UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAI'BA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

AMANDA SOARES COSTA

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DE UMA ESPONJA
MARINHA (Cinachyrella sp.) SOBRE PATOGENOS ORAIS

Jodo Pessoa
2017



AMANDA SOARES COSTA

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DE UMA ESPONJA
MARINHA (Cinachyrella sp.) SOBRE PATOGENOS ORAIS

Trabalho de conclusdo de curso
apresentado ao curso de graduacao
em odontologia, da universidade
federal da Paraiba em cumprimento
as exigéncias para conclusao.

Orientadora: Sabrina Garcia de Aquino, P4s- doutora

Co-orientador: Ricardo Dias de Castro, Doutor

Joao Pessoa

2017



C837a Costa, Amanda Soares.

Atividade antimicrobiana In Vitro de uma esponja marinha ( cinachyrella sp.)

sobre patogenos orais / Amanda Soares Costa. - - Jodo Pessoa, 2017.
48f.: il. -

Orientadora: Sabrina Garcia de Aquino.
Co-orientador :Ricardo Dias de Castro
Monografia (Graduagdo) — UFPB/CCS, 2017.

1. Antimicrobianos. 2. Esponjas Marinhas . 3. Cinachyrella.

BS/CCS/UFPB CDU: 616.31-002 (043.2)




AMANDA SOARES COSTA

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA /N VITRO DE UMA ESPONJA
MARINHA (Cinachyrella sp.) SOBRE PATOGENOS ORAIS

Trabalho de conclusdo de
curso apresentado ao curso de
graduagdo em odontologia, da
universidade federal da
Paraiba em cumprimento as
exigéncias para conclusao.

Trabalho de conclusio de curso aprovadoem Q4 / Q6 /2017

Sabrina Garcia de Aquino, Profa. P6s Doutora
Orientadora — UFPB

—Ff AN

@W/ Q/

André Ulisses Dantas Batista, Prof. Doutor
minador — UFPB

2342 \}l’ 4. N C ool

oly Ff” Freire Abilio de Castro Profa Doutora
Examinador - UFPB



Dedico,

A minha mae, Neuraide Ramos Soares,
por ser o alicerce da minha vida, pelo
amor incondicional, por ter acreditado em
mim, por me ensinar o valor dos sonhos,

da honestidade e da perseveranca.



AGRADECIMENTOS

A Deus, o meu mais fiel e profundo agradecimento. Pela saude, coragem e
determinacao para a realizacdo dos meus sonhos. Por ser o meu sustento, 0 meu
caminho e por me permitir sentir o0 Seu imenso amor dia a dia. Agradego por todas
as béncéos generosamente dadas a mim, sem a Sua presenca nao existiria vida em
mim. Agradeco, Deus, por ser o meu descanso e refagio em momentos dificeis, e
por me mostrar que esses, nada mais sdo do que matéria prima para o aprendizado,
maturidade e fortalecimento da minha feé.

A minha amada mae, aquela a quem dedico todas as minhas conquistas.
Agradeco pelo amor profundo, por acreditar em mim e nos meus sonhos, pelos
valores ensinados em atitudes, pelos conselhos sabios, por me mostrar que quando
horamos a Deus em atitudes e de coracdo, Ele sempre nos honrara em retribuicéo.
A senhora é o meu maior amor aqui na terra, € a minha luz.

A meu irmao, que me permitiu sentir um amor inexplicavel, o presente de
Deus para nés. O menino mais amado, lindo e inteligente, por quem tenho profundo
zelo. Vocé é nossa béncao.

Aos meus av0s maternos, pela extensao de tanto amor e companheirismo. O
meu respeito e admiracao por vocés serdo eternos. Agradeco por nos mostrar que
nao ha nada mais proximo de Deus que a familia.

Aos amigos que ganhei ao longo do curso. A amizade de vocés € muito
importante para mim, foi fundamental todos os dias ao longo desses anos. Que o
Senhor os abencoe.

A professora Sabrina, por ter me acolhido e orientado tdo pacientemente.
Agradeco pelo empenho e dedicacdo para a realizacdo deste trabalho. Muito do que
aprendi em Periodontia e na realizagao deste trabalho, devo a senhora. Certamente,
a senhora é um espelho para mim e para muitos.

Agradeco a todos que contribuiram para a realizacdo deste estudo. A dra.
Gisely, por ter nos cedido a esponja, ao professor Ricardo Castro por todo o apoio e
a Rebeca e Marianne, por toda a ajuda nos experimentos.

A todos, o0 meu muito obrigada!



“Vocé nunca sabe que resultados virdo da
sua acdo. Mas se vocé néo fizer nada, ndo
existirao resultados”.

(Mahatma Gandhi)



RESUMO

As infeccbes bucais mais comuns sdo a carie dentaria, a doenca periodontal e a
candidiase.  Atualmente, no mercado, estdo  disponiveis  produtos
farmacologicamente ativos para combater os microrganismos causadores dessas
patologias, no entanto, 0 aumento da resisténcia microbiana e os efeitos colaterais
indesejaveis, faz crescer a busca por produtos de origem natural. O ambiente
marinho representa uma enorme e ainda inexplorada fonte de produtos naturais,
com grade diversidade estrutural e farmacologica. Estudos voltados a essa
biodiversidade, verificaram que o representante com a maior fonte de moléculas com
potencial bioativo sdo as esponjas marinhas. Dessa forma, o presente estudo
objetivou avaliar o efeito antimicrobiano in vitro do extrato bruto etanolico (EtOH),
hidroalcéolica e cloroférmio (CHCI3) da esponja marinha Cinachyrella sp. sobre
patégenos orais. A concentragdo minima inibitéria (CIM) foi avaliada através da
técnica de microdiluicdo em placas de 96 pocos e as concentracdes fungicida
minima (CFM) e bactericida minima (CBM) por semeadura do subcultivo, sendo a
nistatina e a clorexidina utilizadas como controles positivos. Essa espécie exibiu um
potencial antifingico satisfatério em cepas de Candida albicans CBS 562, Candida
tropicalis CBS 93 e Candida Krusei CBS 593 e sobre a cepa bacteriana de
Streptococcus sanguinis, com destaque para a fase CHCI3, com CIM de 125 uL em
S. sanguinis, 156,25 pL em C. tropicalis e C. krusei e 312.5 pL em C. albicans. Este
estudo indica que as esponjas sdo uma fonte em potencial para novos compostos
antimicrobianos, entretanto mais estudos in vitro devem ser empregados, inclusive
em modelos de biofilme, que mimetizem as condi¢c6es da microbiota in vivo.

Palavras-chave: Antimicrobianos, Esponjas marinhas, Cinachyrella.



