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RESUMO

Bactérias sdo microrganismos de ampla ocorréncia nos mais diversos ambientes. Embora
muitas espécies bacterianas possuam efeito benéfico para animais e plantas, outras se
aproveitam de sistema imunoldgico debilitado para causar enfermidades nos seres vivos. Além
disso, o desenvolvimento de cepas resistentes a antibidticos torna emergencial a bioprospeccao
por compostos antibacterianos de fontes naturais. Nesse contexto, esponjas e macroalgas
marinhas sdo amplamente estudadas por conta de seus metabdlitos que exibem fungdes
antibacterianas, antitumorais, anticancer, antifingicas e antivirais. O objetivo deste trabalho foi
verificar e avaliar a atividade antibacteriana em extratos aquoso e organico de organismos
marinhos do litoral cearense. As coletas dos organismos marinhos foram feitas nas praias de
Pacheco e Paracuru e no Parque da Pedra da Risca do Meio. Para produgdo dos extratos aquosos
os tecidos bioldgicos foram macerados com nitrogénio liquido e ressuspendidos em 4dgua
destilada, seguidos por agitacdo e centrifugacdo. Os extratos aquosos também foram
submetidos a processo de liofilizacdo para concentracio das amostras a 50 mg.mL!. Para
producio dos extratos organicos os tecidos biolégicos foram macerados com nitrogénio liquido
e ressuspendidos em acetonitrila a 50%, seguidos por agitacdo e secagem em centrifuga
concentradora a vacuo. Para os ensaios antibiogramas foi utilizado o método de disco-difusao,
adaptado de NCCLS (2003), com mensuracdo do diametro dos halos de inibi¢do. As bactérias
utilizadas foram Escherichia coli ATCC 11303, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Para os controles negativos foram utilizados dgua
destilada e acetonitrila a 50% evaporada em concentrador a vacuo e para controle positivo foi
utilizada a solu¢do ampicilina (50 pg). Dos 65 organismos marinhos coletados, 09 esponjas
exibiram atividade antibacteriana em extrato aquoso e 18 organismos exibiram atividade
antibacteriana em extrato organico, sendo 07 macroalgas e 11 esponjas, contra pelo menos uma
das bactérias testadas. As esponjas do género Aplysina e as espécies Mycale sp.,
Pseudosuberites sp. e Topsentia ophiraphidites foram os organismos que apresentaram os
resultados mais satisfatérios, em ambos os extratos. Dentre as macroalgas apenas o extrato
organico da Amansia multifida apresentou atividade inibitdria forte contra alguma das bactérias.

Estudos futuros serdo realizados para encontrar e isolar os possiveis compostos antibacterianos.

Palavras-chave: Esponjas. Macroalgas. Atividade antibacteriana. Disco-difusdo.



ABSTRACT

Bacteria are microorganisms of wide occurrence in most diverse environments. Although many
bacterial species have beneficial effects for animals and plants, others take advantage of a
weakened immune system to cause illness in living organisms. Furthermore, development of
antibiotic-resistant strains makes bioprospecting for antibacterial compounds from natural
sources urgent. In this context, sponges and marine macroalgae are widely studied because of
their metabolites that show antibacterial, antitumor, anticancer, antifungal and antiviral
functions. This study aimed to verify and evaluate antibacterial activity in aqueous and organic
extracts of marine organisms from the coast of Ceard. Marine organisms were collected on
beaches of Pacheco and Paracuru and in Parque da Pedra da Risca do Meio. For production of
aqueous extracts, biological tissues were macerated with liquid nitrogen and resuspended in
distilled water, followed by agitation and centrifugation. For production of organic extracts,
biological tissues were macerated with liquid nitrogen and resuspended in 50% acetonitrile,
followed by agitation and drying in a vacuum concentrating centrifuge. For antibiogram assays,
disc-diffusion method was used, adapted from NCCLS (2003), with measurement of diameter
of inhibition zones. Bacteria used were Escherichia coli ATCC 11303, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. For negative controls, distilled
water and 50% acetonitrile evaporated in a vacuum concentrator were used, and for positive
control ampicillin (50 pg) was used. Of the 65 marine organisms collected, 09 sponges
exhibited antibacterial activity in aqueous extract and 18 organisms exhibited antibacterial
activity in organic extract, 07 macroalgae and 11 sponges, against at least one of bacteria tested.
Aplysina genus sponges and Mycale sp., Pseudouberites sp. and Topsentia ophiraphidites were
the organisms that presented most satisfactory results, in both extracts. Among the macroalgae,
only organic extract of Amansia multifida showed strong inhibitory activity against some of
bacteria. Future researches will be performed to find and isolate possible antibacterial

compounds.

Keywords: Sponges. Macroalgae. Antibacterial activity. Disc-diffusion.
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1 INTRODUCAO

1.1 Bactérias

Bactérias s@o microrganismos unicelulares procariontes que possuem uma
variedade de estruturas e arranjos, desde formas lineares a espirais (FIGURA 1). Estao
presentes nos mais diferentes e diversos habitats: no solo, nas drvores, em ambientes extremos
como desertos, dguas com elevada temperatura e salinidade, além de desenvolverem relacoes

simbidticas com organismos vivos (CARVALHO, 2010).

Figura 1 — Morfologia das bactérias
observadas através de microscopia optica.

Fonte: Microbiologia Basica (CARVALHO, 2010).

Elas possuem importancia significativa nos processos de ciclagem dos nutrientes,
atuando na fixacao de nitrogénio atmosférico a ser assimilado pelos vegetais na forma de nitrato
e na decomposicao de matéria organica. Além dos organismos vegetais, estes microrganismos
também exercem um papel relevante na protecdo e manuten¢do da saude dos animais
(ARAGUALIA, 2007).

Na pele, por exemplo, atuam na protecdo contra a fixacao de bactérias patogénicas.
J4 no intestino humano podem ser encontradas bactérias participando de processos do sistema
imunolégico, na producdo de proteinas e vitaminas, na degradacdo de metabdlitos e na protecao
contra outras bactérias maléficas que possam causar infec¢des graves. Entretanto, apesar dos
beneficios que possam oferecer aos seres vivos, também € possivel que estes microrganismos
desencadeiem intoxicacdes ou infeccdes, oriundas de lesdes corporais, baixa qualidade

alimentar ou sistema imunoldgico debilitado (SANTOS, 2016).
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1.1.1 Escherichia coli

Dentre alguns destes microrganismos, destaca-se Escherichia coli, uma bactéria na
forma de bacilo, ou bastonete, gram-negativa que estd naturalmente presente no intestino de
humanos e animais. A maioria das cepas de E. coli ndo oferecem prejuizo ao hospedeiro e sdao
um componente importante do trato gastrointestinal de seres humanos saudéveis, por
produzirem vitamina K> (BENTLEY; MEGANATHAN, 1982) e por impedirem a fixacdo de
bactérias maléficas na parede do intestino (REID; HOWARD; GAN, 2001).

