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RESUMO

A biodiversidade marinha abriga organismos adaptados a condi¢Oes extremas, capazes de
produzir compostos bioativos com estruturas quimicas dnicas. As esponjas marinhas, que
fazem parte do filo Porifera, se destacam por sintetizarem metabdlitos com propriedades
antibacterianas, antivirais, antifingicas e antitumorais, como resposta ao estresse de seu
estilo de vida séssil e filtrador. Considerando a crescente ameaca da resisténcia
antimicrobiana, que compromete a eficicia dos tratamentos convencionais, torna-se urgente
a busca por novos compostos bioativos. Nesse cendrio, 0s ecossistemas marinhos surgem
como fontes promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos. Este estudo teve como
objetivo avaliar o potencial antibacteriano do extrato aquoso da esponja marinha Aplysina
lactuca contra cepas padroes sensiveis e resistentes de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis, bem como avaliar o potencial citotoxico do extrato
frente a eritrécitos e nduplios de Artemia sp. A extracdo dos compostos foi realizada com
dgua destilada. Em seguida, o extrato foi concentrado por meio de liofiliza¢ao e entdo foi
submetido ao teste de antibiograma em diferentes concentragdes (20 a 0,625 mg.ml™),
observando-se o didmetro dos halos de inibi¢ao. O extrato também foi submetido a testes de
citotoxicidade frente ao modelo de nduplios de Artemia sp. Além disso, a atividade
hemaglutinante e hemolitica do extrato foi avaliada. O extrato da A. lactuca apresentou
efeitos bactericidas em concentragdes acima de 5mg.mL!, apresentou citotoxicidade em
concentracdes acima de 5 mg.mL™' em temperatura ambiente e baixa letalidade com o extrato
aquecido. Além disso, observou-se atividade hemaglutinante dose-dependente e taxa
hemolitica que variou de 8,7 a 22,3 %. Diante disso, esse estudo apresenta achados
promissores que podem servir de base para pesquisas futuras voltadas ao isolamento dos

compostos bioativos presentes nesses organismos.

Palavras-chave: Esponja marinha, Atividade antibacteriana, Citotoxicidade.



ABSTRACT

Marine biodiversity harbors organisms adapted to extreme conditions, capable of producing
bioactive compounds with unique chemical structures. Marine sponges, which are part of
the Porifera phylum, are known for synthesizing metabolites with antibacterial, antiviral,
antifungal, and antitumor properties in response to the stress of their sessile, filter-feeding
lifestyle. Considering the growing threat of antimicrobial resistance, which compromises the
effectiveness of conventional treatments, the search for new bioactive compounds is urgent.
In this scenario, marine ecosystems emerge as promising sources for the development of
new drugs. This study aimed to evaluate the antibacterial potential of the aqueous extract of
the marine sponge Aplysina lactuca against standard-sensitive and resistant strains of
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Staphylococcus epidermidis, as well as to
evaluate the extract's cytotoxic potential against erythrocytes and nauplii of Artemia sp. The
compounds were extracted with distilled water. The extract was then concentrated by
lyophilization and subjected to antibiogram testing at different concentrations (20 to 0.625
mg.mL-1), observing the diameter of the inhibition zones. The extract was also subjected to
cytotoxicity tests against the Artemia sp. nauplii model. Furthermore, the extract's
hemagglutinating and hemolytic activity were evaluated. The A. lactuca extract showed
bactericidal effects at concentrations above 5 mg.mL-1, cytotoxicity at concentrations above
5 mg.mL-1 at room temperature, and low lethality with the heated extract. Furthermore,
dose-dependent hemagglutinating activity and a hemolytic rate ranging from 8.7 to 22.3%
were observed. Therefore, this study presents promising findings that can serve as a basis

for future research aimed at isolating the bioactive compounds present in these organisms.

Keywords: Marine sponge, Antibacterial activity, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1. Potencial biotecnolégico dos compostos de organismos marinhos

Ao longo da evolucdo, os organismos marinhos desenvolveram vias metabdlicas
especificas como forma de adaptacdo as condi¢des extremas desses ambientes caracterizados
por elevada pressdo, pouca ou nenhuma luz solar, flutuacdes de temperatura e elevados niveis
de salinidade. Tais adversidades ambientais, levaram essas formas de vida a criar estratégias
bioquimicas para garantir sua sobrevivéncia, como a produ¢do de compostos com estruturas e
funcdes que geralmente ndo sdo encontradas em organismos de ambientes terrestres (Giordano,
2020)

Diversos organismos marinhos, como algas, invertebrados, esponjas, corais e peixes,
destacam-se pela capacidade de sintetizar metabdlitos secunddrios com importantes aplicacoes.
Essas substancias podem ser obtidas a partir de diferentes estruturas anatomicas dos
organismos, como a pele, tecidos internos, glandulas, 6rgdos e secrecdes naturais (Balasa;
Chircov; Grumezescu, 2020). Além disso, estudos envolvendo metagenomica comprovaram
que seres procariontes extremdfilos, comuns em regides ocednicas, sdo fontes de enzimas e
metabdlitos funcionais, resultado da expressao de genes especificos adaptados as condig¢des
extremas desses ecossistemas. (Dalmaso; Ferreira; Vermelho, 2015).

As propriedades unicas desses compostos tém atraido o interesse para aplicacdes
terap€uticas. Entre as diversas substancias bioativas sintetizadas por microrganismos marinhos,
algumas se destacam por suas propriedades antimicrobianas, proporcionando perspectivas
futuras de pesquisas voltadas para o combate de infec¢des bacterianas (Xu et al., 2022). Tais
compostos apresentam ndo somente mecanismos de acdo inovadores, como também estruturas
quimicas diferenciadas das encontradas em antibidticos convencionais. Essa singularidade
estrutural contribui para uma menor chance de resisténcia cruzada entre 0os microrganismos
patogénicos (Yin et al., 2019).