ABSTRACT

The most common oral infections are dental caries, periodontal disease and
candidiasis. Currently, pharmacologically active products are available in the market
to combat the microorganisms that cause these pathologies; however, the increase
in microbial resistance and undesirable side effects, makes the search for products of
natural origin grow. The marine environment represents an enormous and still
unexplored source of natural products, with a high structural and pharmacological
diversity. Studies on this biodiversity have verified that the representative with the
largest source of molecules with bioactive potential are the marine sponges. In this
way, the present study aimed to evaluate the in vitro antimicrobial effect of the crude
ethanolic (EtOH), hydroalcoholic and chloroform (CHCI3) extract of the Cinachyrella
sp. on oral pathogens. The minimum inhibitory concentration (MIC) was evaluated by
the microdilution technique in 96-well plates and the minimum fungicidal (CFM) and
minimal bactericidal (MBC) concentrations by sowing the subculture, with nystatin
and chlorhexidine being used as positive controls. This species exhibited a
satisfactory antifungal potential in strains of Candida albicans CBS 562, Candida
tropicalis CBS 93 and Candida Krusei CBS 593 and on the bacterial strain of
Streptococcus sanguinis, with emphasis on the CHCI3 phase, with MIC of 125 pL in
S. sanguinis, 156.25 uL in C. tropicalis and C. krusei and 312.5 yL in C. albicans.
This study indicates that sponges are a potential source for new antimicrobial
compounds, however more in vitro studies should be employed, including in biofilm
models, that mimic microbiota conditions in vivo.

Keywords: Antimicrobials, Marine sponges, Cinachyrella.
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1. INTRODUCAO

O desafio microbiano € uma realidade constante no ambiente bucal. Isso
porque, apesar de estéril ao nascimento, a cavidade bucal é imediatamente
colonizada por microrganismos do trato genital materno (DINIZ et al., 2012). Assim,
entre seis a dez horas ap0s o parto, inicia-se a colonizagdo por microrganismos
pioneiros, do género Streptococcus e no terceiro més de vida a cavidade bucal
possui uma microbiota formada principalmente por Streptococcus salivarius,
Veillonella alcalescens e Candida albicans. Entretanto, a erupcdo dos elementos
dentarios, marca o inicio da colonizacdo por Streptococcus sanguis e o0
Streptococcus mutans. Todavia, o desequilibrio no ecossistema oral pode provocar a
predominéancia de bactérias potencialmente patogénicas (PEREIRA et al., 2010;
DINIZ et al., 2012).

Entre as patologias infecciosas mais comuns da cavidade bucal se destaca a
carie dentaria, que é uma doenca progressiva, caracterizada pela destruicdo de
tecido dentario quando em meio acido e sua patogenicidade esta diretamente
relacionada ao metabolismo microbiano altamente fermentativo, destacando-se o S.
muttans junto ao Lactobacillus spp. no inicio do processo carioso em esmalte e a
participacdo do Actinomyces spp. quando a desmineralizacdo alcanca a dentina
(JARDIM; MERINO; CAMPOS, 2015).

A segunda patologia oral que mais acomete a populacdo humana € a doenca
periodontal (DP), que € uma infeccao polimicrobiana de carater inflamatério crénico,
cuja patogenicidade é marcada pelo predominio de bactérias anaerObias Gram-
negativas (CARRANZA et al., 2009). E uma doenca sitio-especifica, caracterizada
por periodos de exarcebacao e remissdo, sendo a maior parte da destruicao tecidual
resultante da desequilibrada resposta inflamatéria e imune do hospedeiro a invasao
bacteriana e seus produtos. A forma como essa doencga se manifesta clinicamente e
a sua progressao dependem do equilibrio entre agressividade dos microrganismos e
a capacidade do hospedeiro em responder a essa agressao (ALMEIDA et al., 2006).
Quando ha um desequilibrio nesse processo saude-doenca, 0s microrganismos
periodontopatogénicos passam de uma organiza¢cdo comensal para uma relacéo de

aproveitamento do hospedeiro (DINIZ et al., 2012).



12

Além das infec¢gbes bacterianas, a cavidade oral também é acometida por
infecgbes oportunistas de origem fungica. Dentre estas, a que mais acomete a
cavidade oral é a candidiase, desordem causada por levedura do género Candida,
com destaque para a C. albicans que, em individuos sadios, vivem de forma
organicamente integrada (NEVILLE et al., 2009). No entanto, a partir do surgimento
de fatores predisponentes que alterem a homeostase local, a conformacéo
leveduriforme da C. albicans, considerada in6cua, é modificada para uma forma
fusiforme e patogénica, que esta associada a invasao tecidual do hospedeiro
(ALVES et al.,, 2006). O estado imunolégico do hospedeiro (especialmente em
quadros de imunossupressao), o ambiente da mucosa oral e a presenca da cepa C.
albicans sao os principais fatores gerais que irdo determinar manifestacao clinica da
candidiase (NEVILLE et al., 2009).

A candidiase oral, assim como a DP, é uma condicdo comumente observada
em pacientes de UTI (Unidade de Terapia Intensiva) que se encontram entubados e
diante da dificuldade de higienizacao oral, a microbiota bacteriana Gram-negativa e
fungica aumentam quantitativamente, havendo risco de disseminacao sistémica,
podendo inclusive, levar o paciente a ébito (BAEDER et al., 2012; PEDREIRA,
KUSAHARA, CARVALHO, 2009; PAULA et al., 2007). Neste contexto, e, em outras
situagcOes de dificuldade de controle mecanico do biofiime, o uso de agentes
antimicrobianos como coadjuvante a terapia convencional pode ser interessante

para se restabelecer o equilibrio entre desafio microbiano e resposta do hospedeiro.

Atualmente no mercado existem diversos veiculos para agentes
antimicrobianos e o profissional deve levar em consideragdo a necessidade de cada
paciente para a sua indicacdo. Os mais utilizados sdo os dentifricios, colutérios,
géis, vernizes, gomas de mascar e pastilhas. No entanto, os colutérios oferecem a
vantagem de permanecerem ativos por um periodo maior de tempo, além de
atingirem todas as faces do dente e tecidos moles (BAUROTH et al., 2003;
GALLITSCHKE et al., 2004).

Entre os enxaguatoérios bucais mais utilizados, estdo os que apresentam em
sua composicdo o cloreto de cetilpiridinio, triclosan, Oleos essenciais (timol,
eucaliptol, mentol, fenol, salicilato de metila) e a clorexidina (BUGNO et al., 2007;
MARINHO, ARAUJO, 2007; MOREIRA et al., 2009). A clorexidina é considerada

padrdo ouro em relacdo aos outros agentes quimicos comercializados,
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apresentando amplo espectro de acgéo e efeito farmacoldgico inibidor de biofilme. E
importante mencionar que a clorexidina tem como principal vantagem e
caracteristica, uma alta substantividade, ou seja, capacidade de se adsorver aos
tecidos bucais e permanecer ativa por até 12 horas na cavidade oral (SEMENOFF,
SEMENOFF-SEGUNDO, BIASOLLI, 2008). Entretanto, seus efeitos adversos, como
a alteracdo de paladar, sabor desagradavel e surgimento de manchas, limitam seu
uso a periodos curtos e situacdes limitadas (TORRES et al., 2011). Dessa forma,
observa-se a necessidade da busca por um agente quimico que apresente uma

eficacia antimicrobiana comprovada, mas com menores efeitos adversos.