Esse microrganismo coloniza o trato gastrointestinal de bebés poucas horas apds
seu nascimento. Geralmente, E. coli e seu hospedeiro humano coexistem em boa saude, com
beneficio mutuo por décadas. Todavia, algumas cepas de desta bactéria sdo patogénicas, ou
seja, elas podem causar alguma enfermidade, caso invadam outros 6rgaos ou fluidos corpéreos
(sangue e urina), como diarreia, infeccdo urindria e septicemia (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

Existem vdrias cepas altamente adaptadas que adquiriram atributos de viruléncia
especificos, o que confere uma capacidade aumentada de adaptagdo a novos nichos e permite
que eles causem um amplo espectro de doencas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Os patdtipos de E. coli, que podem causar diarreia, podem ser transmitidos através
de dgua ou comida infectada e através de contato com animais e pessoas infectadas (CDC,
2014). Algumas estirpes sdo frequentemente isoladas de alimentos, podendo-se suspeitar do
contato destes com material contaminado por fezes em alguma fase da sua producio (VIEIRA;

SILVA; MORALIS, 1982).

1.1.2 Staphylococcus aureus

Outra espécie bastante conhecida € Staphylococcus aureus, uma cepa bacteriana
esférica, do grupo dos cocos gram-positivos, agrupados em um arranjo similar a cachos de uva,
frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas sauddveis. Contudo, sua
presenca em excesso pode provocar doengas, que vao desde simples infec¢des, como acnes,
celulites e furinculos, até infecgdes mais graves, como meningite, pneumonia e septicemia
(SANTOS, 2007).

Na industria de processamento e beneficiamento do pescado, a deterioragdo rapida
do alimento pode estar relacionada tanto a composi¢do quimica da espécie (teor de dgua no

musculo, concentracio de proteinas e gorduras) quanto a acao de microrganismos (TAVARES;
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GONCALVES, 2011). Por estar naturalmente presente na pele humana, S. aureus pode ser um
potencial contaminador do pescado, caso seja manipulado sem a higienizacdo adequada do
funciondrio (FIGURA 2), dos equipamentos e dos utensilios de corte (ALBUQUERQUE;
VIEIRA; VIEIRA, 2006).

Figura 2 — Exemplo de filetagem
incorreta do pescado, sem a utilizacao
de luvas. )

&7

21',’; ga:.. A

Fonte: Rualtins, 2016.

Entre as infec¢des hospitalares, as sepses por S. aureus sdo responsaveis por alta

morbidade e mortalidade (MOREIRA et al., 1998).
1.1.3 Staphylococcus epidermidis

A bactéria Staphylococcus epidermidis € caracterizada como uma bactéria
comensal, encontrada normalmente na pele e mucosas humanas, ¢ como um patégeno
oportunista (MACK et al., 2006; OTTO, 2009; BECKER et al., 2014).

Dentre os microrganismos, as bactérias sdo as principais causadoras de doengas
transmitidas por alimentos (DTA), responsdveis por mais de 90% desses eventos. Dentre as
DTAs, a intoxicacao estafilocdcica é uma das mais comuns, causada pela ingestao de toxinas
pré-formadas no alimento. Os principais sintomas relacionados a este tipo de intoxicagao
incluem nduseas, vOmitos, caimbras abdominais, diarreia e sudorese, podendo ser bastante
agudos, dependendo da sensibilidade do individuo a toxina, da quantidade do alimento ingerido
e da concentragdo de toxina no alimento (PERESI et al., 2004).

No Brasil, estudos da década de 1990 j4 revelavam que ambos os estafilococos,
tanto S. aureus como S. epidermidis, mostram-se resistentes a penicilina G, ampicilina e

amoxicilina em mais de 70% das cepas isoladas, tanto em comunidade como em ambiente
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hospitalar, ndo sendo mais indicado o uso destes antibidticos para o tratamento de infec¢des
estafilocécicas (DUARTE et al., 1994; PINTO et al., 1996; SADER, 1998; SANTOS FILHO
etal., 1994).

Em resposta ao aumento no nimero de cepas resistentes a fairmacos, os compostos
bioativos marinhos sdo cada vez mais estudados quanto as suas propriedades antibacterianas,

antifiingicas e anticincer, podendo levar a producdo de novos medicamentos contra vdrias

doencas bacterianas graves (LACERDA, 2015).

1.2 Compostos bioativos marinhos

Os compostos bioativos sdo moléculas que podem ter origem sintética ou natural
capazes de exercer atividades bioldgicas, auxiliando no combate terapéutico contra diversos
patégenos. Esses compostos podem ser provenientes do metabolismo primario ou secundério
dos organismos vivos. Os metabolitos primarios si0 compostos essenciais para o crescimento,
desenvolvimento e reproducdo dos organismos, como 4cidos graxos, aminodcidos e
polissacarideos. Ja os metabdlitos secunddrios sdo substancias que ndo estdo relacionadas
diretamente na manutencdo do organismo, mas sao importantes mediadores de interagcdes
ecolégicas, como terpenos, alcaloides e compostos fendlicos (PENA et al., 2016).

Os organismos marinhos sdo uma fonte promissora de produtos naturais e
compostos bioativos. Os oceanos representam mais de 70% da superficie terrestre e abrigam
uma grande biodiversidade de organismos, que por sofrerem pressdes e influéncias ambientais
diferentes dos organismos terrestres, apresentam compostos com caracteristicas tnicas (PENA
et al., 2016). Dentre os organismos marinhos no litoral cearense hd uma grande variedade de
espécies de macroalgas marinhas e esponjas, que podem ser exploradas e avaliadas em relacdo

a possivel atividade antibacteriana.

1.2.1 Macroalgas marinhas

Dentro deste grupo destaca-se o extenso grupo das macroalgas que inclui algas
verdes (divisdo Chlorophyta), algas marrons ou pardas (Phaeophyta) e algas vermelhas
(Rhodophyta), de acordo com os pigmentos que possuem (KHAN ez al., 2009; DAPPER et al,
2014).

As macroalgas (FIGURA 3) sdo encontradas em uma variedade de nichos

ecoldgicos, e assim, nas mais diversas condicdes ambientais em que estdo submetidas, como
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variacOes de intensidade de luz, concentragdes de oxigénio e di6xido de carbono ao longo da
coluna d’agua. Com isso, obtiveram uma adaptacdo para a sobrevivéncia, incluindo a

biossintese de varios tipos de substancias e metabdlitos secundarios (CARDOZO, et al., 2007).

Figura 3 — Exemplos de macroalgas marinhas.