A imensa diversidade bioldgica dos ecossistemas marinhos ainda é subexplorada,
embora represente uma oportunidade para a descoberta de novos compostos com potencial
biotecnolégico (Cheung et al., 2015). Com isso, os avangos em tecnologias de bioprospeccao e
exploracdo de novos habitats tém viabilizado o descobrimento de regides que antes eram
inacessiveis, como fontes hidrotermais profundas e areas polares, ampliando significativamente
as possibilidades de descoberta e identificacdo de novas moléculas bioativas para aplicagdes

terapéuticas e biotecnoldgicas (Mohaned; Abdelhamid; Ali, 2021).



13

1.1.1 Esponjas Marinhas

As esponjas, classificadas no filo Porifera, nome derivado do latim “porus” (poro) e
“ferre” (portar ou carregar), sdo organismos aqudticos sésseis e, diferentemente de muitos
outros animais, elas ndo possuem 6rgaos, tecidos especializados, sistema nervoso ou células
sensoriais. Seus corpos (Figura 1) sdo pouco mais que células embebidas em uma matriz
gelatinosa sustentadas por espiculas, que sdo pequenas estruturas rigidas compostas de silica,
carbonato de cdlcio, ou coldgeno, que conferem firmeza ao corpo da esponja. Esses animais sao
amplamente distribuidos em ambientes marinhos e de dgua doce, podendo ser encontrados
desde 4reas costeiras rasas, como zonas entre marés, e até em regides oceanicas mais profundas,

como as zonas abissais (Brusca; Moore; Shuster, 2019).

Figura 1 - Representagdo diagramédtica de uma esponja simples.

Osculo

Mesoilo

Espiculas

Coandcito

Amebocito

Fonte: Adaptado de Santos (2007)

A maioria das espécies de esponjas se encontram em ambientes bentdnicos marinhos e
em menor quantidade em agua doce, sendo amplamente distribuidas pelos oceanos, ocupando
desde areas costeiras até regides de grandes profundidades. Esses organismos sdo de
significativa importancia para comunidades bentOnicas, contribuindo fortemente para a
biodiversidade local e desempenhando papéis ecoldgicos essenciais, como a formagdo e

estabilizacdo de estruturas nos leitos oceanicos e a facilitacdo do fluxo de nutrientes. Além
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disso, participam de interacOes ecoldgicas amplas e complexas com diversos grupos de
organismos do ecossistema marinho (Yang et al., 2017; Van Soest et al., 2012).

O filo Porifera, embora apresente uma estrutura corporal relativamente simples, abriga
uma impressionante diversidade morfoldgica e funcional, sendo a classe Demospongiae a mais
representativa, reunindo cerca de 95 % de todas as espécies de esponjas conhecidas. Essa classe
se caracteriza por uma grande variedade de formas, cores e tamanhos, tendo aproximadamente

11.000 espécies (Ehrlich et al., 2010; Bidicos, 2021).

Figura 2 - Esponja marinha Aplysina lactuca

i Va

Fonte: Adaptado de Annunziata (2019)

Por viverem fixas ao substrato, as esponjas marinhas desenvolveram respostas a essa
limitagdo, com mecanismos de defesa quimica, passando a sintetizar uma gama de compostos
bioativos. A defesa quimica das esponjas é, sobretudo, uma resposta adaptativa contra
predadores, mas também as auxilia com desafios diversos, tais como a competi¢do por espago
e nutrientes, interacdes complexas com organismos simbiontes, infeccdes causadas por
microrganismos patogénicos e até a exposi¢do a radiacdo ultravioleta em ambientes mais rasos.
(Esposito et al., 2022; Lu et al., 2021).

Dentre os compostos de organismos marinhos descobertos, as substincias bioativas
provenientes de esponjas compdem cerca de 19 % (Mehbub et al., 2024), entre elas incluem-se
metabdlitos secundarios com diversas propriedades farmacoldgicas, tais como alcaloides,

terpenoides, policetideos, peptideos ndo ribossomicos e glicosideos. (Papon et al., 2022).
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Devido a capacidade de produzir metabdlitos secunddrios com estruturas quimicas diversas e
especificas, as esponjas tém se tornado um interessante potencial de obtencdo de novas
moléculas com aplicagdes farmacoldgicas e biotecnoldgicas (Pechenik, 2016; Varijakzahan et
al., 2021)

Diversos compostos bioativos foram isolados de varias espécies de esponjas marinhas
e jA demonstraram eficicia em testes clinicos. Atualmente quatorze medicamentos derivados
de organismos marinhos estdo clinicamente aprovados por vdrias organizagdes de saide como
potenciais agentes antibacterianos, antifiingicos, antivirais, antitumorais, antimaldricos,
imunossupressores € até com aplicacdes cardiovasculares. Dentre estes, 3 sdao derivados de
metabdlitos de esponja, como Cytarabine, Vidarabine e Eribulin, evidenciando o papel das
biomoléculas de esponjas como fontes promissoras de terapias farmacoldgicas (Hassan; Shaikh

2017; Dyshlovoy; Honecker, 2020; Aguiar et al., 2021).

1.1.2  Aplysina lactuca

A espécie Aplysina lactuca (Pinheiro, Hajdu e Custddio, 2007) pertence a Classe
Demospongeae, sendo classificada na Subclasse Verongimorpha, Ordem Verongiida, e incluida
na Familia Aplysinidae, dentro do Género Aplysina. Ela se caracteriza como uma esponja de
coloracdo marrom-amarelada em vida, sendo descrita em regides litordneas do nordeste do
Brasil. Ocorrem normalmente fixas na parte superior de substratos rochosos ou sobre colonias
de corais. Sua morfologia é predominantemente lamelar e facilmente reconhecivel, com
estruturas que lembram raizes expostas de drvores tropicais de grande porte (Carneiro et al.,
2017; ICMBIO, 2021; Pinheiro et al., 2007; SIBBR, 2025).