Considerando as limitacbes dos agentes quimicos disponiveis para o
tratamento de infecdes, nos ultimos anos o uso de produtos naturais tem ganhado
lugar de destaque na medicina em todo mundo, tendo mostrado eficacia nos
resultados e reducéo dos efeitos colaterais em relagdo aos produtos convencionais
(BUCHAL, 2001). No Brasil, desde o ano 2000 o uso de fitoterapicos é regulado pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e desde 1976 a OMS
(Organizacdo Mundial de Saude) reconhece o seu potencial e vem incentivando
estudos nesta area (RESOLUCAO WHA 30.49).

Na odontologia o estudo de compostos e extratos de produtos naturais tem
aumentado amplamente com o objetivo de se obter um agente antimicrobiano que
possibilite a prevencdo e tratamento das doencas bucais com o maximo de
efetividade e minima agressdo ao organismo, com enfoque no biofiime dental
(FREIRES et al., 2015).

Além disso, como parte da busca por produtos naturais que possam atuar
como potenciais agentes antimicrobianos ou anti-inflamatorios, a biodiversidade
marinha tem sido cada vez mais estudada em virtude do seu grande potencial
genético e bioquimico (BLUNT et al., 2017; SHADY et al., 2017). Neste contexto,
certas esponjas marinhas, as quais sao grupos de animais multicelulares primitivos,
simples, mas com estrutura morfolégica complexa e diversificada, vém se
destacando para fins de obtenc&o de uma variedade de produtos naturais, tendo em
vista as suas caracteristicas biolégicas, entre elas a presenca de metabolitos
secundarios com propriedades antibacterianas, que os fazem candidatos
interessantes para a pesquisa farmacolégica e clinica (OZINGA, 2003; DUQUE et

al., 2003). Dentre estas, as esponjas do género Cinachyrella apresentam em sua
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constituicdo alcalbides, esteroides insaturados e triterpernos pentaciclicos, que
conferem uma acdo antimicrobiana contra bactérias e fungos. Deste modo, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficidcia antimicrobiana in vitro de uma

esponja marinha da espécie Cinachyrella sp. sobre patdgenos orais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A cavidade oral € um sistema microbiano aberto, em que bactérias sao
continuamente introduzidas e removidas deste sistema e nele irdo se estabelecer
aqueles microrganismos que possuirem maior capacidade de aderéncia ou os que
ficaram retidos na cavidade bucal. A superficie dos dentes € onde o biofilme
bacteriano se estabelece preferencialmente, no entanto, no sulco gengival, dorso da
lingua e mucosa jugal e palatina, também se formam ecossistemas microbianos
(DINIZ, 2012).

A maior parte das patologias que afetam a cavidade bucal apresenta alguma
relacdo com agentes infecciosos e a microbiota residente bucal representa uma
importante funcdo na resisténcia inespecifica do hospedeiro diante de patdgenos
exogenos. Entretanto, em situacfes de desequilibrio e inadequacdo do meio e do
sistema imunolégico, a microbiota pode se tornar patogénica e favorecer o
aparecimento de condic¢des clinicas patoldgicas, entre as principais, a carie dental, a

doenca periodontal e a candidiase (FOSCHI et al., 2006).

Aproximadamente 700 diferentes tipos de espécies de microrganismos podem
ser identificados na cavidade bucal, sendo metade destes colonizadores do tecido
periodontal e o restante aderidos a outras estruturas, como a lingua, mucosas e
superficie dental (PASTER et al., 2006). Essa variacdo de microrganismos é
diferenciada nos individuos de acordo com o processo saude vs. doenca e por
fatores como idade, dieta, horménios, fluxo salivar, higiene, habitos e a resposta
imune do hospedeiro ao desafio microbiano (DINIZ, 2012).

2.1. O biofilme supragengival e infec¢cdes orais de origem bacteriana

A cavidade oral representa uma das mais diversas e complexas comunidades
microbianas do organismo humano, tornando-se 0 maior reservatorio de
microrganismos. Aderidos ao elemento dentario, estdo microrganismos
estruturalmente organizados em uma co-agregacdo, levando a formacado de uma

comunidade complexa chamada de biofilme. Nesta comunidade, entre as bactérias,
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€ possivel a transferéncia de genes associados a viruléncia microbiana e a
resisténcia a antimicrobianos, nessas situacdes, a defesa do hospedeiro tera
eficacia limitada (JARDIM; MERINO; CAMPOQOS, 2015).

A adesdo de bactérias ao elemento dentario € possivel devido ao
revestimento do dente por uma pelicula adquirida, formada por glicoproteinas
salivares. Inicialmente a adesdo ocorre por cocos e bacilos Gram-positivos,
principalmente S. sanguis. Apés a colonizagdo primaria da-se inicio a fase de co-
agregacado, com o acumulo de microrganismos com capacidade de adesao entre si e
com proteinas da matriz extracelular do biofilme, o que favorece a maturagéo e o
estabelecimento do biofilme supragengival, sacarolitico. (PEREIRA et al., 2010).
Dessa forma, em um ambiente oral com higiene deficiente, associado a uma dieta
cariogénica (rica em sacarose), qualquer bactéria é capaz de transformar acucar em
acido, contudo, as espécies S. mutans e Lactobacillus sédo indubitavelmente as mais
eficazes nesta funcdo, tendo em vista as suas caracteristicas de serem aciduricas e
acidogénicas, tornando-as as principais responsaveis no processo de formacéo do

biofilme supra gengival e no desenvolvimento da carie (CARRETO et al., 2007).

A cérie dentaria € considerada um problema de salde publica e encontra-se
entre as patologias mais prevalentes na populacdo mundial, sendo responsavel por
enormes perdas dentérias, podendo ser minimizada por programas de prevencéo e
controle (REIS; MELO, 2003). E caracterizada como um processo cronico, apés a
interacdo de fatores como susceptibilidade do dente, microrganismos e dieta, ao

longo de um determinado tempo (LIMA, 2007).

Assim, na presenc¢a de uma higiene oral deficiente, associada a modificagdes
severas na dieta, com reducdo de ingestdo de alimentos fibrosos (capazes de
colaborar com a autolimpeza da cavidade bucal) e aumento no consumo de
carboidratos fermentaveis e acglcares, a populacdo de bactérias no biofilme se
modifica e se multiplica, favorecendo o inicio do processo carioso, com destaque
para os S. mutans nesse processo. Isso porque, além da capacidade de colonizar
precocemente a superficie dental, os S. mutans sao altamente cariogénicos na
medida em que sintetizam grandes quantidades de polimeros de carboidratos
extracelulales (PECS) e intracelulares (PICS), que permitem a estabilizacdo da
adesao bacteriana e funcionam ainda como fontes de reservas nutritivas (HAMADA

7

et al., 1984). O resultado desse processo € a desmineralizacdo do esmalte, e a
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seguir, da dentina, pelos &acidos produzidos pelos microrganismos durante o
metabolismo dos carboidratos da dieta. O processo inicial de desmineralizacdo do
esmalte é normalmente seguido pela remineralizacdo e a cavitacdo ocorre quando
os periodos de desmineralizacdo sao maiores que os periodos de remineralizacao
(SAMARANAYAKE, 2013).