"_r‘ 7 — § T3
a2 WA L NN,
Fonte: Compilagio do autor'.

Sargassum vulgare.

A partir das macroalgas, foram isolados agentes terapéuticos naturais que incluem
classes de compostos como, por exemplo, terpendides, &cido ribonucleico, proteinas,
carboidratos e lipidios, com as mais diversas atividades bioldgicas: antibacterianas,
antioxidantes, antifiingicas, antimaldricas, antitumorais e anti-inflamatdrias, entre outras

(FUSETANI, 2000; MAYER, et al., 2009; MAYER, et al., 2011; MAYER, et al., 2017).
1.2.2 Esponjas

Os recifes sdo ecossistemas de grande biodiversidade encontrados em regides
tropicais, principalmente os recifes de corais e os recifes de arenito, que sdo habitados por uma
diversidade de organismos desde invertebrados como esponjas, cnidarios, moluscos,
equinodermos e ascidias até vertebrados e no Ceard sdo encontradas regides de recifes de
arenito (CASTRO; PIRES, 2001; KNOWLTON, 2001).

Os organismos que habitam essas regides estao constantemente expostos a variagao
climdtica devido as condicdoes de maré, a dessecacdo, as altas temperaturas e a elevada
competitividade por alimento e por substrato (BAKER et al., 2004). Essas condi¢des levam os
organismos a ter uma diversidade de mecanismos para conseguir sobreviver, mecanismos 0s
quais envolvem producdo de moléculas com um alto potencial biotecnolégico (McCOOK;

JOMPA; DIAZ-PULIDO, 2001; PALMER; MODI; MYDLARZ, 2009).

! Montagem de imagens coletadas dos sites: (A) http://www.marinespecies.org; (B) https:// www.seaweed.ie; (C)
https://marineforests.com.
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Esponjas marinhas (FIGURA 4) sdo animais sésseis que apresentam uma variedade
de microrganismos a elas associados. Estima-se que de 40 a 60 % da biomassa desse organismo
corresponda a comunidades microbianas (HILL, 2004). Por ndo apresentarem mobilidade, as
esponjas se alimentam por meio de filtracdo e, ao bombearem grandes volumes de dgua para
seu interior, por meio do sistema aquifero, elas captam também as bactérias na dgua ao redor,

e, consequentemente, essas bactérias podem passar a fazer parte da microbiota desse organismo.

Figura 4 — Exemplos de esponjas marinhas.

Fonte: Compilagio do autor.> A — Aplysina fulva; B — Tedania ignis; C — Topsentia
ophiraphidites.

As esponjas estdo constantemente expostas a situacdes potencialmente nocivas.
Para evitar a predacdo, os microrganismos associados exercem um papel de defesa quimica,
através da producdo de metabdlitos secunddrios e toxinas (AYDOS, 2016). Alguns destes
organismos aqudticos ja foram estudados quanto as propriedades de suas moléculas em possuir
atividades como antibacterianas, imunomoduladoras, antiftingicas, anti-inflamatodrias,

anticancerigenas, antimicrobianas, neuroprotetoras, analgésicas e antimaldricas (MALVE,

2016).

2 Montagem de imagens coletadas dos sites: (A) https://spongeguide.uncw.edu; (B) https://www.istockphoto.com;
(O) https://spongeguide.uncw.edu.



16

2 Objetivo principal

O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial antibacteriano de extratos preparados

a partir de organismos marinhos coletados no litoral do Ceara.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antibacteriana de extratos aquosos preparados a partir de
organismos marinhos;

e Avaliar a atividade antibacteriana de extratos organicos preparados a partir de
organismos marinhos com acetonitrila a 50%;

e Comparar os efeitos de extratos aquosos e organicos frente a trés espécies de

bactérias.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta dos organismos marinhos

As macroalgas e as esponjas marinhas foram coletadas nas praias do Pacheco e
Paracuru, no litoral cearense. Além disso, foram realizadas coletas por meio de mergulho
autdonomo no Parque da Pedra da Risca do Meio, em Fortaleza.

O material bioldgico foi cuidadosamente extraido do substrato rochoso com auxilio
de instrumentos cortantes para que as caracteristicas morfolégicas nao fossem alteradas e para
que o trabalho de identificacdo das espécies ndo fosse prejudicado. Os organismos coletados
(TABELAS 1, 2, 3) foram acondicionados individualmente em tubos plasticos e mantidos
resfriados em uma caixa de isopor até que fossem transportados para o Laboratério de
Biotecnologia Marinha (BioMar-Lab) no Departamento de Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceara.

Todas as coletas foram autorizadas e certificadas pela instituicdo ambiental
responsavel SISBIO (Sistema de Autorizacdo e Informa¢do em Biodiversidade, ID: 33913-8).
Em laboratoério, as algas foram identificadas através do uso de chaves dicotomicas e as esponjas

identificadas junto ao Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Pernambuco.

Tabela 1 — Organismos marinhos coletados da Praia do Pacheco, Ceard. (Continua).

Tipo de Organismo \ Filo ou Ordem \ Espécies
Didemnum galacteum
Didemnum ligulum
Dictyoceratida Ircinia felix
Amphimedon viridis
Haliclona implexiformis
Verongiida Aplysina fulva
Caulerpa cupressoides
Caulerpa prolifera
Caulerpa racemosa
Caulerpa sertularioides
Ulva fasciata
Ulva lactuca
Dictyopteris delicatula
Lobophora variegata
Amansia multifida
Rhodophyta Botryocladia occidentalis
Cryptonemia crenulata

Ascidias Aplousobranchia

Esponjas
Marinhas

Haplosclerida

Chlorophyta

Macroalgas
Marinhas

Phaeophyta
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Tabela 1 — Organismos marinhos coletados na Praia do Pacheco, Ceard (Continuacao).

Tipo de Organismo | Filo ou Ordem | Espécies

Cryptonemia sp.

Gracilaria domingensis

Gracilariopsis sjoestedtii

Macroalgas Halymenia sp.

Rhodophyta

Marinhas Hypnea musciformis

Osmundaria obtusiloba

Pterocladiella capillacea

Solieria filiformis

Fonte: Préprio autor.

Tabela 2 — Organismos marinhos coletados na Praia de Paracuru, Cear4.