As esponjas do género Aplysina sintetizam diversos metabdlitos secunddrios. Dentre
essas substincias, destacam-se os compostos bromados, que estdo presentes em grandes
quantidades na composicao do animal, com aproximadamente 13% do peso seco do organismo.
Além de sua importante fun¢do defensiva e de inibi¢do da predacio, os compostos bromados
apresentam também potencial para aplicacdes na biotecnologia, com propriedades contra o
cancer, maldria, fungos, bactérias, além de efeitos neuroprotetores (Kajazanjian; Farinas, 2006;
Lacerda, 2015). Ademais, diversos outros compostos derivados de Aplysina, incluindo
proteinas, jia foram descritos como potenciais agentes antibiofilme contra bactérias, como

Staphylococcus aureus e Escherichia coli. (Carneiro et al., 2017).
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1.2 Bactérias

1.2.1 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli € um bacilo ausente de esporos, com a maioria de suas cepas
possuindo mobilidade por flagelos que sdo distribuidos ao redor do seu organismo. E
classificada como Gram-negativa e se insere na familia Enterobacteriaceae. E composta por
uma parede celular delgada e com poucas camadas de peptidoglicanos, sendo outras cepas
caracterizadas com cdpsulas externas constituidas por polissacarideos. Trata-se de um
microrganismo anaerdbico facultativo, sendo capaz de se multiplicar rapidamente, com tempo
de duplicacdo de cerca de 20 minutos, desde que em condicdes favordveis (Basavaraju;
Gunashree, 2022).

E. coli integra naturalmente a microbiota de diversos organismos, desempenhando
funcdes benéficas no ambiente intestinal, contudo, algumas de suas cepas podem desenvolver
propriedades patogénicas, sendo denominadas E. coli enterovirulentas. Essas cepas estdo
associadas a uma gama de infeccdes em humanos, sendo uma consequéncia da diversidade
genética resultante de mutacdes em seu material genético (Hofling; Gongalves, 2008). Com o
seu material genomico significativamente variado, a capacidade de causar infec¢des pode
aumentar e, por consequéncia, a resisténcia a agentes antimicrobianos também se torna uma
realidade. A principal forma de contdgio ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados, mal
higienizados ou processados indevidamente, necessitando de medidas rigorosas de controle
sanitdrio e seguranca alimentar (Sarowska et al., 2019).

As infeccdes por bactéria E. coli sdo geralmente tratadas com antibidticos, como
Cefepima, Cefalosporinas e Polimixina B, sendo feito com base nos padrdes de sensibilidade e
resisténcia do microrganismo a esses medicamentos, por meio do teste do antibiograma.
Ademais, essa bactéria pode conter genes de resisténcia, exigindo que o uso de antibidticos seja

cuidadosamente orientado e individualizado (Mueller; Tainter, 2025)

1.2.2  Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus faz parte da microbiota natural de diversos individuos e,
normalmente, de forma inofensiva. Porém, apresenta uma importante recorréncia em multiplas
infecc¢des clinicas. E caracterizada como uma bactéria Gram-positiva e anaerobica facultativa

que se desenvolve em temperaturas que variam entre 18 °C e 40 °C. Estruturalmente, sua parede
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celular € caracterizada por uma espessa camada de peptidoglicano (Rasheed; Hussein, 2021;
Braga; Cardoso, 2018).

Apesar de poder coexistir na microbiota humana sem causar complicagdes, S. aureus
pode se tornar um patdégeno oportunista, desencadeando infecgdes. Essas ocorréncias variam
desde condicdes mais simples, como infecgdes cutineas, respiratdrias ou gastrointestinais, até
complicagdes mais sérias, como bacteremia e meningite (Pidwill et al., 2021).

As infec¢des ocasionadas por S. aureus estdo cada vez mais desafiadoras em relagdo a
forma de tratamento. Devido a sua alta taxa de resisténcia a antimicrobianos, muitas infec¢des
se tornam alarmantes em decorréncia de cepas, por exemplo, resistentes a penicilina e
meticilina, que sdo importantes medicamentos no tratamento de infec¢des bacterianas.
Ademais, as doengas provocadas por cepas dessa bactéria resistentes a meticilina estdo
associadas a maior mortalidade, aumento da morbidade e duracdo de tempo de hospitalizacio.
(Guo et al., 2020).

A maioria dos patégenos bacterianos ndo necessitam sintetizar muitas toxinas para
ocasionar infeccdes, mas por outro lado S. aureus se destaca pela grande variedade de fatores
de viruléncia. Sdo incluidas toxinas variadas e diversos mecanismos de alteracdo do seu genoma
para conferir resisténcia a antibidticos. Os biofilmes resistentes a antibidticos por S. aureus sao
favorecidos pela presenca de uma cdpsula composta por polissacarideos, o que contribui
significativamente para o aumento da viruléncia do microrganismo, facilitando a adesdo e
colonizacdo do hospedeiro durante o desenvolvimento da infeccdo e dificultando as estratégias
de controle das infeccdes por ela causadas (Cheung et al., 2021; Mcguinness et al., 2017).

O tratamento para infec¢des ocasionadas por S. aureus € feito por meio dos antibiéticos
apropriados por meio do teste do antibiograma, tendo como resultados mais satisfatérios os
antibidticos derivados da penicilina, como a Oxacilina, Cefazolina e Cefalotina (Ibrahim,

2020).

1.2.3  Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis se caracteriza como uma bactéria Gram-positiva, tendo em sua morfologia
cocos agrupados, sendo uma coagulase-negativa (Franca et al., 2021). Ela participa da
microbiota natural dos seres humanos, porém, apresenta comportamento patogé€nico em
diversos contextos, variando conforme a cepa, dada sua caracteristica marcante de diversidade
genética (Severn; Horswill, 2023). Essa bactéria € considerada o principal agente causador de

infec¢Oes relacionadas a dispositivos implantdveis, sendo amplamente conhecido por sua
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capacidade oportunista de formar biofilmes, dificultando o controle de sua propagacdo. Com
isso, eleva-se o nimero de variantes resistentes, como a do tipo de sequéncia 2 (ST2), que estao
normalmente relacionadas a infecgdes hospitalares (Lee; Anjum, 2025).

