-positivas apresentam uma parede
celular mais fina e complexa, composta por lipidios, proteinas e carboidratos, fixando o
corante fucsina, o que as torna roxas. Enquanto as Gram-negativas possuem uma parede
celular com camada espessa de peptideoglicano, fixando o corante cristal violeta e

adquirindo coloragdo rosas (TEIXEIRA, 2020).

Figura 4 — Microscopia optica de microrganismos através da colora¢do de Gram
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Fonte: Teixeira (2020).

No contexto ecoldgico e clinico, as bactérias podem ser classificadas em
comensais, que convivem no hospedeiro sem causar prejuizos, como as que compdem a
microbiota normal, ou em patogénicas, capazes de ocasionar doencas. Em situacgdes
especificas, bactérias comensais podem originar infecgcdes oportunistas, geralmente
associadas a desequilibrios no organismo hospedeiro (TEIXEIRA, 2020). Atualmente, esses
microrganismos apresentam resisténcia a diversos antibidticos. A problematica deve-se, em

grande parte, a utilizagdo inadequada de antibidticos em hospitais e na agricultura, que
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atenua, de modo significativo, a eficiéncia destes medicamentos no combate aos patdogenos
(CARVALHO et al., 2021).

Em vista disso, alguns estudos com extratos de organismos marinhos tém
demonstrado o potencial das moléculas desses organismos como possiveis novos agentes
antibacterianos (DEVI et al., 2011; KRISHNA et al., 2022; NALINI et al., 2018). Assim, o
interesse cientifico tem-se voltado para compostos naturais com propriedades
antibacterianas, reconhecendo seu potencial para reduzir o wuso de antibidticos
convencionais, diversificar os tratamentos de infecgdes bacterianas, € prevenir o surgimento
de novas cepas resistentes (PEREZ; FALQUE; DOMINGUEZ, 2016; TAVARES et al.,
2020).

1.4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva e comensal que coloniza
30% de individuos saudaveis em diferentes partes do corpo. Sua parede celular € composta
por uma camada espessa de peptidoglicano, membrana citoplasmatica, lipidios e por acidos
teicoicos, auxiliares do transporte de substincias. Ademais, ¢ um microrganismo anaerobio
facultativo, com crescimento ideal entre 18-40 °C (RASHEED; HUSSEIN, 2021).
Diferentemente de outros patdgenos bacterianos que dependem de poucas toxinas para
causar doencas, essa bactéria produz uma ampla variedade de fatores de viruléncia,
incluindo toxinas, mecanismos de evasdo imune e diversos fatores proteicos € ndo proteicos
que facilitam a colonizag@o do hospedeiro durante a infeccdo (CHEUNG et al., 2021).

A presenca de uma capsula formada por polissacarideos que propicia a formagao
de biofilmes resistentes a antibioticos, aumentando a viruléncia deste microrganismo. Por
essa razao, a S. aureus possui um papel relevante no desenvolvimento de infecgdes em
hospitais e na comunidade, variando de infecgdes leves a potencialmente fatais. Essa
bactéria apresenta resisténcia a varios antibioticos, o que acarreta o surgimento de cepas
resistentes, como as resistentes a meticilina (MRSA), a penicilina (PRSA) e a vancomicina
(VRSA), tornando o controle e o tratamento das infec¢des causadas por essa bactéria
desafiadores (MCGUINNESS et al., 2017, NANDHINI et al, 2022; RASHEED;
HUSSEIN, 2021).

A resisténcia aos antibidticos e a baixa adesdo as praticas de higiene das maos
sdo fatores criticos para o aumento das infec¢des por S. aureus em UTIs brasileiras. A

prevaléncia de MRSA varia entre 40% e 80%, enquanto a conformidade com as diretrizes de
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higiene das maos ¢ de apenas 59,6%. Além disso, as IRAS podem afetar até 54% dos
pacientes em UTIs, com mortalidade de até 60%. Esses dados destacam a necessidade de
controle rigoroso de infecgdes, incluindo uso racional de antibidticos e capacitagdao

profissional (SOUSA et al., 2016; LAMBE et al., 2019; SILVA et al., 2021).
1.4.2 Staphylococcus epidermidis