Tipo de Organismo \ Filo ou Ordem \ Espécies
Chondrillida Chondrilla caribensis
Esponjas Chonalde.l qucospongta sp.
. Haplosclerida Haliclona caerulea
Marinhas - : .
Poecilosclerida Tedania ignis
Tetractinellida Cinachyrella alloclada

Anadyomene stellata
Codium isthmocladum
Chlorophyta Dictyosphaeria cavernosa
Enteromorpha prolifera
Valonia aegagropila
Dictyota dichotoma
Dictyota mertensii

Phaeophyta Padina gymnospora

Sargassum vulgare
Macroalgas Spatoglossum schroederi
Marinhas Acanthophora spicifera

Bryothamnion seaforthii
Bryothamnion triguetum
Digenea simplex
Gelidiella acerosa
Gracilaria ferox
Gracilaria ramosissima
Gracilaria wrightii
Meristiella echinocarpum
Ochtodes seundiramea

Rhodophyta

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 3 — Organismos marinhos coletados no Parque da Pedra da Risca do Meio, Ceard.

Tipo de Organismo \ Filo ou Ordem \ Espécies
Agelasida Agelas sp.
Dictyoceratida Ircinia strobilina
Amphimedon compressa
Haplosclerida Callyspongia vaginalis

Niphates erecta
Clathria nicoleae

Poecilosclerida
Esponias Mycale sp.
PO .. Pseudosuberites sp.
Marinhas Suberitida . . T
Topsentia ophiraphidites
Tetractinellida Erylus J IO
Geodia sp.
Aiolochroia crassa
Verongiida Aplysina cauliformis

Aplysina fistularis
Aplysina lactuca

Fonte: Préprio autor.

3.2 Extracao do material biologico

3.2.1 Extracdo aquosa

Esponjas e macroalgas marinhas foram maceradas em almofariz com nitrogénio
liquido até a formacdo de um po fino. O tecido macerado foi utilizado para extracdo de
moléculas em dgua destilada na proporcao 1:3 (peso/volume) para macroalgas e 1:2 para
esponjas. Os extratos brutos liquidos transferidos para tubos plésticos de 15 mL.

O extrato liquido foi submetido a agitacdo a 170 rpm por um periodo 4 horas com
0 objetivo de extrair uma maior quantidade de moléculas e, apds a extracdo, os tubos foram
submetidos a centrifugacdo a 9000 xg durante 15 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos
para novos tubos e mantidos em freezer a -20°C até uso posterior nos testes antibacterianos.

Uma aliquota de 1 mL foi separada para processo de liofilizacdo. O material seco
foi solubilizado em dgua deionizada, até atingir a concentragio de 50 mg.mL™!, para utilizacio
nos testes antibacterianos, a fim de comparar os efeitos do aumento da concentra¢do sobre o
tamanho dos halos de inibicdo. A utilizacdo dos tecidos de organismos marinhos para
exploracgdo cientifica é autorizada e certificada pela instituicdo ambiental responsavel SISGEN
(Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado, ID: AC14AF9, A9DISEA, A1792FE, AC71058, A625FEE).
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3.2.2 Extracdo orgdnica

Esponjas e macroalgas marinhas foram maceradas em almofariz utilizando
nitrogénio liquido até a formacdo de um po fino. Para a extracdo das moléculas foi utilizada
acetonitrila a 50% na proporc¢ao 1:3 (peso/volume) para as macroalgas e 1:2 para as esponjas.

Os extratos brutos foram submetidos a agitacdo constante a 170 rpm durante 4
horas. Dos extratos brutos foram aliquotados 2 mL para processo de remog¢ao da acetonitrila e
concentracdo das amostras através de evaporacdo em centrifuga concentradora a vécuo
(Labconco, MO, EUA) a 35°C, por aproximadamente 2 horas. Os extratos organicos foram

transferidos para tubos novos e armazenados em freezer a -20 °C até uso posterior.

3.3 Ativacao das bactérias

Previamente ao ensaio antibiograma, realizou-se a ativagdo das bactérias. As cepas
utilizadas foram Escherichia coli ATCC 11303, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, obtidas junto ao Laboratério Integrado de
Biomoléculas (LIBS), no Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do
Ceara.

Com auxilio de alcas pldasticas descartdveis, colOnias bacterianas isoladas foram
selecionadas a partir de cultivos em placas de Petri, contendo dgar TSA (Sigma Aldrich, MO,
EUA). As colodnias foram imersas, sob leve agitagdo, em tubos de ensaio contendo cerca de 15
mL de meio Tryptic Soy Broth (TSB, Sigma Aldrich, MO, EUA), um meio de cultura liquido
propicio para o crescimento das cepas utilizadas.

Todo o procedimento foi realizado dentro de uma cabine bacterioldgica (Airstream
ESCO, PA, EUA) para evitar contaminagdo dos materiais, meios de cultura e bactérias. Os
tubos de ensaio foram levados para uma incubadora (Panasonic, EUA) onde permaneceram por

cerca de 18 horas a uma temperatura média de 37 °C.

3.4 Ensaio antibiograma

A concentragdo das bactérias foi ajustada para 2 x 10% células.mL!, na escala 0,5
de McFarland, pelo método de diluicdo utilizando espectrofotdometro para calcular a
absorbancia a um comprimento de onda de 620 nm, de acordo com as curvas de calibracao

determinada para cada cepa. Apds o ajuste da densidade 6ptica, 100 uLL das bactérias foram
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aplicados em placas de Petri contendo agar TSA (Sigma Aldrich, MO, USA) por método de
spread-plate ou espalhamento.

Os testes foram realizados em triplicata seguindo os métodos recomendados pelo
NCCLS para testes de sensibilidade por disco-difusdo da 8* edicdo com pequenas modificagcdes
(NCCLS, 2003).

As amostras e controles negativos foram mantidos em luz ultravioleta por 15
minutos para eliminacdo de qualquer contaminante. Sete discos virgens e estéreis foram
colocados na superficie da placa de 4gar semeada com as bactérias ja ajustadas. Em cada disco
foram aplicados 10 pL das amostras de extratos incubadas em radiacao ultravioleta.

Aliquotas de agua destilada e de acetonitrila a 50% evaporada na centrifuga
concentradora a vicuo foram consideradas como controles negativos, sendo aplicados 10 pLL
em disco estéril. O antibiético ampicilina (10 mg.mL™!) foi utilizado como controle positivo, no
volume de 5 uLL em disco estéril para a concentragdo final de 50 pg.

As placas com os discos foram incubadas em estufa a 37°C por 20 h, para posterior
avaliacdo do tamanho do halo de inibi¢do. Os didmetros dos halos de inibi¢do foram
mensurados utilizando uma régua milimetrada, incluindo o didmetro do disco. Os halos de
inibicdo foram avaliados como fracos (7 a 11 mm), moderados (12 a 16 mm) ou fortes (maiores

que 16 mm), conforme Monks et al. (2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes antibacterianos de extratos aquosos € organicos estao
expressos nas Tabelas 4, 5 e 6. Dos 65 organismos marinhos coletados, 09 extratos aquosos de
esponjas exibiram atividade contra pelo menos uma das cepas analisadas e 18 extratos
organicos, de 07 macroalgas e de 11 esponjas, exibiram atividade contra pelo menos uma das
cepas analisadas. Tanto os extratos aquosos como 0s extratos organicos foram mais eficazes

contra as bactérias gram-positivas.