Por outro lado, quando o acumulo de biofilme microbiano a margem gengival
ndo € acompanhado de uma dieta cariogénica, a formacdo de um biofilme
periodontopatogénico € favorecida como resultado da quebra do equilibrio na
relacdo microbiota-hospedeiro, podendo dar inicio a uma reac¢do imuno-inflamatoria
aguda restrita ao tecido periodontal de protecdo, ou seja, um quadro de gengivite
(JARDIM; MERINO; CAMPOS, 2015). A gengivite € a forma mais comumente
encontrada entre os pacientes com doenca gengival e € caracterizada pela
hiperemia, edema, recessédo e sangramento gengival; se néo tratada devidamente
ou, dependendo da susceptibilidade individual do hospedeiro, a gengivite pode ou
nao se cronificar ou evoluir para os tecidos de sustentacdo, promovendo perda
Ossea e de insercdo com a formacao de bolsas e estabelecimento da periodontite
(ALVES et al., 2007).

Apesar dos conhecimentos sobre a organizacdo dos microrganismos em um
biofilme, seja este com um potencial cariogénico ou periodontopatogénico, nao
existe um consenso em relacdo ao um tratamento universalmente eficaz contra
essas estruturas organizadas. A terapia mais adequada para estas infecces
vinculadas ao biofilme seria a sua remoc¢do ou desorganizacdo, seja por métodos
mecanicos ou por controle quimico (MUFFLER et al., 2013). Em pessoas com
restricbes de coordenacdo motora, 0s agentes farmacolégicos aplicados localmente,

se tornam uma opc¢ao interessante (LEMOS; KATZ, 2012).

2.2. InfeccOes orais de origem fungica: a candidiase

A cavidade bucal também pode ser acometida por infeccbes de origem
fungica. Entre estas, a candidiase mais comum em humanos e quase sempre
secundaria a algum outro fator local ou sistémico, tais como 0 uso de préteses

dentérias, deficiéncias nutricionais, doencas metabdlicas, a queda da imunidade do
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hospedeiro, lesdes em mucosas, higiene bucal deficiente e tratamentos prolongados
com antibidticos e corticosteroides (DINIZ et al., 2010).

C. albicans tem como caracteristica o seu dimorfismo, acreditando-se que a
forma leveduriforme seja inofensiva e a forma de hifas esteja associada a invasao
tecidual do hospedeiro (MELO; GUERRA, 2014). A presenca do microrganismo na
cavidade oral, ndo significa que havera o aparecimento das caracteristicas clinicas
da doenca, que ocorre com aproximadamente 30% a 50% da populacdo. Isso
porque é preciso haver um desequilibrio ambiental proporcionado pelo estado
imunolégico desfavoravel do paciente, uso recorrente de antibidticos,
proporcionando um ambiente mais favoravel ao desenvolvimento fangico (ROSSI et
al., 2011).

Os pacientes mais acometidos por esta infeccdo sdo os imunossuprimidos.
Contudo, pessoas saudaveis também podem ser acometidas como resultado da
interacdo desequilibrada entre hospedeiro e microrganismo, podendo variar de leve
envolvimento superficial da mucosa até as formas mais disseminadas, as quais sédo
mais observadas em pacientes sistematicamente comprometidos (HESPANHOI et
al., 2010) Neste grupo de pacientes observa-se maior acometimento em criangas e
idosos em uma frequéncia de 5% dos recém nascidos, 5% de pessoas com
neoplasias e 10% dos pacientes idosos com condicdes de saude frageis
(POWDERLY, ROBINSON, 1993; REGEZI, SCIUBBA, 2008).

Clinicamente, a candidiase oral pode ser manifestar de quatro diferentes
formas, sendo estas: pseudomebranosa, eritematosa crbnica, hiperplasica e
mucocutanea (PEIXOTO et al., 2014). A pseudomembranosa, também chamada de
sapinho, € a mais bem reconhecida e caracteriza-se pela presenca de placas
esbranquicadas aderidas na mucosa que podem ser removidas através da
raspagem, estando a mucosa subjacente avermelhada ou normal. Na forma cronica
hiperplasica ha a presenca de placas esbranquicadas, porém, ndo removiveis a
raspagem, apresentando um aspecto clinico semelhante a condicdo mucocutanea,
no entanto, com um acometimento imunolégico mais grave. Na condi¢do
eritematosa, 0s pacientes relatam a sensacao de queimacgéo na boca, acompanhada
da perda difusa das papilas filiformes da superficie dorsal da lingua, resultando em

aparéncia vermelha da mesma (NEVILLE et al., 2009).
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Estdo disponiveis no mercado alguns antifungicos que sdo amplamente
utilizados para o tratamento de candidiase, sendo representados pelos agentes
azolicos, principalmente o fluconazol e itraconazol, e poliénicos, representados pela
nistatina, anfotericina B e outros, sendo este ultimo mais utilizado em infeccdes
generalizadas (candidemia) por via parenteral e em ambiente hospitalar devido a
sua toxicidade (AKPAN, MORGAN, 2002; ZARDO, MEZZARI, 2004).

No entanto, estes antifungicos disponiveis no mercado, em sua maioria,
apresentam restricbes quanto a sua utilizacdo, causando reacdes indesejadas nos
usuérios, aumento da resisténcia dos microrganismos aos farmacos, causados pelo
uso excessivo de antimicrobianos sintéticos, ocasionando recidivas frequentes. Em
vista dessas circunstancias, frequentemente pesquisas tem sido realizadas em
busca de uma substancia antimicrobiana, oriunda de fontes alternativas,

principalmente provenientes da flora (ABILIO et al., 2014).

O aparecimento da candidiase é comum em pacientes submetidos a
tratamento radioterapico na regido de cabeca e pescoco, tendo em vista que apos a
exposicao a radiacdo ionizante ha uma atrofia e degeneracdo da porcdo secretora
da glandula provocando um quadro de hipossalivacdo, que por sua vez gera um
sintoma conhecido por xerostomia (GARG; MALO, 1997). Em estudo realizado por
Bonan et al., (2007), foi verificado previamente ao inicio do tratamento radioterapico
de cabeca e pescoco, que os pacientes apresentaram elevada positividade para
Candida. Ao término do tratamento a colonizagdo aumentou, devido a reducdo do
fluxo salivar, e houve predominancia das espécies C. albicans e C. tropicalis, bem

como diversificacdo das demais espécies.