Outro microrganismo bastante estudado € Staphylococcus epidermidis, uma
bactéria comensal, presente na microbiota da pele humana, onde atua na manutengao da
homeostase e na prevencdo de infecgdes causadas por patdgenos oportunistas, e
coagulase-negativa, originada em ambientes hospitalares. Por conta de sua diversidade
genética, entretanto, essa bactéria pode se tornar patogénica em diferentes niveis, causando
doencas comuns da pele, como dermatite atdpica e rosacea, ¢ infecgdes. Além disso, a
formacao de biofilmes S. epidermidis resistentes a antibidticos e infec¢des oportunistas
dificulta o controle e tratamento dessas enfermidades. Consequentemente, ocorre o
surgimento de cepas resistentes, como a do tipo de sequéncia 2 (ST2), que sao
frequentemente relacionadas a infec¢des adquiridas em ambientes hospitalares (FRANCA et
al.,2021; SEVERN; HORSWILL, 2023).

Uma pesquisa, realizada entre o periodo de 2020 e 2022, analisou prontudrios de
neonatos datados de dois estados brasileiros para averiguar a ocorréncia de uma sindrome
clinica neonatal ocasionada por patégenos microbianos transmitidos durante a gestacdo ou
parto (SANTOS et al., 2022). Os resultados deste estudo revelaram que 56,3% dos casos

analisados foram causados por S. epidermidis com resisténcia a antibidticos.
1.4.3 Escherichia coli

No grupo das bactérias Gram-negativas, uma espécie bastante conhecida ¢ a
Escherichia coli, da familia Enterobacteriaceae, que ¢ comumente encontrada no trato
digestorio de animais de endotérmicos, tem formato de bastonete, ndo esporulada, com um
arranjo flagelar peritricoso que confere mobilidade a maioria das cepas. Sua parede celular ¢
fina, com apenas uma ou duas camadas de peptidoglicano, e algumas cepas possuem
capsulas de polissacarideo, visiveis por coloracdo negativa. A bactéria ¢ anaerdbica
facultativa, de crescimento ideal na faixa de 37°C, sendo capaz de se reproduzir
rapidamente, com um tempo de duplicagdo de cerca de 20 minutos em condig¢des favoraveis

(BASAVARAJU; GUNASHREE, 2022).
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Apesar de sua presenca natural no organismo, algumas linhagens podem se
tornar patogénicas, recebendo a denominagdo de E. coli enterovirulentas, responsaveis por
diferentes doencas humanas. Elas sdo classificadas em dois grupos principais: patogénica
intestinal (IPEC) e patogénica extraintestinal (ExPEC). As IPEC afetam o sistema
gastrointestinal, enquanto as EXPEC estdo associadas a infecgdes fora do trato
gastrointestinal, como as infec¢des do trato urinario e septicemias. E a contaminagdo ocorre
principalmente por alimentos mal processados, destacando a importancia de praticas
rigorosas de seguranca alimentar (HOFLING; GONCALVES, 2008; SORA et al., 2021).

No Brasil, um estudo elaborou um panorama epidemioldgico dos surtos de
doengas transmitidas por alimentos, no periodo de 2000 a 2021, analisando e identificando o
numero de casos dessas doengas, os agentes causadores e os alimentos contaminados, entre
outros (MARQUES; TRINDADE, 2022). Os resultados apontaram a E. coli como um dos
principais agentes etiologicos presentes, em especial, na regido Sudeste do pais, juntamente

com as bactérias S. aureus e Salmonella spp.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo desta pesquisa ¢ prospectar moléculas ativas de D. dichotoma com
atividade antibacteriana contra cepas Gram-negativas e Gram-positivas a partir de extrag¢ao

organica, bem como averiguar a citotoxicidade do extrato.