Tabela 4 — Resultado do ensaio antibiograma por disco-difusdo dos extratos aquosos de
organismos marinhos — tamanho médio dos halos de inibi¢do, em milimetros.

. Concentracao Cepas bacterianas
Tipo de ‘.
Oreanismo Espécie da amostra E coli S aur S.
& (mg.mL") - eon - aureus epidermidis
Amphimedom 75 08 0% 08
compressa
Aplysina
fistularis 7.9 10 ) 12
Aplysina 17,9 10 - 12
fulva
Aplysina 15 i ) 10
lactuca
Esponjas Ircinia
Marinhas felix 20,3 ] ] 08
Mycale 53 : 08 08
sp.
Pseudosuberites 15 10 ) 12
sp.
Tedania 53 : 14 10
ignis
Topsentia
ophiraphidites 22,5 ] 14 10
Controle 1 bicilina 10 20 22 23
Positivo
Controle ¢ .
Negativo Agua destilada - - - -

Fonte: Préprio autor. No disco foi usado 5 uL de ampicilina (50 pg) e 10 uL das amostras e do controle negativo.

Em testes padronizando a concentracio dos extratos aquosos em 50 mg.mL!
(TABELA 5) obteve-se um aumento significativo no tamanho do halo de inibicdo em
comparagdo ao teste anterior, principalmente contra a bactéria Staphylococcus aureus, das
esponjas Aplysina fistularis, Aplysina fulva, Aplysina lactuca, Pseudosuberites sp. e Topsentia

ophiraphidites.
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Além disso, fora observado um aumento do tamanho do halo de inibicdo de
Pseudosuberites sp. contra E. coli. Contudo, houve redugdo da atividade inibitéria de Tedania
ignis sobre S. aureus, além de perda de atividade de quase todas as amostras contra S.

epidermidis.

Tabela 5 — Resultado do ensaio antibiograma por disco-difusdo dos extratos aquosos de
organismos marinhos — tamanho médio dos halos de inibicao, em milimetros.

. Concentragao Cepas bacterianas
Tipo de o
Oreanismo Espécie da amostra E coli S aur S.
& (mg.mL'l) - con - dureus epidermidis
Amphimedom 50 08 09 08
compressa
Aplysina 50 10 14 ;
fistularis
Aplysina 50 09 11 ;
fulva
Aplysina 50 i 08 ]
lactuca
Esponjas Ircinia
Marinhas felix >0 ] 09 i
Mycale 50 07 09 08
sp.
Pseudosuberites 50 15 13 i
sp.
Tedania 50 : 1 :
ignis
Topsentia
ophiraphidites >0 ) 16 09
Controle —, // micilina 10 20 22 23
Positivo
Controle ¢ .
Negativo Agua destilada - - - -

Fonte: Préprio autor. No disco foi usado 5 pL de ampicilina (50 pg) e 10 pL das amostras (500 ug) e do controle
negativo.

Nos ensaios antibiogramas utilizando extratos organicos (TABELA 6) se observa
atividade inibitdria de macroalgas contra S. aureus e S. epidermidis, principalmente o extrato
de Amansia multifida, que exibiu um halo bastante expressivo de 24 milimetros contra S.
aureus.

Em relagdo as esponjas marinhas, o género Aplysina concentrou a maior parte dos
resultados positivos contra todas as cepas, com halos de inibi¢ao variando de 08 a 23 milimetros

de didmetro. Mycale sp. e T. ophiraphidites também apresentaram aumento significativo no
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tamanho de seus halos em comparacdo com os testes utilizando extratos aquosos. O extrato
organico de Pseudosuberites sp. ndo exibiu atividade contra S. aureus.
Nenhum dos controles negativos utilizados exibiu halos de inibi¢do. A formacao

dos halos de algumas amostras pode ser observada nas Figuras 5 e 6.

Tabela 6 — Resultado do ensaio antibiograma por disco-difusdo dos extratos orginicos de
organismos marinhos — tamanho médio dos halos de inibicao, em milimetros. (Continua).

. Concentragdo Cepas bacterianas
Tipo de ‘o
Oreanismo Espécie da amostra E coli S aur S.
& (mg.mL™) - colt - aureus epidermidis
Aiolochroia 03 ) 10 )
crassa
Amphimedon 19 0% 11 08
compressa
Aplysina 14 14 12 .
cauliformes
Aplysina 03 14 16 -
fistularis
Aplysina 22 17 23 18
fulva
Esponjas Aplysina
Marinhas lactuca 10 16 19 08
Erylus 15 i i 15
formosus
Ircinia
Felix 10 - 10 08
Mycale 18 17 23 18
sp.
Pseudosuberites 16 18 i 07
sp.
Topsentia
ophiraphidites 12 i 18 14
Amansia
multifida 23 . 24 ]
Dictyota
dichotoma 09 i 08 ]
Macrpalgas chlyotc‘z. 16 ) 08 09
Marinhas mertensii
Gracz.lai"la 05 ) 09 09
ramosissima
Gracilariopsis 19 ) i 09

sp.



25

Tabela 6 — Resultado do ensaio antibiograma por disco-difusao dos extratos organicos de
organismos marinhos — tamanho médio dos halos de inibi¢do, em milimetros. (Continuacao).

. Concentracao Cepas bacterianas
Tipo de L .
Organismo Especie da amostra E. coli S. aureus S
(mg.mL™") : : epidermidis
Sargassum
Macroalgas vulgare 18 ] 1 .
Marinhas Valoma. 01 ) 12 )
aegagropila
Controle Ampicilina 10 20 22 23
Positivo
Controle Acetonitrila i i ) )
Negativo evaporada

Fonte: Préprio autor. No disco foi usado 5 uLL de ampicilina (50 pg) e 10 pL das amostras e do controle negativo.

Figura 5 — Resultado do ensaio antibiograma por disco-difusdo dos extratos aquosos de
organismos marinhos em diferentes concentragcdes contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis.