Pacientes imunossuprimidos e hospitalizados apresentam maior prevaléncia
de candidiase oral e doenca periodontal em razdo das alteracfes sistémicas e
locais, que contribuem para a alteracéo da flora bacteriana (TRENTIN et al., 2010;
MEURMAM, HAMAIAINEN, 2006). A terapia medicamentosa intensiva e prolongada,
associada as alteracdes sistémicas, diminui a imunidade do paciente e desequilibra
a flora bacteriana normal, favorecendo o aparecimento de infecgbes orais. Aliado a
isso estdo as mudancas de habitos durante o periodo de internacdo, o estresse e a
deficiéncia na higiene oral, também sao fatores que contribuem para o aparecimento
de infecgbes, como a candidiase (STRAMANDINOLI et al., 2006). O controle efetivo

do biofilme da cavidade bucal pacientes criticos e graves € essencial para diminuir o
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risco de surgimento de infec¢gbes oportunistas, assim como o tempo de permanéncia
no leito, racionalizando o uso de antibiéticos (AMIB, 2013). A falta de profissionais
da odontologia neste setor e 0o desconhecimento a respeito das patologias orais e
dos procedimentos a serem realizados, sdo algumas razfes apresentadas pela
equipe atuante para justificar o déficit de higiene oral nos pacientes em unidades de
terapia intensiva, associada ainda as limitacdes fisicas destes pacientes (SOUZA;
GUIMARAES; FERREIRA, 2012). O tratamento atualmente realizado com
antifangicos e solugbes quimicas para bochecho apresentam limitagcbes que
justificam a busca por tratamentos alternativos com o uso de produtos naturais na
tentativa de minimizar esses efeitos indesejveis. Dentre o0s agentes quimicos
disponiveis no mercado, a clorexidina tem sido a mais utilizada, mostrando
resultados positivos; no entanto, os efeitos adversos contraindicam o seu uso por
tempo prolongado. (AMARAL; CORTES:; PIRES, 2009).

2.3. Agentes quimicos de controle bacteriano disponiveis no mercado

Diversos agentes quimicos para controle do biofilme supragengival estédo
disponiveis no mercado, cada um com suas especificidades e limita¢des, incluindo-
se: a clorexidina, o cloreto de cetilpiridineo (CCP), triclosan e Oleos essenciais
(BUSSADORI, 2013).

Entre os agentes catidnicos, destacam-se a clorexidina e o CCP, ambos com
mecanismo de acdo semelhantes. A atividade antimicrobiana da clorexidina se dé
pela atracdo entre a molécula catibnica da clorexidina e a carga anidnica da
superficie bacteriana, processo em que particulas da clorexidina ficam retidas a
membrana celular bacteriana através de interacfes eletrostaticas, ligacdes
hidrofébicas ou pontes de hidrogénio, sendo uma adsor¢cdo a membrana dependente
da concentracdo. Em doses elevadas, ela causa a morte bacteriana através da
precipitacdo e coagulacdo das proteinas citoplasmaticas e em doses baixas, ocorre
alteracdo na integridade da membrana celular (WATANABE et al, 2011; ROLLA,
MELSEN, 1975). Entretanto, sua alta substantividade € que torna a clorexidina o
agente quimico de escolha para os tratamentos de curta duracdo, ou seja, sua

capacidade de permanecer adsorvida em sua forma ativa por até 12 horas na



21

cavidade bucal, tornando-a o padrdo ouro entre 0s agentes quimicos usados na
odontologia. A sua forma dicatiébnica € o que proporciona esta caracteristica, ou seja,
uma das suas extremidades catidnicas se fixa a pelicula, com carga negativa, e a
outra extremidade fica livre para interagir com as bactérias, exercendo assim uma
acado bactericida e bacteriostatica (ZANATTA; ROSING, 2007).

De forma semelhante, o CCP provoca o aumento da permeabilidade da
parede celular bacteriana, provocando a sua lise e reduzindo a capacidade do
microrganismo de aderir a superficie dentaria. Porém, a sua eficacia clinica é
reduzida devido a baixa substantividade (GRANJEIRO et al., 1993; MARINHO,
ARAUJO, 2007; MOREIRA et al.,2009; SEMENOFF, SEMENOFF-SEGUNDO,
BIASOLLI, 2008). Caréncias na substantividade também séo observadas nos 6leos
essenciais e no agente quimico triclosan, um agente ndo ib6nico, sendo comum
associa-lo com outros compostos com a finalidade de aumentar a sua permanéncia
na cavidade oral e consequentemente a sua eficacia (PIRES, ROSSA-JUNIOR,
PIZZOLITTO, 2007; SEGUNDO et al., 2007).

Apesar de ser considerada o padrdo ouro, a clorexidina apresenta potenciais
efeitos colaterais no uso prolongado, que racionalizam o seu uso, destacando-se a
alteracdo de paladar, sabor desagradavel na boca, surgimento de manchas no
dentes, proteses e lingua, irritabilidade da mucosa lesionada, precipitacdo do calculo
supragengival e descamacédo da mucosa oral (GUIMARAES et al., 2006; TORRES,
2011; ZANATTA, ROSING, 2007). No entanto, efeitos adversos ndo sdo exclusivos
da clorexidina, os Oleos essenciais e 0 CCP provocam sensacao queimacao e gosto
amargo na boca, este ultimo ainda provoca o aumentado da formacao de célculo e a
formacdo de manchas extrinsecas no dente pela interagdo com corantes dos
alimentos (GRANJEIRO et al., 1993; SHEEN, OWENS, ADDY, 2001).

As limitacGes dos agentes quimicos disponiveis para o tratamento de infeces
orais justificam a busca por meios terapéuticos alternativos que apresentem eficacia
e especificidade sobre os microrganismos envolvidos, buscando reduzir os efeitos

adversos e preservando o equilibrio da microbiota bucal.

2.4. Produtos Naturais
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O Brasil apresenta a maior biodiversidade vegetal do mundo e é uma fonte
em potencial de moléculas bioativas ainda desconhecidas, além de possuir
tecnologia para validar cientificamente este conhecimento, tornando-se assim um
grande contribuinte para o desenvolvimento da Fitoterapia aplicada a Odontologia
(OLIVEIRA et., 2007).

Os produtos naturais atualmente representam uma alternativa de terapia mais
econbmica, aliada a sua eficacia e facilidade de uso, comparado com as formas
oferecidas pela industria farmacéutica. Nesse contexto, o aumento no uso destes
produtos tem se mostrado de grande importancia, principalmente nos paises em
desenvolvimento como o Brasil (FREIRES et al., 2010). Extrato de plantas, 6leos
essenciais e fitoconstituintes podem ser utilizados em produtos para terapias

preventivas ou curativas de patologias orais (PALOMBO, 2011).

O ambiente terrestre sempre foi o foco principal para a descoberta de novas
substancias com propriedades farmacoldgicas, sendo a fonte de diversos produtos
naturais com eficacia comprovada contra bactérias e fungos e com grande potencial
para novas descobertas. As plantas de solo terrestres sdo a biodiversidade mais
estudada quando se deseja a obtencdo de um produto natural com propriedades
farmacolégicas. Em contrapartida, o ambiente marinho foi por muitos anos
negligenciado quanto ao estudo de espécies com potencial farmacoldgico,
dificultado principalmente pelo dificil acesso a essa biodiversidade, que apresenta
vasto potencial para compostos antimicrobianos (GALENO, MARTINEZ, 2007;
HUGHES, FENICAL, 2010).