2.2 Objetivo Especificos

e Selecionar o melhor solvente organico para extracdo de moléculas ativas com
atividade antibacteriana;

e Avaliar a atividade antibacteriana do extrato contra sete cepas bacterianas;

e Avaliar a resisténcia térmica dos componentes do extrato;

e Avaliar a citotoxicidade do extrato em distintas concentracdes contra a Artemia

salina.
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3 METODOLOGIA
3.1 Coleta das amostras

A alga marinha Dictyota dichotoma (Hudson) J.V.Lamouroux, 1809 foi coletada
durante o periodo de maré baixa nas praias do Pacheco e Paracuru, localizadas no litoral
cearense. Todas as coletas foram autorizadas e certificadas pela instituicio ambiental
responsavel SISBIO (Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade, ID:
33913-11). A alga foi transportada para o Laboratorio de Biotecnologia Marinha (BioMar),
localizado no Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara,

onde foi armazenada em freezer vertical a -20°C até a utilizacao.
3.2 Preparacio do extrato organico da alga

Para a extracdo organica da alga, os talos congelados foram macerados com
nitrogénio liquido e o macerado foi extraido com diferentes tipos de solventes (hexano,
acetato de etila, isopropanol, cloroféormio, acetona, acetonitrila e metanol) até o
sobrenadante ficar incolor a partir de 1 grama de talo de alga. Em seguida, a amostra foi
filtrada com papel filtro, centrifugada a 9000 x g por 20 min a 4°C e secada em
rotaevaporador com bomba a vacuo (Tecnal TE-058, SP BR). O material seco foi
solubilizado em acetonitrila a 75% e avaliado em relagdo a atividade antibacteriana por teste
de disco de fusao.

Posteriormente, o solvente organico acetonitrila 100%, na propor¢ao de 1 g de
alga para 10 ml de solvente, foi utilizado para a extragdo das moléculas para experimentos
futuros. O uso dos tecidos de organismos marinhos para exploracao cientifica foi autorizado
e certificado pela instituicdo ambiental responsavel (Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, ID: A9DI15SEA).
3.3 Cepas bacterianas utilizadas e preparacio dos indculos

As cepas iniciais para iniciais para o teste antibacteriano foram Escherichia coli
ATCC 11303, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 pertencem a cole¢do de culturas microbiana do Laboratério de Microbiologia
aplicada do Laboratério Integrado de Biomoléculas (LIBS). Para avaliacdo do potencial
antibacteriano foram utilizadas Staphylococcus aureus ATCC 700698 resistente a meticilina,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus JKD 6008, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 resistente a meticilina,
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Escherichia coli ATCC 11303 e Escherichia coli ATCC 25922 também pertencentes a
colecdo de culturas microbianas do Laboratério de Microbiologia aplicada do Laboratorio
Integrado de Biomoléculas (LIBS).

Os in6culos foram preparados de acordo com as colonias bacterianas
desenvolvidas em placas de agar referente a cada cepa. O meio TSB (Sigma Aldrich, MO,
USA) foi utilizado como meio nutriente para todas as cepas bacterianas. As bactérias,
previamente ativadas, foram centrifugadas a 6000 x g por 5 min a 4°C e o sobrenadante foi
descartado. O pellet celular foi agitado no vortex apos a adigao de 5 ml de meio TSB. Em
seguida, a turbidez bacteriana foi ajustada através de diluigdo seriada até atingir 2 x 10°
UFC.mL™" por meio de leituras de ODg,, em espectrofotdmetro de acordo com as curvas de

calibragdo previamente determinadas para cada cepa bacteriana.

3.4 Atividade antibacteriana pelo teste de disco-difusao

O experimento obedeceu a Padronizagdo dos Testes de Sensibilidade a
Antimicrobianos por disco-difusdo recomendada na 8 edi¢do do NCCLS, com algumas
alteragdoes (NCCLS, 2003).

Com o auxilio da alga de Drigalski, os indculos das bactérias foram inseridos em
placas com meio agar, apos serem regulados usando a curva de calibracdo de cada cepa.
Cada disco estéril recebeu 10 pL das amostras do extrato previamente incubadas sob
radiagdo ultravioleta (UV) por 15 min e 10 pL. das amostras do extrato aquecidas a 100 °C
por 15 min para avaliar a resisténcia térmica das moléculas antibacterianas inerentes do
extrato da alga.