As infeccdes ocasionadas por Staphylococcus epidermidis geralmente envolvem a
possibilidade de resisténcia a meticilina, diante disso, a utilizacdo da vancomicina por via
intravenosa é recomendada. Caso o microrganismo se mostre sensivel a meticilina, o tratamento
tem a possibilidade de incluir antibiéticos beta-lactamicos, como a nafcilina ou a oxacilina
(Lee; Anjum, 2025).

A grande resisténcia bacteriana aos antibidticos atuais € causada por cepas que nao
respondem aos antibidticos convencionais e isso estd se tornando uma problematica emergente.
A principal causa desse preocupante cendrio tem sido o uso pouco moderado e sem orientacao
profissional desses antibidticos, que torna a infeccao mais prolongada e descontrolada (Tavares
et al., 2020). Ademais, a formacdo de biofilme € um dos fatores que garantem a sobrevivéncia
dessas espécies coagulase-negativas em condi¢des ambientais adversas. Com isso, ocorre uma
necessidade de pesquisa e composicdo de novos compostos antimicrobianos na industria
farmacéutica, sendo poderosos componentes antibacterianos os naturais, por apresentarem

menor impacto ambiental e maior seguranga (Lee; Anjum, 2025).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

e Avaliar o efeito do extrato aquoso da esponja marinha Aplysina lactuca contra
bactérias patogénicas, bem como avaliar a citotoxicidade do extrato frente a nduplios de artémia

e eritrocitos de coelho.

2.2 Objetivos Especificos

e Preparar e concentrar extratos aquosos a partir da esponja marinha Aplysina lactuca;

e Investigar a atividade antibacteriana do extrato por meio do método de disco-difusao
contra cepas padrdo sensiveis e resistentes de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis;

via teste antibiograma;

e Avaliar a citotoxicidade do extrato frente a Artemia sp., em diferentes concentracdes
e condicdes térmicas;

e Analisar a atividade hemaglutinante e hemolitica do extrato em eritrécitos de coelho,

além da quantificacdo de proteinas soliveis totais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Coleta da esponja marinha

A esponja Aplysina lactuca foi coletada por meio de mergulho autbnomo com cilindro
no Parque Estadual da Pedra da Risca do Meio, em Fortaleza, Ceard, a 18 m de profundidade.
A coleta foi autorizada e certificada pela instituicdo ambiental responsdvel SISBIO (Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade, ID: 33913-13). A utilizagdo do material genético
da espécie foi autorizada e registrada no SISGEN (Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado), com o niimero de cadastro ID: A1792FE.
A esponja foi levada para o Laboratério de Biotecnologia Marinha (BioMar) no Departamento
de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceard e guardada em freezer a -20 °C até

o momento de sua utilizacdo.

3.2 Extrac¢do aquosa da esponja marinha

A esponja marinha Aplysina lactuca foi macerada em almofariz. O material macerado
foi embebido em 4gua destilada na propor¢ao 1:2 (m/v). A mistura foi submetida a agitacdo a
170 rpm por 4 horas, com o objetivo de extrair uma maior quantidade de moléculas. Apds a
homogeneiza¢ao o contetddo foi filtrado em malha de nylon e, posteriormente, submetido a
centrifugacdo a 9000 g por 15 minutos a 4 °C.

O sobrenadante denominado extrato aquoso foi transferido para novos tubos e mantidos
em freezer a -20°C até uso posterior nos testes de antibiograma. Uma amostra de 160 ml foi
separada para processo de liofilizagao.

O material seco liofilizado foi solubilizado em dgua destilada até atingir a concentracio
de 20, 10 ,5, 2,50, 1,250, 0,625 mg. mL", para utilizacdo nos testes antibacterianos, com o
objetivo de comparar os efeitos do aumento da concentra¢do em relacdo ao tamanho dos halos
de inibicao.

Além disso, foi feito um teste com as diferentes concentragdoes do extrato previamente
aquecidas a 100 °C por 15 minutos para o teste de termoestabilidade dos componentes do

extrato.

3.3 Cepas bacterianas e preparacdo dos indculos

As cepas padrOes usadas para os testes foram Escherichia coli ATCC 11303 e ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, ATCC 700698 e JKD600S, Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 e ATCC 12228, que foram obtidas junto as culturas microbianas do
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Laboratério de Microbiologia Aplicada do Laboratério Integrado de Biomoléculas (LIBS), no
Departamento de Engenharia de Pesca, da Universidade Federal do Ceara.

Os in6culos bacterianos de cada cepa foram preparados a partir das colonias de culturas
bacterianas armazenados em placas de 4gar sob refrigeracdo a -20 °C. Foram retiradas 5
coldnias isoladas e inoculadas em 5 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB) e incubadas por 18

horas a uma temperatura média de 37 °C.

3.4 Atividade antibacteriana por disco-difusao

As bactérias ativadas foram centrifugadas a 6000 g por 5 min a 4°C e o pellet suspendido
em 5 ml de meio TSB e posteriormente agitado no vortex. A medida de absorbéncia foi
realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 620 nm para o ajuste da
concentracdo bacteriana a 2x10® UFC.mL™!, em relagdio as curvas de calibragiio para cada cepa
bacteriana.

Ap6s o ajuste de concentragdo foram aplicados 100 uL. das bactérias em placas de Petri
com meio Agar Triptona de Soja (TSA) com o uso das alcas de Drigalski pelo método de
espalhamento/spread-plate. Os discos estéreis foram dispostos em placas para o teste de
sensibilidade, e 10 uLL das amostras do extrato aquoso foram adicionados em cada disco em
concentracdes de 20, 10 e 5 mg. mL™' em temperatura ambiente e aquecidas previamente. Uma
aliquota de cada extrato foi incubada a 100 °C por 15 minutos e entdo submetida ao ensaio
como descrito acima. O ensaio foi realizado em triplicata.