Desde 1986 se iniciou o desenvolvimento e a busca por novos produtos
naturais oriundos da biodiversidade marinha. Através da identificacdo de compostos
e espécies, essa comunidade tem mostrado caracteristicas promissoras e com
grande potencial antimicrobiano (CRISTANCHO et al., 2008). De acordo com
MILLER e MILLER, (2011), os estudos no bioma marinho sdo desenvolvidos
principalmente com macro e microalgas, cnidarios, fitoplancténicas, moluscos,
esponjas, corais e tunicados, voltando-se primordialmente para a identificacdo de

agentes antimicrobianos especificos para microrganismos patogénicos.

Os resultados das pesquisas com compostos bioativos de organismo
marinhos sdo promissores, produzindo na Uultima década uma abundéancia de

agentes com utilizagcdo farmacéutica e industrial. No ano de 2013, em todo o mundo,
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mais de mil  compostos farmacologicamente ativos oriundos da biodiversidade
marinha foram identificados e produzidos, exibindo grande potencial contra o cancer,

virus, bactérias, fungos, hipertensao arterial e hipercolesterolemia (HU et al., 2015).

Nos ultimos 50 anos de estudos voltados a biodiversidade marinha, verificou-
se que o representante com a maior fonte de moléculas com potencial bioativo sdo
as esponjas marinhas (BLUNT et al., 2015). Pertencente ao filo Porifera, sdo seres
invertebrados, multicelulares primitivos, morfologicamente simples, apesar de serem
estruturalmente organizados e bioquimicamente complexos. Suas caracteristicas
biolégicas os tornam candidatos ideais para o estudo farmacol6gico e clinico
(OSINGA et al., 2003; DUQUE et al., 2003).

Entre os inimeros compostos extraidos de organismos marinhos,121 deles
estdo disponiveis no mercado, em virtude da sua eficacia farmacoldgica e das suas
propriedades uteis nas pesquisas biomédicas. Dos 121 compostos,43 sdo oriundos
de esponjas marinhas, representando o filo com o maior nimero de compostos
ativos no mercado (GERWICK; MOORE, 2012). No entanto, a exploracdo da
atividade biologica dos metabdlitos das esponjas marinhas é prejudicada pela coleta
mais demorada dessa comunidade, tendo em vista a dificuldade no acesso e
necessidade de uma grande quantidade de biomaterial para a realizacdo dos
experimentos (TORRES et al., 2002). Além disso, algumas espécies possuem seu
habitat em aguas profundas, com baixa pressao e como forma de autodefesa (sé@o
seres invertebrados) as esponjas também podem produzir metabdlitos secundarios
altamente téxicos (TOUATI et al., 2007; PERDICARIS et al., 2013). No entanto, o
potencial dos metabdlitos secundarios com propriedades antibacterianas,
anticoagulante, antiviral, antifingicos, anti-inflamatérios, antituberculose, antimalaria,
antiplaquetaria, e anticancer sdo enormes e merecem investigacdo (FALKNER,
2001). Assim, mesmo com a dificuldade de coleta, dentre os milhares de organismos
marinhos, as esponjas (Poriferos) sao tidas como a maior fonte de compostos
terapéuticos. Isso € justificado pelo fato de apresentarem em sua composi¢cdo uma
variedade de metabolitos secundarios, sendo a maioria desses com beneficios a
saude humana. (NURHAYATI et al., 2014).

Em todo o mundo ja existem no mercado inUmeros agentes farmacologicos
extraidos de esponjas marinhas, entre 0os produtos mais desenvolvidos estdo o0s

antibioticos e antifungicos, sendo cada vez maior o interesse por estudos pré-
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clinicos e clinicos com essas esponjas (FAULKNER et al., 2000). Exemplos disso
sdo as esponjas marinhas Hyrtios erecta, Siliquariaspongia japonica e Homophymia
confiera, que sd@o produtoras de antifungicos eficazes disponiveis no mercado
(MONKS et al., 2002), além da Psammaplysina sp., uma esponja marinha utilizada
para controlar cepas de Streptococcus aureus, com eficacia comparada a do
ciprofloxacino (MAYER et al., 2002). Os componentes majoritarios das esponjas € o
gue propiciam a sua atuacdo farmacologica e clinica. Um estudo realizado por
RAMOS et al., (2015), demonstrou que o potencial farmacoldgico das esponjas esta
ligado aos seus metabolitos secundarios, especificamente os alcaloides,
destacando-se os esterdis insaturados e os triterpenos pentaciclicos. Os compostos
oriundos das esponjas com acdo antimicrobiana contra bactérias e fungos, sao
formados devido a presenca de terpenos, ésteres, peptideos ciclicos, alcaloides,
acidos graxos, peroxidos, derivados de aminoacidos e metabdlitos halogenados
(SIPKEMA et al., 2005).

Em relacdo a outras atividades bioldgicas, as esponjas do género Cliona
varians apresentam lectinas CLv (proteinas, ndo imunoldgicas, que se ligam de
maneira reversivel a glicoproteinas das membranas celulares, com agéo bioldgica

fungicida e antimicrobiana), com grande atividade anti-inflamatéria (MOURA, 2006).

As esponjas do género Aplysina séo ricas em metabolitos bromados (SILVA
et al.,, 2015). O alcaldide do tipo bromotirosina,11-oxoaerotionina foi isolado da
Aplysina lacunosa, exibindo citotoxicidade in vitro contra células do cancer de célon
humano (HCT 116) (ACOSTA; RODRIGUEZ, 1992). Aaptaminas sdo alcalbides
extraidos da esponja do género Aaptos e apresentam atividade anticancerigena
contra as linhagens celulares THP-1, HeLa, SNU-C4, SK-MEL-28 e MDA-MB-231
(DYSHLOVOY et al., 2014). A Cinachyrella sp. € uma esponja com componentes
majoritarios do tipo cinachyramino, que apresenta atividade citotoxica contra células
de HelLa (linhagem celular de carcinoma cervical humano) (SHIMOGAWA,
KURIBAYASHI, 2006).

Cinachyrella sp. € um tipo de esponja marinha, pertencente ao reino Animalia,
filo Porifera, classe Demospongiae, ordem dos Spirophoridae, familia Tetillidade,
género Cinachyrella e espécie Cinachyrella sp. (VACELET et al., 2007). A
identificacdo dessa esponja foi feita pela primeira vez por Uliczka em 1929 no Brasil,

sob o nome de Cinachyra sp. e s6 anos depois foi modificada para Cinachyrella sp.
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(VACELET et al.,, 2007). 90 % dos representantes do filo Porifera sdo do grupo
Demospongiae, formado por esponjas marinhas, as quais a Cinachyrella sp. faz
parte, também conhecida também como bola de golfe e esponjas da lua
(SZITENBERGET et al., 2013).