O solvente organico (acetonitrila 50%), usado na etapa de ressuspensdo do
extrato evaporado da alga, foi utilizado como controle negativo, sendo aplicados 10 pL
deste em um disco estéril. Como controle positivo, foram utilizados os antibioticos
ampicilina, canamicina e tetraciclina. E as placas com os discos estéreis foram incubadas em
estufa a 37 °C por 16h. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos
como média dos halos em milimetros.

A formacao de halos de inibicao foi avaliada apds a retirada das placas da estufa.
Uma régua foi utilizada para efetuar a medi¢ao dos didmetros dos halos formados na placa.
As cepas bacterianas que apresentaram os halos de inibicdo foram categorizadas como cepas

sensiveis, enquanto as demais foram classificadas como resistentes. O desenvolvimento do
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halo de inibi¢ao indicou que a amostra estudada apresenta atividade antibacteriana contra a

cepa testada em questao.
3.5 Avaliacao da citotoxicidade com teste de letalidade em Artemia salina

O ensaio de letalidade em Artemia salina foi realizado de acordo com Carneiro
et al (2012) com modificagdes. Utilizando um tubo cilindrocénico de polietileno ¢ uma
solucdo salina com salinidade similar a 4gua do mar, os cistos de artémia foram eclodidos
sob iluminagao e aeracao continua, respeitando a proporg¢ao de 0,1 g de cisto de art€émia para
1,5 litros de solugdo salina (1,350 L de dgua destilada com 0,150 L da solugdo estoque). O
preparo da solucdo estoque foi realizado obedecendo a propor¢do de 100 ml de agua
destilada para 1,75 g de sal marinho. Uma vez que os nauplios de artémia realizam
fototropismo, a iluminacdo e aeragdo foram cessadas apds 36h para a coleta dos cistos,
enquanto os nduplios que se acumularam no fundo do recipiente sob iluminagdo foram
coletados.

O experimento foi executado usando placas LinbroW de 24 pocos (Hampton
Research 34 Journey Aliso Viejo, CA EUA), onde cada pogo recebeu 10 nauplios de
artémia, atingindo um volume final de 1 ml. O extrato da alga foi acrescentado nos pogos
em concentragdes que variam de 20 mg.ml' a 0,625 mg.ml"'. O ensaio foi realizado em
triplicata. A 4gua do mar superficial foi usada como controle negativo com volume final de
1 ml de 4gua do mar para 10 nauplios de art€émia. O nimero de nauplios por poco foi

quantificado apds o periodo de 24 e 48 horas e o percentual da mortalidade foi calculado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Ensaio de antibiograma por disco-difusdo das diferentes extracoes

Os extratos organicos da alga marinha Dictyota dichotoma apresentaram
atividade antibacteriana contra duas cepas Gram-positivas e uma Gram-negativa conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Ensaio de antibiograma por disco-difusdao dos extratos organicos de Dictyota
dichotoma (tamanho médio dos halos de inibicdo, em milimetros).

L . Solvente Rendimento Cepas bacterianas
Espécie AL o
organico (%) EC! SAZ SE?
Hexano 5,0 7 8 7
Acete}to de 12.1 ] 9 ]
etila
Isopropanol 3,6 7 7 7
D. dichotoma ¢ o s rmio 8.3 9 SA* SA*
Acetona 1,2 SA* 8 7
Acetonitrila 12,5 8 9
Metanol 11,5 7 8 6
Con'tr.ole Ampicilina - 6 18 NA*
positivo
Controle Acetonitrila 4 4 4
negativo 75% i SA SA SA

Fonte: elaborada pela autora. 'Escherichia coli ATCC 11303; 2Staphylococcus aureus ATCC 25923;
3Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; *Sem atividade. No disco foi usado 5 pL de ampicilina (50 pg) e
10 uL das amostras e do controle negativo. Extratos a partir de 1 grama de talo da alga.

As extragdes organicas da alga demonstraram atividade contra pelo menos uma
cepa bacteriana testada. Todos os extratos foram mais eficientes contra cepas
Gram-positivas, exceto o de cloroférmio. O antibidtico usado foi eficaz apenas contra duas
das cepas testadas, enquanto o controle negativo ndo inibiu o crescimento bacteriano,
indicando que as atividades antibacterianas observadas estdo associadas a presenga de
moléculas ativas nos diferentes extratos da alga.