Y S

Fonte: Préprio autor. Legenda: A a D: Escherichia coli; E a H: Staphylococcus aureus; 1 a L: S. epidermidis. Setas
vermelhas apontando halo de inibi¢do da Ampicilina (50 ug). Setas brancas apontando os halos de inibi¢cdo: A —
Aplysina fistularis; B — Aplysina fulva; Pseudosuberites sp.; C — Amphimedon compressa; E — Tedania ignis; F —
Ircinia felix; G — Aplysina fulva; Mycale sp.; Topsentia ophiraphidites; 1 — Aplysina fistularis; J — Tedania ignis;
K - Aplysina lactuca; L — Aplysina fulva; Mycale sp.; Topsentia ophiraphidites; Pseudosuberites sp.
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Figura 6 — Resultado do ensaio antibiograma por disco-difusdo dos extratos organicos de
organismos marinhos em diferentes concentragdes contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus € Staphylococcus epidermidis.

v J
" 4 ) 8 4 :
CERS I P N
N <

Fonte: Préprio autor. Legenda: A a E: Escherichia coli; F a J: Staphylococcus aureus; K e L: S. epidermidis.
Setas vermelhas apontando Ampicilina (50 pg). Setas brancas apontando os maiores halos de inibi¢do. A —
Aplysina fulva; B — Mycale sp.; Aplysina fistularis; C — Aplysina cauliformes; Pseudosuberites sp.; E —
Aplysina lactuca; G — Amansia multifida; Dictyota mertensii; Dictyota dichotoma; Sargassum vulgare;
Gracilaria ramosissima; Valonia aegagropila; Aplysina fulva; H — Topsentia ophiraphidites; Ircinia felix;
Aplysina lactuca; 1 — Aiolochroia crassa; Mycale sp.; Aplysina fistularis; Aplysina cauliformes; J — Aplysina
Sfulva; K — Mycale sp.; Topsentia ophiraphidites; Aplysina lactuca; L — Aplysina fulva; Erylus formosus.

Tanto os extratos aquosos como os organicos foram mais eficazes contra as
bactérias gram-positivas. Cepas gram-positivas possuem uma parede celular menos complexa
em relacdo as gram-negativas, composta em sua maioria por dcido teicoico e peptideoglicanos
(ABCMED, 2014). A membrana celular das bactérias gram-negativas € composta por uma
variedade de compostos, como fosfolipideos, lipopolissacarideos, lipoproteinas e porinas, que
dificultam a entrada e acdo de antibidticos ou moléculas com propriedades antibacterianas
(BARBOSA, 2020). A permeabilidade limitada é decorrente da alteracdo das porinas
especificas, que impede a eficicia de um medicamento sobre 0s microrganismos gram-

negativos (ANVISA, 2007).
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O extrato organico de Gracilariopsis sp. apresentou atividade inibitdria fraca
apenas contra S. epidermidis. Em trabalho de Stabili et al. (2010) o extrato lipidico de
Gracilariopsis longissima exibiu atividade satisfatoria contra diversas cepas de Vibrio, sendo o
acido palmitico o 4cido graxo predominante no extrato e, provavelmente, o responsavel pela
atividade inibitoria.

Posteriormente, Cavallo et al. (2013) realizaram um estudo semelhante e
observaram que o extrato lipidico de G. longissima foi eficaz contra muitas cepas de Vibrio
patogénicas, reforcando que extratos de algas marinhas sdo fontes ricas em compostos
antibacterianos.

A macroalga vermelha Amansia multifida exibiu uma atividade forte contra S.
aureus, com halo de 24 milimetros. Lima-Filho et al. (2002) observaram que o extrato lipidico
de A. multifida inibiu o crescimento de diversas cepas gram-negativas e gram-positivas, como
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae e S. aureus, com diametros de halo variando entre
14 e 18 milimetros. Os autores concluem que esta ampla atividade pode estar relacionada com
a presenca de dcidos graxos, dcidos organicos e compostos fendlicos especificos ou pela acao
conjunta dos trés.

As macroalgas pardas Dictyota mertensii e Dictyota dichotoma exibiram atividades
fracas contra as cepas de S. aureus e S. epidermidis, com halos de 08 a 09 milimetros de
didmetro. Taskin et al. (2007) analisaram seis extratos metandlicos de algas marinhas e
observaram que o extrato de D. dichotoma exibiu um didmetro de halo de 10 milimetros contra
S. aureus, valor préximo ao encontrado neste trabalho.

Al-Saif et al. (2014) avaliaram o potencial antibacteriano de extratos de algas
marinhas e observaram que o extrato etandlico de Dictyota ciliolata apresentou halos
moderados contra E. coli e S. aureus. Os autores também sugerem que a forte atividade
inibitdria se deve a grande presenga de 4cido palmitico nos extratos algais. Além disso, Suzuki,
Yamada e Kurata (2002) indicam que algas da ordem Dictyotales sdo produtoras de compostos
bioativos especificos, os dictyterpenoides, relacionados ao controle da herbivoria, e que este
composto também pode estar relacionado a atividade antibacteriana.

Os extratos aquosos de Sargassum vulgare ndo apresentaram halos de inibi¢ao
contra as cepas testadas. O extrato organico, no entanto, exibiu atividade moderada contra S.
aureus, com diametro de halo de 11 milimetros. Rani et al. (2016) analisaram a atividade
antibacteriana de diferentes espécies de algas pardas e observaram que os extratos organicos de
Sargassum wightii e de Sargassum oligocystum exibiram atividade moderada contra S. aureus,

com didmetros de halo em torno 10 milimetros. Os autores sugerem que a atividade
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antimicrobiana observada nos extratos organicos se deve a produgcdo de compostos como
polissacarideos, dcidos graxos, lectinas, polissulfetos ciclicos e compostos halogenados, ou de
sua atuacao conjunta.

O extrato organico de Gracilaria ramosissima exibiu atividade fraca contra S.
aureus e S. epidermidis. Albuquerque, Campos-Takaki e Koening (1983) observaram que o
extrato etanolico de Gracilaria debilis apresentou atividade inibitdria contra S. aureus. Perez
et al. (1990) também observaram que o extrato etandlico de Gracilaria cervicornis exibiu
atividade inibitéria contra S. aureus, numa concentracio de 5 mg.mL!. Segundo Capillo et al.
(2018), a ordem Gracilariales é reconhecida como fonte de diversos compostos bioativos, como
acidos graxos, esteroides, compostos fendlicos e outros, € que podem apresentar atividade
antibacteriana, principalmente contra bactérias gram-positivas.

A esponja Erylus formosus apresentou atividade inibitéria moderada contra S.
epidermidis, com diametro de halo de 15 milimetros. Graca et al. (2013) estudaram a
composi¢ao de bactérias heterotréficas associadas a Erylus discophorus e verificaram que cerca
de 66 bactérias isoladas desta esponja apresentaram metabdlitos antimicrobianos eficazes
contra Bacillus subtilis, S. aureus resistente a meticilina (MRSA), Vibrio harveyi e Aliivibrio
fischeri. Em estudo posterior, Graga et al. (2015) observaram que cerca de 57 de 83 bactérias
heterotroficas isoladas da espécie Erylus deficiens apresentavam atividade antifungica contra
Candida albicans e atividade antimicrobiana contra Vibrio anguillarum.