Para o controle negativo foram utilizados 10 uL de dgua destilada e para o controle
positivo foram utilizados 5 uL. do antibiético ampicilina, com concentracdo de 50 pg/mL.

As placas com os discos foram incubadas em estufa a 37°C por 20 h para a posterior

avaliacao do didmetro dos halos de inibi¢cdo utilizando uma régua milimetrada.

3.5 Atividade hemaglutinante, hemolitica e quantificagdo de proteinas totais soluveis

Para os testes de atividade hemaglutinante foram utilizados eritrocitos de coelhos
provenientes do Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
do Ceara. As coletas foram autorizadas pelos 6rgaos competentes (CEUAP n° 2211202101). O
sangue foi previamente lavado em solucdo salina (NaCl 150 mM), na propor¢ao de 1:10, por
meio de centrifugacdo a 1500 rpm e descarte do sobrenadante. Em seguida, a suspensdo foi
preparada a 3% (v/v) dos eritrécitos em NaCl 0,15M. Os testes foram realizados em placas de

microtitulacdo de fundo “V”, conforme o protocolo estabelecido por Sampaio e colaboradores
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(1998). Em cada pog¢o foram adicionados 50 uL da solu¢do salina (NaCl 150 mM), 50 uL da
amostra serialmente diluida e 50 pL da suspensdo de eritrdcitos. A visualiza¢do da aglutinacao
foirealizada macroscopicamente apds 1 hora. A atividade foi expressa em titulos de aglutinagcao
(U.H.mL"), no qual a unidade de hemaglutina¢do foi definida como o inverso da dltima
dilui¢do capaz de causar hemaglutinacao.

Para o teste de hemdlise, também foi utilizando a suspensdo de eritrécitos a 3%, com
alteracGes apenas nos volumes utilizados. O ensaio de atividade hemolitica foi realizado
conforme descrito por Jiang et al (2022) com modifica¢des. Em tubos tipo Eppendorf, montados
em duplicata, foram adicionados 100 uL. de NaCl 0,15M, 100 uL. da amostra do extrato bruto e
liofilizado em dilui¢des seriadas nas concentracdes de 20 e 10 mg.ml™! e 100 uL da suspensio
de eritrécitos. Como controle positivo de hemdlise, utilizou-se dodecil sulfato de sédio (SDS)
a 1% e como controle negativo, NaCl 0,15 M.

Ap6s o periodo de incubagdo, os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 5 min em
temperatura ambiente. Foram retirados 150 pLL do sobrenadante de cada tubo e transferidos para
uma microplaca de 96 pogos. A absorbancia foi medida a 450 nm com o auxilio de um leitor

de microplacas. A porcentagem de hemdlise (H) foi calculada pela Equacao:

(ABSAT450 nm—ABSNaCl450 nm)
(ABSSDS450 nm—ABSNAClyso nm)

H (%) =

x 100 Eq. 1

Para a determinacao da concentracdo de proteinas soliveis totais foi utilizado o método
de Bradford (1976). Para isso, utilizou-se, em duplicata, 100 pL de dgua destilada, 100 uL da
solucdo aquosa de extrato liofilizado e 2,5 mL de reagente de Bradford. Apds o periodo de 10
minutos, as leituras das absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro com comprimento
de onda de 595nm. Como controle negativo foi utilizado agua destilada. Albumina Sérica

Humana (HSA) foi a proteina utilizada no preparo da curva padrao.

3.6 Efeito citotdxico em nduplios de artémia

O ensaio de citotoxicidade com nauplios de Artemia sp. foi realizado conforme
protocolo descrito por Araujo et al. (2010), amplamente utilizado para avaliagdo preliminar de
atividades farmacolégicas e toxicoldgicas de extratos naturais. Inicialmente, foi preparada uma
solucdo salina com densidade equivalente a dgua do mar, com concentracdo de 35 g/L,

adicionada a um recipiente cilindrico-cOnico e submetido a aerac@o continua por 30 minutos

utilizando uma bomba de aquario. Apds esse periodo, foram adicionados cistos da artémia na
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proporg¢ao de 0,1 g para cada 500ml de solugdo salina diluida em dgua destilada. A incubagdo
foi conduzida sob iluminac¢do constante por 36 horas, com aeracdo continua, favorecendo a
eclosdo e o desenvolvimento dos nduplios.

Ap6s a eclosdo, os nduplios vidveis foram distribuidos em placas de 24 pocos (LinbroW,
Hampton Research, EUA), com 10 nduplios por poco, para a realizagdo dos testes de exposi¢ao
ao extrato da esponja Aplysina lactuca. O ensaio foi conduzido em triplicata, com volume final
de 1 ml por poco. As concentracdes testadas do extrato variam de 20 a 0,625 mg.ml!' em
temperatura ambiente (25°C). Para o teste com o extrato previamente aquecido (100°C por 15
minutos), foram utilizadas as concentra¢des de 20, 10 e 5 mg.ml"'. Como controle negativo,
utilizou-se apenas solucdo salina, também em triplicata sob as mesmas condi¢des
experimentais.

A contagem dos nduplios vivos foi realizada apds 24 e 48 horas de exposicao, e a taxa
de mortalidade foi calculada com base na propor¢do de organismos mortos em relacdo ao total

de individuos inicialmente dispostos por pogo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Extrato aquoso e avaliacdo do potencial antibacteriano

O efeito antibacteriano dos extratos aquosos da esponja marinha A. lactuca sobre cepas
bacterianas de E. coli, S. aureus e S. epidermidis esta mostrado na Tabela 1. Os testes foram
realizados utilizando as amostras nas concentra¢des de 20 a 0,625 mg.mL"'. As concentragdes

de 20, 10 e 5 mg.mL"! foram as tinicas que apresentaram atividade antibacteriana.

Tabela 1 - Antibiograma por disco-difusio dos extratos aquosos de Aplysina lactuca (tamanho
médio dos halos de inibicao, em milimetros).