A escolha dos solventes organicos foi feita com base na literatura sobre
extracdes organicas de algas marinhas, com referéncia aos estudos de Bansemir et al
(2006), Bansemir et al. (2004), Dubber and Harder (2008), Ganeshamurthy et al. (2012),
Genovese et al. (2012), Rebecca et al. (2012), Singh et al. (2012), Cavallo et al. (2013),



29

Maheswaran et al. (2013), Vairappan;Suzuki (2000), Radhika et al. (2014) e Kim et al.
(2011). Assim, pode-se levantar a hipotese de que cada extrato organico da D. dichotoma
pode possuir uma composi¢ao distinta de moléculas ativas, uma vez que cada solvente ¢é
capaz de extrair compostos distintos devido a diferengas de polaridade.

Os extratos de hexano, acetato de etila, isopropanol, acetonitrila e metanol
demonstram conter moléculas bioativas com atividade antibacteriana, sendo capazes de
inibir o crescimento de todas as cepas testadas. Enquanto isso, o extrato de acetona
apresentou atividade apenas contra as bactérias Gram-positivas, o extrato de cloroférmio
mostrou agdo apenas contra Escherichia coli. Além disso, cerca de 85,7% das extracdes
realizadas tiveram atividade antibacteriana contra S. aureus, com halos de inibi¢ao variando
de 7 a 9 mm de diametro, caracterizando-a esta como o microrganismo mais sensivel do
experimento. A formagdo dos halos de inibi¢do das amostras pode ser observada na Figura

5.

Figura 5 — Resultado do ensaio antibiograma por disco-difusdo dos extratos organicos de
Dictyota dichotoma contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis

A

Fonte: elaborada pela autora. Legenda: A a B: Escherichia coli ATCC 11303; C a D: Staphylococcus aureus
ATCC 25923; E a F: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Circulos verdes apontando halo de inibi¢do da
Ampicilina (50 pg). Circulos vermelhos indicam o controle negativo. Circulos azuis apontando os halos de
inibicdo: A a D: 27 - Ext. Hexano; 28 - Ext. Metanol; 29 - Ext. Cloroférmio; 30 - Ext. Acetato de etila; 31 -

Ext. Isopropanol; 32 - Ext. Acetona; 33 - Ext. Acetonitrila; E a F: 7 - Ext. Metanol; 8 - Ext. Acetato de etila; 9



30

- Ext. Isopropanol; 10 - Ext. Acetona; 11 - Ext. Acetonitrila; 19 - Ext. Cloroférmio; 20 - Ext. Hexano; 21 -
controle negativo; 22 - Ampicilina.

Duas das sete extragdes demonstraram os resultados mais promissores: acetato
de etila e a acetonitrila. Ambas apresentaram atividade antibacteriana contra as cepas
utilizadas no ensaio, com halos de inibi¢do variando entre 8 mm a 9 mm. Ademais, essas
amostras apresentaram os maiores rendimentos (12,1% e 12,5%, respectivamente) em
relagcdo as quantidades de alga utilizada e aos compostos bioativos extraidos. Considerando
os relatos na literatura de isolamentos de biomoléculas em cromatografia liquida de alta
performance de fase reversa e resultados vistos no antibiograma, o solvente organico
escolhido para a extragdo da alga marinha Dictyota dichotoma foi acetonitrila, devido a sua
miscibilidade com agua e capacidade de dissolver uma ampla gama de compostos polares e

apolares (MACEDO et al., 2021; THOMAS et al., 2024; WANG et al., 2017).
4.2 Ensaio de antibiograma por disco-difusdo da extra¢ido com acetonitrila