A esponja Cinachyrella sp. pode ser encontrada tanto na superficie, como
mergulhadas profundamente nas aguas, e estdo comumente ligadas a colbnias de
corais, em formato globular, macico, vertical ou de crescimento lateral (FERNANDEX
et al., 2011). E uma esponja vermelha, quando se encontra exposta, cor proveniente
de um pigmento encontrado em amebdcitos, esta cor provavelmente funciona como
uma protecdo a luz solar. No mar, ela se torna amarela brilhante e quando
mergulhada em solucdo etandlica, uma opcdo de extracdo, ela se torna
acastanhada, é de tamanho pequeno, o seu diametro varia de dois a trés
centimetros (VACELET et al., 2007). Assim como em outras espécies de esponjas, a
Cinachyrella sp. apresenta componentes majoritarios de alcalbides, esteroides
insaturados e triterpenos penta ciclicos que conferem a atividade antimicrobiana ao
extrato buto, atuando sobre colbnias de bactérias e fungos e causando a sua
destruicdo A presenca desses metabdlitos podem ser oriundos de um mecanismo
de defesa utilizado por esses organismos marinhos contra predadores, que podem
impedir o seu processo de desenvolvimento desde as primeiras fases celulares,
garantindo a seguranca da espécie (RAMOS, D'ARMAS, MARTINEZ, 2015; EL-
AMRAOUI et al.,, 2010). Alguns desses compostos metabdlicos podem estar
vinculados com a formacdo da membrana plasmética das células das esponjas,
onde os compostos de origem estereiodal tem uma significativa participagao (MUN
et al., 2015).

A espécie Cinachyrella sp. é uma fonte em potencial de metabolitos Unicos,
incluindo compostos citotoxicos e anticancerigenos para linhas de células tumorais
humanas de T47D (NURHAYATI et al., 2014).Apresenta também forte potencial
antimicrobiano ,em um estudo realizado por Marinho, et al., (2008), a Cinachyrella
sp. mostrou atividade antibacteriana significativa contra bactérias de importancia
meédica, sendo a maioria resistente a antibioticos, apresentando espectro de acao
maior sobre bactérias Gram-positivas. Dessa forma, considerando o potencial
antimicrobiano da Cinachyrella sp. faz-se importante um estudo com o objetivo de

investigar o seu potencial antibacteriano e fungicida sobre patdgenos orais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito antimicrobiano do extrato bruto etandlico (EtOH) e das fases

hidroalcoolica e cloroférmio (CHCI3) da Cinachyrella sp. sobre patdégenos orais.

3.2. Objetivos Especificos

1. Determinar a CIM (Concentracao inibitéria minima) e a CFM (Concentracdo
fungicida minima) do extrato bruto etandlico (EtOH) e das fases hidroalcoolica e
CHCI3 da Cinachyrella sp. sobre as cepas:

e Candida albicans CBS 562

e Candida. tropicalis CBS 94

e Candida krusei CBS 593

2. Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao
Bactericida Minima (CBM) do extrato bruto etandlico (EtOH) e das fases
hidroalcéolica e CHCI3 da Cinachyrella sp. sobre as bactérias:

e Streptococcus oralis ATCC 104115

e Streptococcus sanguinis ATCC 104115

e Enterococcus faecalis ATCC 29212
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4. MATERIAS E METODOS

4.1. Esponja marinha (Cinachyrella sp.)

O extrato bruto etandlico (EtOH),bem como as fases hidroalcdolica e CHCI3
da Cinachyrella sp. foram cedidos pela pesquisadora Profa. Dra. Barbara Viviana

Santos.

4.2. Local de realizagao da pesquisa

Os testes relativos as atividades antifungica e antibacteriana da Cinachyrella
sp. foram realizados no Laboratério de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular,
localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

4.3. Microrganismos

4.3.1. Cepas fungicas

Foram utilizadas neste estudo cepas fungicas de referéncia de Candida spp.
da Colecdo Holandesa - Central Bureau voor Schimmelcultures (CBS): C. albicans
CBS 562, C. tropicalis CBS 94 e C. krusei CBS 593.

4.3.2. Cepas bacterianas

Foram utilizadas neste estudo as cepas de S. oralis ATCC 104115, S.
sanguinis ATCC 104115 e E. faecalis ATCC 29212 para avaliacdo da atividade

antibacteriana.
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4.4. Determinacdo da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM)

Para a determinacdo da CIM foi realizada a técnica de microdiluicdo em placa
de 96 pocos (STANDARDS, 2002). Para isto, as cepas fungicas foram inicialmente
reativadas em meio Caldo de Sabouraud Dextrose (CSD) e as cepas bacterianas em
meio Brain Hearth Infusion (BHI) e entdo incubadas em estufa a 37°C por 24 horas
em condicdes normais ou de microanaerofilia de acordo com o microrganismo
testado. Os indculos das cepas flngicas foram ajustados a 5,0 x 10° UFC/mL, e, em
seguida, diluidos para obter uma concentracdo final de 2,5 x 10° UFC/mL apés a
insercdo de 100 pL em cada poco. Os in6culos das cepas bacterianas foram
ajustados a 1 x 10° UFC/mL, chegando a concentracéo final de 5 x 10° UFC/mL na

placa de microdiluigéo.

4.5. Ensaio de microdiluicdo

Para a realizacdo do teste, cada poco das placas de 96 pocos recebeu
inicialmente 100 uL de CSD ou de BHI para o teste antifingico ou antibacteriano,
respectivamente. Em seguida, 100 pL do extrato bruto etanélico (EtOH) bem como
as fases hidroalco6olica e CHCI3 da Cinachyrella sp foram adicionados aos primeiros
pocos da placa, com posterior diluicdo seriada para 0s po¢os subsequentes com
concentracdes entre 2500 e 19,53 pug/mL para o teste sobre as cepas fangicas e de
1000 a 7,81 pyL/mL para o teste antibacteriano. Como controle positivo para o teste
de atividade antifungica foi utilizada uma solucdo de nistatina (48 ug/mL) obtendo
concentracdes seriadas que variaram de 12 yg/mL a 0,09 pg/mL. Ja para os testes
sobre bactérias a solucdo de clorexidina foi utilizada como controle positivo com
concentracbes seriadas entre 500 pg/mL e 3,9 pg/mL. Também foi realizado o
controle de esterilidade do meio de cultura e da substancia, bem como o controle de
crescimento dos microrganismos. Apos a adi¢do dos inéculos, as microplacas foram
incubadas em estufa a 35° C por 24 horas (STANDARDS, 2002).
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A seguir, para confirmacdo da presenca de cepas fungicas viaveis, foi
realizado o teste de respiracao celular com a adicdo de 50 pL do corante 2,3,5-
trifenil cloreto de tetrazolio (TCT) a 2% em cada poco e incubacgéo a 35°C por 24h.
Na presenca de células viaveis, os po¢cos com TCT (Fabricante dindmica quimica
LTDA,Brasil) coram em vermelho, indicando a presenca de atividade das enzimas
desidrogenases do processo de respiracao celular, com a presenca de aglomerados
de células viaveis no fundo dos pocos (DESWAL; CHAND, 1997).

No teste de microdiluicdo para cepas bacterianas foi empregado o revelador
resazurina a 0,01% com a adicdo de 20uL a cada poco. ApdOs 2 horas 0s poc¢os que
nao apresentaram atividade microbiana permaneceram incolores, enquanto 0s
pocos nos quais houve crescimento coram de vermelho (DUARTE et al., 2007).
Foram realizados 3 experimentos independentes em triplicata para cada cepa teste.
A CIM foi considerada a moda entre as menores concentracdes do produto em teste

capazes de inibir o crescimento dos microrganismos.