Cepas bacterianas
Amostra |
(mg.mL") EC | EC | SA | SA SA SE | SE
11 25 25 70 JKD 12 35
20 mg.ml! 83 12,0 13,0 10,0 12,7 10,7 11,0
20 mg.ml’! ' ' ' ' ' ' ' '
(100°C/15 min) - - - - - - -
10 mg.ml"! 8.3 10,0
5 mg.ml! 8.0 10,0
Canamicina 16,0 20,0 22,0 - 20,0 24,0 -

Tetraciclina 24,0 25,0 30,0 10,0 32,0 34,0 30
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Agua destilada - - - - - - ,
Fonte: elaborada pela autora. EC- Escherichia coli ATCC 11303; Escherichia coli ATCC 25922; AS-

Staphylococcus aureus ATCC 25923; Staphylococcus aureus ATCC 700698; Staphylococcus aureus JKD 6008;
SE- Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; Staphylococcus epidermidis ATCC 35984; No disco foi utilizado

10 pL dos controles positivos (Canamicina e Tetraciclina) (50 pg), das amostras e do controle negativo (dgua

destilada).

Os resultados da extracdo aquosa de A. lactuca mostraram atividade antibacteriana
contra cepas Gram-positivas, com halos de inibicao entre 10,0 mm e 13,0 mm, e contra cepas
Gram-negativas, com halos entre 8,3 mm e 12,0 mm (Figura 3). Contudo, no teste de
estabilidade térmica com o extrato previamente aquecido (100 °C por 15 minutos), ndo houve
atividade antibacteriana contra as cepas. A concentragdo do extrato com o maior potencial
antibacteriano foi a de 20mg.mL™". No entanto, a a¢dio foi apenas inibitéria e niio bactericida,
sendo possivel visualizar o crescimento de pequenas coldnias nos halos.

Esse resultado sugere a presenca de compostos bioativos com atividade promissora em
temperatura ambiente. J4 a perda do potencial antibacteriano apds o aquecimento do extrato
sugere que o composto bioativo presente pode ser termossensivel, o que inclui a possibilidade
de ter natureza proteica, mas também envolver outras moléculas biologicamente ativas, como
enzimas ou compostos bromados, que também sdo suscetiveis a desnaturacdo ou degradacao
térmica e podem perder sua estrutura tridimensional funcional quando aquecidas e, portanto,
sua atividade biolégica. Com isso, testes de quantificacdo foram necessdrios para verificar a
presenca de proteinas soliveis no extrato e, assim, fortalecer a hipétese de que proteinas
bioativas do extrato sdo as responsaveis pela atividade observada.

Conforme esperado, o controle negativo (dgua destilada) nio inibiu o crescimento
bacteriano, enquanto os antibidticos apresentaram atividade contra pelo menos uma das cepas
testadas. No entanto, o antibiético Canamicina mostrou-se ineficaz frente as cepas resistentes,
0 que estd de acordo com seu mecanismo de acgdo, frequentemente comprometida por
mecanismos de resisténcia adquirida. A Tetraciclina, por outro lado, atua na inibicdo da sintese
da parede celular, o que pode explicar sua eficicia pontual. Destaca-se ainda que, na
concentragdo de 20mg, o extrato testado apresentou atividade antibacteriana sobre os
microrganismos, sugerindo potencial terapéutico mesmo frente a cepas com resisténcia

antibiotica.
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Figura 3 - Ensaio antibiograma por disco-difusdo do extrato aquoso de Aplysina lactuca em
diferentes concentragdes contra as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis

/

Fonte: elaborada pela autora. Legenda: A e B: Staphylococcus aureus ATCC 25923; C e D: Escherichia coli
ATCC 11303; E: Escherichia coli ATCC 25923; F: Staphylococcus epidermidis ATCC 35984; G: Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228; H: Staphylococcus aureus ATCC 700698; I: Staphylococcus aureus JKD. 1 e 3:
indicando halo de inibi¢do para concentracdo do extrato de 20 mg.ml; 2: indicando nfo inibi¢do do halo para
concentracgdo do extrato 20 mg.ml ™! aquecida a 100°C; 4: indicando halo de inibi¢do para concentragdo do extrato
de 10 mg.ml'!; 5: indicando halo de inibi¢fio para concentragio do extrato de 5 mg.ml!; Tet e Can: indicando
Tetraciclina (50 pg) e Canamicina (50 ug), respectivamente; B: indicando controle negativo.

Os métodos de extracdo sdo fundamentais para a obtengdo de compostos bioativos de
organismos marinhos com potencial antibacteriano, uma vez que diferentes técnicas e solventes
influenciam diretamente na eficicia dos resultados. Esses métodos variam de extragdes aquosas

a organicas, com diferentes polaridades. O uso de extra¢do aquosa no género Aplysina ja havia
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sido abordado por Menezes (2021), cujos extratos apresentaram halos de inibi¢do em ensaios
de disco-difusdo, evidenciando atividade antibacteriana.

Entretanto, a maioria dos organismos marinhos que demonstraram atividade
antibacteriana significativa foi submetida a extragdo com solventes organicos. Isso sugere que
solventes possuem maior eficiéncia na extracdo de compostos antimicrobianos quando
comparados a extracdo aquosa (Saritha et al., 2013).

Ressaltando essa hipétese, Menezes et al. (2025) demonstraram que extratos obtidos
com 50% de acetonitrila apresentaram maior eficicia contra bactérias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli, quando comparados aos extratos aquosos,
utilizando o método de disco-difusdo. Diversas espécies de esponjas marinhas, em especial as
do género Aplysina, além de outras como Amphimedon compressa, Amphimedon viridis,
Mycale sp. e Pseudosuberites sp., exibiram efeitos inibitdrios nesses testes.

A importancia da polaridade dos solventes na extracdo de metabdlitos secundarios
lipofilicos é destacada em diferentes estudos, estando associados a atividade antimicrobiana.
No entanto, € importante ressaltar que, para determinados organismos, a extracao aquosa pode
ser mais eficiente e barata. Em alguns casos, a atividade inibitéria foi observada exclusivamente
nos extratos aquosos, como evidenciado por Filho (2023), em que apenas os extratos aquosos
de Pseudosuberites sp. e Aplysina lactuca apresentaram halos de inibicao contra trés espécies
bacterianas testadas.