Os resultados da extragdo com acetonitrila da alga marinha Dictyota dichotoma
apresentaram atividade antibacteriana contra pelo menos uma das cepas testadas, conforme

mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados do ensaio de antibiograma por disco-difusdo do extrato de
acetonitrila da Dictyota dichotoma (tamanho médio dos halos de inibicdo, em milimetros).
. Cepas bacterianas
- Concentracao
Espécie SA’
da amostra
EC'11 | EC*25 | SA®25 |SA4 70| JKD |[SE®12 |SE’35
Extrato 7,6 - 8,2 - - 7,2 -
20 mg.ml’! SA® SA? 8,3 8 7,6 8,2 8,5
Dictyota 20 mg.ml"
Jicty (100°C/15 min) ~ SA® ; 82 76 715 76 80
dichotoma
50 mg.ml’! SAS - 8,5 8,0 8,0 8,0 9,0
50 mg.ml’!
(100°C/15 min) 9,0 - 8,5 8,0 8,0 8,0 8,5
Ampicilina 7,5 SAS 18,0 SA® 20,3 SAS SAS
Comtrole ™ amicina 280 200 470 143 293 200 350
positivo
Tetraciclina 19,3 SAS 23,0 SA® 22,0 12,6 SAS®
Controle Acetonitrila
negativo 50% SA® SA® SA® SA® SA® SA® SA®

Fonte: elaborada pela autora. 'Escherichia coli ATCC 11303; 2Escherichia coli ATCC 25922; *Staphylococcus
aureus ATCC 25923; “Staphylococcus aureus ATCC 700698; >Staphylococcus aureus JKD 6008;
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8Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; "Staphylococcus epidermidis ATCC 35984; 3Sem atividade. No
disco foi usado 5 pL dos controles positivos (50 pg) e 10 pL das amostras e do controle negativo.

Os resultados da extracdo com acetonitrila revelaram atividade antibacteriana
apenas contra cepas Gram-positivas, com halos variando de 7,2 mm a 9,0 mm, sugerindo a
presenga de compostos bioativos com atividade promissora (Figura 6). Todas as amostras
testadas foram eficazes contra pelo menos uma cepa bacteriana Gram-positiva. Além disso,
os antibidticos tiveram efeito bactericida contra pelo menos um microrganismo e o controle

negativo nao inibiu o crescimento bacteriano.

Figura 6 — Resultado do ensaio antibiograma por disco-difusdo da extragdo acetonitrila da
Dictyota dichotoma com concentragdes distintas contra as diferentes cepas de Escherichia

coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

Fonte: elaborada pela autora. Legenda: A: Staphylococcus aureus JKD 6008; B: Staphylococcus aureus ATCC
25923; C: Staphylococcus aureus ATCC 700698; D: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; E:
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984; F: Escherichia coli ATCC 25923; G: Escherichia coli ATCC 11303.
Circulos verdes apontando halo de inibicdo da Ampicilina (50 pg), Canamicina (50 pg) e Tetraciclina (50 pg).
Circulos vermelhos indicam o controle negativo. Circulos azuis apontando os halos de inibi¢ao: A, B, C, D, E
e G: 1 - D. dichotoma 50 mg.ml™"; 2 - D. dichotoma 50 mg.ml'(100°C); 3 - D. dichotoma 20 mg.ml"; 4 - D.
dichotoma 20 mg.ml"}(100°C); 5 - controle negativo; 6 - Ampicilina; 7 - Tetraciclina; 8 - Canamicina; F: 1 - D.
dichotoma 20 mg.ml’; D. dichotoma (evap.) 200 mg.ml’; 5 - Tetraciclina; 7 - controle negativo; 8 -
Canamicina.

Apesar do extrato de acetonitrila apresentar inicialmente atividade contra uma
cepa de E. coli, os ensaios posteriores com a extracdo em grandes volumes mostraram um

resultado intermitente, sendo considerado resultado negativo para o atual método de
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extracdo. Ademais, observou-se uma perda de eficdcia da atividade antibacteriana contra as
bactérias Gram-positivas, apds a amostra ter sido armazenada em temperatura ambiente, que
pode ter afetado a composicao das moléculas ativas da alga. Esse mesmo fator pode ter
contribuido para a perda de atividade contra bactérias Gram-negativas.