Os extratos aquosos € o extrato organico da esponja Amphimedon compressa
apresentaram leve atividade contra todas as cepas utilizadas no ensaio, com didmetro de halo
de inibicdo em torno de oito milimetros, equivalente a 50 mm2. Em estudo publicado por
Newbold et al. (1999) verificou-se que extratos organicos desta espécie apresentaram atividade
antibacteriana contra cepas de origem marinha ou presentes neste ambiente, como Bacillus sp.,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus, Listonella anguillarum e Deleya marina, com
halos de inibi¢@o variando entre 50 e 100 mm?.

Kelly et al. (2003) elaboraram um estudo sobre o efeito de extratos brutos de
esponjas marinhas caribenhas sobre a aderéncia bacteriana de uma cepa de Vibrio harveyi e
observaram que o extrato metandlico de A. compressa inibia fracamente essa aderéncia,
enquanto a amphitoxina e a halitoxina, dois compostos isolados de A. compressa, inibiam a
aderéncia, mas nao o crescimento bacteriano.

Um composto bioativo chamado ciclosteletamina isolado da esponja A. compressa
foi considerado como importante precursor dos alcaldides do tipo manzamina. O composto

exibiu potentes atividades antibacterianas e antifiingicas contra varios microrganismos, dentre
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eles as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (XU;
SUN; YAN, 2007).

Newbold et al. (1999) ressaltaram que, em geral, esponjas caribenhas, como a A.
compressa, ndo apresentam amplo espectro de atividade antibacteriana e que esta espécie
aparenta ser uma das excecdes a esta regra, podendo este fator estar relacionado com a
coexisténcia de bactérias no tecido esponjoso e influenciar na produgcdo de metabdlitos
secunddrios.

No litoral cearense um estudo avaliou a atividade citotéxica e antimicrobiana de
extratos hidrometandlicos de esponjas marinhas (JIMENEZ et al., 2004). O extrato da espécie
Amphimedon sp. foi o mais ativo dentre os testados, com uma Concentracao Inibitoéria Minima
(CIM) de 0,15 mg.mL' contra o crescimento das bactérias Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, enquanto a CIM da esponja Tedania ignis foi superior a 20 mg.mL"
! em todas as bactérias testadas.

Monks et al. (2002) também estudaram a atividade antimicrobiana dos extratos
aquoso e organico de 7. ignis coletada no litoral sul do Brasil sobre as bactérias E. coli, S.
aureus, S. epidermidis, B. subtilis € Micrococcus luteus, contudo ambos os extratos testaram
negativo para todas as cepas utilizadas. Contudo, no presente trabalho, o extrato aquoso de 7.
ignis exibiu atividade forte contra S. aureus, com halo de inibi¢cao de 14 milimetros, e moderada
contra S. epidermidis, com halo de inibi¢cdo de 10 milimetros. Ao ter a amostra liofilizada e
concentrada, o extrato da 7. ignis perdeu boa parte de sua atividade contra as bactérias e em
extrato organico nao exibiu halo de inibi¢do. A perda da atividade pode ter ocorrido por
desnaturacdo/inativacdo de alguma molécula apéds liofilizagdo ou saturagdo e agregacio da
molécula em alta concentracdo ndo ficando em solucdo apds centrifugacdo para o teste
antibiograma.

Ja o extrato aquoso de Aplysina fistularis em baixa concentracao, exibiu atividade
fraca contra E. coli, moderada contra S. epidermidis e nenhuma atividade contra S. aureus.
Quando os extratos foram concentrados, 0os mesmos apresentaram acentuada capacidade
inibitéria contra E. coli e S. aureus, mas o extrato aquoso perdeu atividade contra S.
epidermidis. Esses resultados podem indicar moléculas diferentes com atividade antibacteriana
para E. coli, S. aureus e S. epidermidis no extrato aquoso da A. fistularis.

Morales et al. (2000) testaram a atividade antibacteriana de extratos organicos de
A. fistularis contra cepas gram-positivas e gram-negativas e observaram que os extratos brutos
com acetato de etila e cloroférmio, além dos fracionamentos, foram eficazes para inibir o

crescimento de cepas de E. coli e S. aureus. As mesmas espécies utilizadas nesse trabalho para
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extrato organico com acetonitrila também apresentaram atividade antibacteriana para ambas as
cepas. Os autores ressaltam ainda que os metabdlitos secunddrios de A. fistularis possuem
amplo espectro de atividade antibacteriana.

No presente trabalho, o extrato aquoso de Aplysina fulva (17,9 mg.mL™') exibiu
atividade antibacteriana moderada contra cepas de E. coli e S. epidermidis, com didmetro de
halos de 10 e 12 milimetros, respectivamente. O extrato aquoso concentrado de A. fulva exibiu
atividade antibacteriana moderada contra S. aureus além da E. coli, mas perdeu sua atividade
inibitdria contra S. epidermidis.

O extrato organico de A. fulva apresentou halos de inibicao fortes contra as trés
cepas testadas, o que pode indicar a existéncia de moléculas menores com propriedades
antibacterianas que s6 podem ser extraidas através desse método. Carneiro et al. (2019)
isolaram uma lectina da esponja Aplysina fulva (AFL) que exibiu alta atividade antibiofilme
contra cepas de S. epidermidis e E. coli e também reduziu o biofilme de S. aureus. Entretanto,
AFL ndo inibiu o crescimento das células planctdnicas gram-positivas e gram-negativas
testadas.

A perda de atividade contra S. epidermidis em esponjas do género Aplysina pode
estar relacionada com o procedimento de liofilizacdo das amostras, processo que pode ter
desnaturado alguma molécula com propriedades antibacterianas ou que a alta concentracao
pode ter favorecido a agregacdo perdendo a molécula da solugdo. Além disso, pode indicar que
moléculas diferentes podem ter a atividade antibacteriana para E. coli, S. aureus e S.
epidermidis nos extratos aquosos das espécies de Aplysina.

As atividades dos extratos aquosos e organico de Ircinia felix foram fracas, com
halos de inibi¢do variando entre 08 e 10 milimetros contra as cepas gram-positivas. Gomez-
Guinan et al. (2003) isolaram fungos do género Penicillium de I felix e em ensaios
antibacterianos por disco-difusdo verificaram que o extrato organico, com acetato de etila, dos
fungos isolados inibiu o crescimento das bactérias S. aureus e S. epidermidis, com diametros
de halo superiores a 20 milimetros.

Esponjas marinhas do género [Ircinia sdo conhecidas por produzir um odor
sulfuroso quando manuseadas (BERGQUIST, 1978) e sdo amplamente estudadas quanto a
producdo de furanoesterterpenos e furanoterpenos bioativos (BERGQUIST; WELLS, 1983;
ALFANO et al., 1979; BIFULCO et al., 1995). Estudos de Martinez et al. (1997) revelaram
que o extrato organico da esponja /1. felix ¢ uma fonte de furanoesterterpenos, que apresentam

propriedades antimicrobianas, analgésicas, citotoxicas e antitumorais.