Os extratos avaliados apresentaram eficdcia inibitéria contra todas as cepas testadas,
sem diferencas expressivas entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 4),
evidenciando a ampla atuacdo desses metabdlitos. Ja os resultados observados por Menezes
(2025), apontaram uma menor influéncia inibitoria dos extratos de organismos marinhos em
bactérias Gram-negativas em compara¢do com uma maior susceptibilidade das bactérias Gram-
positivas, possivelmente explicada pela estrutura de suas paredes celulares mais simples e ricas
em peptidoglicano, o que facilita a entrada de compostos bioativos. Em contrapartida, a
membrana externa das bactérias Gram-negativas funciona como uma barreira seletiva que
dificultaria a penetracdo dessas substancias. (Pasquina-Lemonche et al., 2020; L1, Plésiat &
Nikaido, 2015).

A auséncia de diferenca significativa entre os dois grupos bacterianos no presente estudo
pode estar relacionada a natureza quimica especifica dos compostos extraidos. Fatores como
esse podem contribuir para superar as barreiras morfologicas tipicas das bactérias Gram-

negativas, ampliando o espectro de acao antibacteriana.
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Figura 4 — Desvio padrdo dos diferentes tamanhos de halos de inibi¢do em relacio

as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis
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Fonte: elaborada pela autora em BioRender. Legenda: EC 11: Escherichia coli ATCC 11303; EC 25:
Escherichia coli ATCC 25923; SE 12: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; SE 35: Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984; SA 25: Staphylococcus aureus ATCC 25923; AS 700: Staphylococcus aureus
ATCC 700698; SA JKD: Staphylococcus aureus JKD.

4.2 Atividade hemaglutinante, hemolitica e quantificac@o de proteinas totais soliveis

O extrato aquoso bruto e os liofilizados nas concentragdes de 20, 10 e 5 mg.mL™! da
esponja apresentaram atividade hemaglutinante frente a eritrécitos de coelho, comprovada pela
aglutinac@o das células sanguineas ao contato com o extrato. A atividade hemaglutinante do
extrato variou de acordo com a concentracao, atingindo 256 U.H-mL "' na concentracdao de 20
mg.mL™" e no extrato bruto. Ja nas concentragdes de 10 e 5 mg.mL™" atingiu 64 U.H.mL™
(tabela 2).

Estudos anteriores com o extrato da esponja Aplysina cauliformis demonstraram um
aumento significativo da atividade hemaglutinante apds o tratamento dos eritrécitos de coelho
e hamster com enzimas proteoliticas, indicando que essa modificagdo pode expor ou facilitar o
acesso a sitios especificos de ligacdo nas membranas celulares (Miarons; Fresno, 2000). No
entanto, ndo foi realizado nenhum pré-tratamento enzimdtico nos eritrocitos utilizados, e

mesmo assim foi possivel observar atividade hemaglutinante considerdvel com os eritrocitos
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ndo tratados. Esse resultado sugere que os componentes do extrato avaliados possuem afinidade
natural pelos receptores presentes na superficie eritrocitdria, ndo necessitando de modificacdes
prévias para exercerem sua agao.

A quantificagdo de proteinas revelou uma concentragdo no extrato bruto de 0,760
mg.mL", 1,689 mg.mL™"! no extrato de 20 mg.mL-1, 0,916 mg.mL™"! no extrato de 10 mg.mL!
e 0,677 mg.mL"! no extrato de 5 mg.mL™"! (Tabela 2).

A avaliacdo da toxicidade de compostos com potencial aplicacdo farmacoldgica,
incluindo sua capacidade hemolitica, ¢ fundamental para compreender as interacdes entre
moléculas bioativas e estruturas celulares. A atividade hemolitica € considerada um importante
indicativo de citotoxicidade geral frente a células, relevante em relacdo a seguranga do uso
terapéutico de tais compostos (Ghosh et al., 2018).

A taxa de hemdlise nos extratos testados € um dado promissor, pois sugere baixa
hemolitica (Figura 5), o que favorece a continuidade de estudos voltados a investigacdo de
compostos marinhos para fins farmacoldgicos. De fato, diversos medicamentos amplamente
utilizados na clinica demonstram taxas de hemélise de até 5% e ainda assim sdo considerados
seguros do ponto de vista terapéutico (Jin et al., 2018).

O percentual de hemdlise das solucdes aquosas do extrato liofilizado de A. lactuca esta
mostrado na (Tabela 2). A absorbancia do extrato bruto foi de 0,509, o que representou 11% de
hemolise. A amostra de concentracdo de 20 mg.mL'1 apresentou absorbancia de 0,665,
representando 22,3 % de hemdlise. A amostra de 10 mg.mL'1 mostrou absorbancia de 0,462,
com 8,69 % de hemdlise. Para o controle negativo foi utilizado NaCl 0,15 M como referéncia
de absorbancia de 0,333. O controle positivo (SDS 1%) teve absorbancia de 1,815.

Resultados observados por Mebs, Weiler e Heinke (1985), ao testarem fracdes de
extratos aquosos de esponjas marinhas eluidas em colunas de Sephadex G-75, atribuiram a
atividade hemolitica observada a componentes de alto peso molecular presentes nos extratos,
os quais também apresentavam atividade hemaglutinante, sugerindo que essas fungdes podem
estar associadas a proteinas como lectinas.

Esse comportamento também foi relatado por Dresch (2005), ao estudar a lectina II de
esponja marinha Axinella corrugata (ACL-II), que demonstrou atividade hemolitica e forte
capacidade de aglutinac@o de eritrécitos nativos de coelho. A atividade hemolitica observada
em extratos de invertebrados marinhos, portanto, pode estar diretamente relacionada a presenca
de proteinas como lectinas ou outras moléculas bioativas, refor¢cando a necessidade de estudos

mais aprofundados para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos.
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Figura 5 — Atividade hemolitica entre as diferentes concentracdes do extrato aquoso da

esponja A. lactuca.
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Fonte: elaborada pela autora em BioRender. Legenda: Positivo: SDS 1%; Negativo: NaCl 0,15

M; Ex. Bruto: Extrato bruto. Extrato a 20 mg.mL'; Extrato a 10 mg.mL"".