No Brasil, em 2021, Menezes, a partir da extracdo com acetonitrila 50%,
analisou a atividade antibacteriana da D. dichotoma contra as cepas de S. aureus, S.
epidermidis e Escherichia coli pelo método de antibiograma. Os resultados mostraram que,
na concentra¢do de 9 mg.ml', o extrato da alga apresentou atividade apenas contra a S.
aureus, com halo de inibicdo de 8 mm. Em comparagdo com esta pesquisa, este trabalho
revelou que, quando a extracdo de moléculas com acetonitrila desta alga ¢ realizada em
concentragdes superiores (100%) e as amostras sdo preparadas em concentragdes maiores
(20 mg.ml' e 50 mg.ml' ), é possivel observar uma atividade antibacteriana do extrato
eficaz contra diferentes tipos de cepas S. aureus e S. epidermidis, incluindo uma estirpe
resistente a antibidtico. O tamanho dos halos de inibicdo analisados contra as cepas de S.
aureus variaram entre 7,6 mm a 8,5 mm, enquanto os halos de inibi¢do contra as cepas de S.
epidermidis estavam entre 7,2 mm a 9 mm.

Em 2023, Imran e colaboradores analisaram a atividade antimicrobiana dos
extratos de acetato de etila e n-butanol da D. dichotoma e evidenciaram que, nas
concentragdes de 12,5 mg.ml' a 100 mg.ml', estes dois extratos apresentaram zonas de
inibicdo contra duas cepas Gram-negativas (E. coli e Pseudomonas aeruginosa) e duas
cepas Gram-positivas (S. aureus ¢ Bacillus subtilis). Ambos os extratos formaram zonas de
inibicdo contra as cepas E. coli e S. aureus em concentragdes similares deste trabalho,
embora ndo tenha sido registrado atividade contra cepas Gram-negativas neste estudo.

Em 2023, Sarangi e colaboradores observaram atividade antibacteriana dos
extratos de éter de petroleo (0,170 mg.ml™), cloroférmio (0,980 mg.ml"), acetato de etila
(0,162 mg.ml™") da D. dichotoma contra cepas Gram-positivas (S. aureus e Bacillus subtilis),
com zonas de inibi¢do menores que 7 mm para S. aureus. Ja neste trabalho notou-se que, em
maiores concentragdes (20 mg.ml"' e 50 mg.ml™'), o extrato de acetonitrila da D. dichotoma
apresentou halos de inibicdo com tamanho médio entre 7,5 mm e 8,5 mm para diferentes
cepas de S. aureus.

Na Turquia, em 2009, Demirel e sua equipe, averiguaram que os extratos de
metanol, diclorometano e hexano da D. dichotoma, nas concentragdes de 1 mg por disco e
1,5 mg por disco, possuem atividade antibacteriana contra E. coli e S. aureus, com halos de

de inibicdo de 6,5 mm e 7,5 mm. Além disso, apresentaram atividade contra B. subtilis,



33

Enterococcus aerogenes, Proteus vulgari e Salmonella typhimurium, com halos de inibigao
de variando entre 6,5 mm a 9 mm. Em comparagdo com esta pesquisa, os resultados deste
trabalho também colocaram em evidéncia a atividade antibacteriana contra a cepas
resistentes a antibidticos, com zona de inibi¢do entre 7,6 mm e 8 mm contra S. aureus.

Em 2020, Susanto e colaboradores, realizaram quatro extragdes de D. dichotoma
com diferentes solventes e verificaram que o extrato metanolico desta alga teve atividade
antibacteriana contra S. epidermidis, com tamanho médio de halos de inibi¢ao entre 20,67 +
1,35 mm. Assim como nesta pesquisa, os resultados deste trabalho evidenciaram uma
atividade contra S. epidermidis, onde a amostra a 50 mg.ml™" apresentou o maior halo de
inibi¢do de 9 mm.

Nos testes de estabilidade térmica, as diferentes concentragdes (20 mg.ml”' e 50
mg.ml™") mantiveram atividade antibacteriana mesmo apds aquecimento. Esses resultados
sugerem que as amostras possuem estabilidade térmica significativa, sendo promissoras para
condi¢des de altas temperaturas. Os resultados do antibiograma dessas solucdes foram
similares, podendo ser devido a saturacdo da solugdo e a formagao de fases vistas durante o

preparo da amostra mais concentrada.
4.3 Teste de letalidade em Artemia salina
O teste de letalidade em Artemia salina com o extrato de acetonitrila da Dictyota

dichotoma indicou citotoxicidade a partir de 10 mg.mL™" (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados dos testes de Letalidade em Artemia salina com os extratos de
acetonitrila da Dictyota dichotoma em porcentagem.