31

Duque et al. (2001) estudaram pela primeira vez os constituintes volateis de 1. felix
e seu papel na prote¢do contra agentes patogénicos. A extracdo dos compostos voldteis
tiobismetano, metil isocianeto e metil isotiocianato mostraram atividade antibacteriana
moderada contra Pseudomonas aeruginosa, M. luteus e S. aureus. Quintana et al. (2015)
sugerem que o extrato de 1. felix também € uma fonte promissora de compostos inibidores de
quorum sensing (QSI). Quorum sensing (QS) se refere a capacidade que as bactérias possuem
de se comunicar e expressar genes na presenca de um grande ndimero de bactérias, regulando a
formacdo de biofilmes, a expressdo de fatores de viruléncia e a esporulacio (MILLER;
BASSLER, 2001).

No presente trabalho os extratos aquosos de Mycale sp. inibiram fracamente as
cepas bacterianas testadas, com halos de inibi¢do variando entre 07 e 08 milimetros. Contudo,
o extrato organico da mesma esponja exibiu atividade fortissima contra todas as bactérias
utilizadas, com halos de inibicao variando entre 17 e 23 milimetros. As fun¢des ecoldgicas dos
produtos naturais encontrados em esponjas, tal como no género Mycale, sio muito
diversificadas.

Doshida et al. (1996) isolaram o composto exofilina A da esponja Mycale
adhaerens, um &cido dihidroxidecanoico, que foi ativo contra diversas bactérias Gram-
positivas, entre elas S. aureus. Exofilina A é produzida por um microrganismo, Exophiala
pisciphila, que esta associado a esponja. Em 2009, Marinho e? al. isolaram uma nova linhagem
da bactéria Pseudomonas putida a partir da esponja Mycale microsigmatosa, produtora de uma
potente substancia antimicrobiana ativa contra bactérias multirresistentes.

Fungos marinhos também podem estar associados as esponjas e oferecer protecdao
contra predadores e outros microrganismos. Testes realizados por Scopel (2012) permitiram o
isolamento de um composto produzido por um fungo associado a esponja Mycale
magnirhaphidifera com atividade antibiofilme de S. epidermidis. Reppso et al. (2016)
concluiram que a espécie Mycale angulosa apresenta estratégia de defesa quimica bastante
eficaz contra caranguejos e peixes diversos. Segundo o autor, contudo, mesmo com ampla
distribuicdo geogréfica, o género € pouco estudado quanto a presenga de produtos naturais.

Os extratos aquosos e organico de Pseudosuberites sp. foram mais eficazes contra
E. coli, com diametros de halo variando entre 10 e 18 milimetros e apenas o extrato aquoso
concentrado da esponja apresentou forte inibi¢do contra S. aureus. Thirunavukkarasu et al.
(2011) isolaram diversas espécies de fungos da esponja marinha Pseudosuberites andrewi. O
fungo Drechslera sp. isolado da esponja exibiu leve atividade antibacteriana contra uma cepa

de S. aureus.
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Nos testes realizados, as amostras de Topsentia ophiraphidites ndo inibiram o
crescimento de E. coli. Contudo, ensaios de concentracao inibitéria minima (CIM) realizados
por Sepcic¢ et al. (2010) apresentaram resultados positivos contra E. coli, onde o extrato aquoso
nio aquecido exibiu uma CIM de 50 pg.mL™! e o extrato aquoso aquecido exibiu uma CIM de
5.420 pg.mL!, sugerindo a presenca de um provdvel composto antibacteriano de natureza
proteica.

Os extratos aquosos e organico de 7. ophiraphidites exibiram atividades
satisfatorias contra cepas de S. aureus e S. epidermidis, com halos de inibi¢ao variando entre
10 e 18 milimetros. Em estudo publicado por Liu et al. (2017), o fracionamento do extrato da
esponja marinha Topsentia sp. levou ao isolamento de dois novos compostos, tulongicina A e
dihidrospongotina C, que mostraram forte atividade antimicrobiana contra cepas de S. aureus,
corroborando os resultados obtidos.

As esponjas do género Topsentia sao fontes reconhecidas de esteroides com ampla
abrangéncia de bioatividades (GUNASEKERA et al., 1994). Fusetani, Matsunaga e Konosu
(1981) isolaram o composto trissulfato de halistanol A da esponja Halichondria cf. moorei, que
inibiu o crescimento de fungos e de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas. O mesmo
trissulfato de halistanol A foi isolado da esponja T. ophiraphidites (KOSSUGA et al., 2007),
através de extracdo organica.

As informacdes reunidas podem sugerir a existéncia de microrganismos, associados
as esponjas e as macroalgas marinhas que siao produtores de compostos antibacterianos eficazes
contra as cepas trabalhadas neste estudo, bem como a producao de compostos bioativos pelos
proprios organismos marinhos, em resposta a presencga de bactérias patogénicas no meio ou em
resposta a predacao.

Além disso, os resultados obtidos também sugerem a presenca de moléculas
menores com propriedades antibacterianas que sdo eficientemente obtidas através de extracdo
orgdnica em comparacdo a extragdo aquosa. Outra hipétese que deve ser levada em
consideracdo é que o organismo produza algum composto ou metabdlito bioativo, mas que
esteja bastante diluido no extrato bruto, tornando ineficaz a atividade antibacteriana, sendo
necessarios estudos de melhores métodos de extragao.

Quintana et al. (2015) ressaltam que os organismos marinhos representam uma
fonte promissora de moléculas que podem atuar como compostos antipatogé€nicos contra

bactérias resistentes a antibidticos, que representam um sério perigo para a saide humana.
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5 CONCLUSAO

As esponjas do género Aplysina, Mycale sp., Pseudosuberites sp. e Topsentia
ophiraphidites foram as que apresentaram os resultados mais satisfatorios, especialmente em
extrato organico. Dentre as macroalgas apenas Amansia multifida apresentou atividade
inibitdria forte contra alguma das bactérias.

Ha indicios que sugerem a presenc¢a de mais de uma molécula ativa contra alguma
das cepas testadas nos extratos aquosos. Os extratos organicos foram os mais eficientes na
extracdo de moléculas e metabdlitos dos tecidos bioldgicos, tanto de esponjas quanto das
macroalgas. Ambos 0s extratos aquosos e organicos foram mais eficazes sobre as cepas
bacterianas gram-positivas.

Estudos futuros serdo realizados para encontrar e isolar os possiveis compostos ou

moléculas com atividade antibacteriana destes organismos marinhos.
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