Tabela 2 - Hemaglutinacdo, quantificacdo de proteinas e atividade hemolitica dos extratos aquosos

da esponja A. lactuca.

Concentracao do Atividade Proteina Atividade

extrato (mg.ml-) Total Total Hemolitica
(U.H.mL™") (mg.mL™) (%)

5,00 64 0,677

10,00 64 0,916 8,69

20,00 256 1,689 22,3

Extrato bruto (11,00) | 256 0,760 11

Fonte: elaborada pela autora. *Atividade hemaglutinante, quantificaciio de proteinas e atividade hemolitica.

4.3 Efeito citotoxico

O teste de citotoxicidade em nduplios de Artemia sp. com o extrato aquoso da Aplysina

lactuca em temperatura ambiente indicou taxas citotéxicas acima de 10 mg.mL™" (Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito téxico dos extratos aquosos de Aplysina lactuca em Artemia sp.

Concentraciio do extrato (mg.ml+) 24 horas 48 horas
Mortos (%)* Mortos (%)*

20,00 100 100

| 10,00 97.7 ' ' 100

I5,OO 34.4 ' ' 622

2,50 ’s S

1.25 i T s

0,625 1 Y

| Controle 12 ' ' 3.4

Fonte: elaborada pela autora. *Porcentagem de nduplios de artémias vivos ou mortos em um determinado periodo
de tempo.

Os resultados indicam que o extrato aquoso de A. lactuca nas concentragdes entre 0,625
mg.ml"! a 5 mg.ml"!, em temperatura ambiente, ndo apresentaram efeito citotéxico significativo
no periodo de 24 horas, enquanto as concentracdes de 10 e 20 mg.ml™! tiveram alta taxa de
letalidade. Ap6s 48 horas, as amostras de 0,625 mg.ml‘1 a 2,50 mg.ml‘1 continuaram
apresentando baixa letalidade, enquanto as de 5, 10 e 20 mg.ml! tiveram alta taxa de
mortalidade.

O ensaio de citotoxicidade utilizando nduplios de Artemia sp. com o extrato aquoso da
A. lactuca, aquecido previamente a 100°C por 15 minutos, indicou baixa letalidade (Tabela 4)
em comparacdo com as concentragdes mais citotxicas do extrato (5, 10 e 20 mg.mL') em
temperatura ambiente. Esses dados sugerem que os compostos bioativos responsdveis pela
citotoxicidade sdo, possivelmente, de natureza proteica. Isso se deve ao fato de que, na forma
nativa (sem aquecimento), o extrato promoveu alta mortalidade das artémias, enquanto na
forma desnaturada pelo calor, a letalidade foi reduzida, indicando perda da funcio bioldgica

associada a desnaturagdo térmica das proteinas.

Tabela 4 - Efeito toxico dos extratos aquosos de Aplysina lactuca aquecidos a 100°C por 15
minutos em Artemia sp.

. 24 horas 48 horas
Concentracao do extrato (mg.ml+)
Mortos (%)* Mortos (%)*

20,00 22,3 35,6
10,00 8,9 18,9
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5,00 8,9 17,8
Controle 0 2.3

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

A elevada taxa de toxicidade observada em esponjas tem sido amplamente interpretada
como um mecanismo de defesa eficaz contra peixes predadores, especialmente em regides
tropicais, onde a pressdo de predacdo € mais intensa (Rohde; Nietzer; Schupp, 2015). Diante
do crescente interesse na prospec¢do de compostos bioativos provenientes de organismos
marinhos, torna-se essencial o uso de modelos experimentais capazes de detectar
preliminarmente, de forma eficiente e rapida, a toxicidade geral desses extratos bioldgicos. Com
isso, cada vez mais tem se utilizado nduplios de art€émia como modelos experimentais para a
triagem inicial de toxicidade.

Estudos, como o de Carballo (2002), reforcam a importancia do uso de nduplios de
artémia na avaliag¢do da bioatividade de extratos marinhos. Neste trabalho, foram analisados os
efeitos de extratos organicos de 20 espécies de invertebrados marinhos por meio de dois
métodos: o ensaio de letalidade com nduplios de art€émia e testes de citotoxicidade em duas
linhagens celulares humanas A-549 (carcinoma de pulmao) e HT-29 (carcinoma de célon). Os
resultados demonstraram uma correlagao entre a letalidade nos nduplios e a atividade citotéxica
observada em células humanas, indicando que esse ensaio pode ser uma ferramenta preliminar

util para identificar compostos com potencial farmacolégico e toxicolégico.
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5 CONCLUSAO

As concentragdes com as melhores atividades antibacterianas foram de 20 e 10 mg. mL~
I, O extrato obtido apresentou efeito inibitério contra cinco cepas bacterianas Gram-positivas,
incluindo cepas resistentes, sugerindo a presenca de compostos bioativos com potencial
biotecnolégico promissor. A atividade ndo se manteve sob altas temperaturas, evidenciando a
possivel natureza proteica do composto bioativo.

O extrato em temperatura ambiente apresentou efeito citotéxico nas maiores
concentragdes contra os nduplios de Artémia sp., no entanto, com o extrato aquecido
previamente, a taxa de letalidade diminuiu consideravelmente, sugerindo que o composto
citotoxico possivelmente € de natureza proteica.

Com isso, mais estudos acerca dos possiveis compostos da esponja com efeito inibitério
bacteriano sdo necessdrios para compreender os mecanismos envolvidos nesse potencial, para
que se possa otimizar o tratamento de doencas infecciosas causadas por bactérias, utilizando

compostos bioativos de fontes alternativas.
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