Espécie Concentraciio do Periodo de 24 horas Periodo de 48 horas
extrato (mg.ml") | Vivos (%)* |Mortos (%)* | Vives (%) | Mortos (%)

20,00 0 100 0 100
10,00 21,1 78,9 0 100

Dictyota 5,00 96,7 3,3 92,2 7.8

dichotoma 2,50 100 0 100 0
1,250 100 0 100 0
0,625 100 0 91,7 8,3

Fonte: elaborada pela autora. *Porcentagem de artémias vivas ou mortas em um determinado periodo de tempo.

Estes dados revelam que o extrato de acetonitrila da D. dichotoma nas

concentragdes entre 0,625 mg.ml"' e 5 mg.ml" ndo apresentaram efeito citotoxico no periodo
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de 24 horas e manteve sua atividade antibacteriana, que foi testada posteriormente nessas
mesmas concentragdes. Enquanto no periodo de 48 horas, as amostras de 0,625 mg.ml™" a 5
mg.ml" apresentaram baixa ou auséncia de citotoxicidade. Além disso, ja nas primeiras 24
horas, observou-se que as concentragdes de 10 mg.ml' e 20 mg.ml"' apresentaram efeito
citotoxico, levando a mortalidade total dos nduplios de artémia até o periodo de 48 horas.

Em 2002, Carballo e colaboradores realizaram uma comparacdo entre dois
ensaios, um com camardo-brine e outro utilizando nauplios de artémias cultivados em
laboratorio, para detectar sua citotoxicidade in vitro em produtos naturais marinhos. Nesta
pesquisa, ressalta-se que este ensaio in vitro ¢ uma ferramenta eficaz para averiguar testes
preliminares de toxicidade, principalmente para atuar na triagem farmacologica de extratos
de plantas. De modo similar, pode-se sugerir que os resultados do teste de letalidade com
Artemia salina do extrato de acetonitrila da D. dichotoma também funciona como teste
prévio de toxicidade para a formulacdo de futuros agentes farmacologicos.

O ensaio de letalidade com Artemia salina ja foi utilizado anteriormente para
avaliar a citotoxicidade em extratos de algas marinhas. Na India, em 2009, Manilal e sua
equipe publicaram uma pesquisa avaliando o potencial citotoxico da alga vermelha
Laurencia brandini quanto a eclodibilidade dos cistos de Artemia salina. Os resultados
evidenciaram que o extrato da alga causou inibi¢do da eclosdo de 100% dos nauplios de
artémia, indicando uma possivel atividade citotoxica. No Marrocos, em 2013, Boujaber ¢
colaboradores avaliaram a citotoxicidade dos extratos de dezesseis algas marinhas com
nauplios de artémia, onde as espécies mais citotoxicas foram testadas em células tumorais.
Os resultados mostraram um elevado potencial citotoxico da alga Cystoseira humilis, que,

posteriormente, teve seu composto responsavel por essa atividade isolada.
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5 CONCLUSAO

O melhor solvente organico para a extragdo da alga parda Dictyota dichotoma
foi a acetonitrila. O extrato obtido apresentou atividade antibacteriana contra cinco cepas
bacterianas Gram-positivas, com halos variando de 7,2 mm a 9,0 mm, sugerindo a presenca
de compostos bioativos com potencial biotecnoldgico promissor.

A atividade manteve-se sob altas temperaturas em diferentes concentracdes,
evidenciando a resisténcia térmica da amostra. Além disso, o extrato ndo apresentou efeito
citotoxico nas concentragdes de 0,625 mg.ml”' a 5 mg.ml"' contra os nauplios de artémia, e
continuou apresentando atividade antibacteriana nessas mesmas concentragdes, mostrando
ser promissor para o desenvolvimento de novos farmacos advindo de produtos naturais.

Estudos futuros serdo realizados para identificar e isolar as possiveis moléculas

ativas com atividade antibacteriana presentes nesta alga.
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