4.6. Determinacdo das concentracdes fungicida (CFM) e bactericida minima
(CBM)

Apbs a determinacao da CIM foi realizado o procedimento para a obtencao da
CFM e CBM. Para isto, foi realizado o subcultivo de 50 uyL dos pocos referentes a
CIM e dos pocos referentes a duas e quatro vezes a CIM (CIMx2 e CIMx4) em
placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose (para cepas flungicas) ou Agar
Mueller Hinton para subcultivo antibacteriano. Apds incubacgéo a 37° C por 48 horas,
0 crescimento microbiano foi verificado visualmente com base nos controles e
determinada a CBM para cada cepa, a qual foi considerada a menor concentracdo

capaz de inibir o crescimento visivel do subcultivo.



31

5. RESULTADOS

5.1. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da

Concentracado Fungicida Minima (CFM)

Os resultados da atividade antifungica de Cinachyrella sp, bem como da
nistatina (controle positivo- antifingico padréo) estdo apresentados nas Tabelas 1
(CIM) e 2 (CFM). O teste de microdiluicho demonstrou um potencial efeito da
Cinachyrella sp, em especial da fase CHCI3, na inibicdo do crescimento de
diferentes espécies de Candida. Esta acdo foi semelhante sobre C. tropicalis CBS
94 e C. krusei CBS 593, com uma CIM de 156,25 pg/mL para a fase CHCI3 e de 625
pug/mL para o extrato bruto EtOH e fase hidroalcéolica. A acdo sobre C. albicans
CBS 562 foi menor, sendo obtida uma CIM de 312.5 pg/mL para a fase CHCI3 de
1250 pg/mL como para as fases EtOH e hidroalcodlica, sendo, portanto, a C.
albicans a espécie mais resistente. Ja a nistatina inibiu o crescimento de C. albicans
CBS 562 com uma CIM de 0,75 pg/mL, sendo verificada para C. krusei CBS 593
uma CIM de 6,00 pg/mL e para C. tropicalis CBS 94 de 1,5 ug/mL.

A CIM foi determinada através da identificacdo do ultimo poco em que néo
houve crescimento microbiano. Tendo em vista que o crescimento microbiano é
evidenciado através do TCT, que por sua vez cora em tom arroxeado 0S pocos em
qgue ha respiracao celular, a CIM é identificada no dltimo po¢co em que ndo houve
mudanca de coloracdo ap0s a reagdo com o corante. A metodologia desse estudo
foi validada mediante a auséncia de crescimento fangico nos controles de
esterilidade do meio e da substancia, e a presenca desse crescimento no controle

de crescimento dos microorganismos utilizados.
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Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), expressa em pg/mL, para o extrato bruto
etandlico (ETOH) e para as fases hidroacéolica e CHCI3 da Cinachyrella sp. e para nistatina
frente a Candida albicans CBS 562; Candida. tropicalis CBS 94 e Candida krusei CBS 593.

MICRORGANISMOS CIM-SUBSTANCIAS (ug/mL)
EtOH HIDROALCOOLICA CHCI3 NISTATINA
C. albicans CBS 562 1250 1250 312.5 0,75
C. tropicalis CBS 94 625 625 156,25 1,5
C. krusei CBS 593 625 625 156,25 6,00

Fonte propria do pesquisador

Para confirmar a menor concentragcdo das fases da Cinachyrella sp. que
impediu o crescimento visivel das cepas avaliadas, foi realizado o subcultivo dos
pocos referentes a CIM, a duas (CIMx2) e quatro vezes (CIMx4) o seu valor, para
assim determinar os valores da CFM (Tabelas 2-4)). Para C. albicans CBS 562, a
CFM das fases EtOH e hidroalcoolica correspondem as CIMs obtidas inicialmente no
teste de microdiluicdo, enquanto para a fase CHCI3 a CFM foi obtida para a CIM x2
(concentracdo de 625 pg/mL (Tabela 2). Ja para as cepas de C. tropicalis CBS 94
(Tabela 3) e C. krusei CBS 593 (Tabela 4), os valores obtidos nos testes da CIM

foram confirmados na CFM para todas as fases da Cinachyrella sp. testadas.

Tabela 2. Concentracdo Fungicida Minima (CFM), expressa em pg/mL, para o extrato bruto
etandlico (ETOH) e para as fases Hidroalc6olica e CHCI3 da Cinachyrella sp. e para nistatina
frente a Candida albicans CBS 562.

C. albicans CFM-SUBSTANCIAS (pg/mL)
CBS 562
EtOH HIDROALCOOLICA CHCI3 NISTATINA
CIM (1250) SC SC CRESCIMENTO 0,75
CIM X 2 (2500) SC SC SC 1,5
CIM X 4 (5000) - - - 3

* S/C: sem crescimento
Fonte propria do pesquisador
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Tabela 3. Concentracdo Fungicida Minima (CFM), expressa em ug/mL, para o extrato bruto
etandlico (ETOH) e para as fases hidroalcéolica e CHCI3 da Cinachyrella sp. e para nistatina
frente a Candida tropicalis CBS 94.

C. tropicalis CBS CFM-SUBSTANCIAS (pg/mL)
94
EtOH HIDROALCOOLICA CHCI3 NISTATINA
CIM (625) SC SC SC 0,75
CIM X 2 (1250) SC SC SC 1,5
CIM X 4 (2500) - - - 3

* S/C: sem crescimento
Fonte prépria do pesquisador

Tabela 4. Concentracdo Fungicida Minima (CFM), expressa em pg/mL, para o extrato bruto
etandlico (ETOH) e para as fases hidroalcéolica e CHCI3 da Cinachyrella sp. e para nistatina
frente a Candida krusei CBS 593.

C. krusei CBS CFM-SUBSTANCIAS (ug/mL)
593
ETOH  HIDROALCOOLICA CHCL3  NISTATINA
CIM (625) sC sC SC 0,75
CIM X 2 (1250) sC e e 1,5
CIM X 4 (2500) - - - 3

* S/C: sem crescimento
Fonte prépria do pesquisador

5.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da

Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Conforme descrito previamente, a atividade antibacteriana da Cinachyrella sp.
foi avaliada pelo método de microdiluicdo em placa de 96 pocos (Tabela 5). A CIM
foi determinada através da identificacdo do Ultimo poco em que ndo houve
crescimento bacteriano. Sabendo que o crescimento bacteriano é evidenciado
através da utilizacdo da resazurina, que por sua vez cora em tom avermelhado os
pocos em que ha respiracdo celular /células viaveis, a CIM é identificada no altimo

poco em que nao houve mudanca de coloracdo apds a reacdo com o corante.

Com os resultados obtidos identificou-se um potencial da Cinachyrella sp.
para inibir o crescimento de S. sanguinis somente nas fases Hidroalcoolica e CHCI3,

obtendo-se valores de CIM de 625 ug/mL e 125 pg/mL, respectivamente. Entretanto,
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para as cepas de S. oralis e E. faecalis, tanto o extrato bruto como as fases da
Cinachyrella sp. apresentara acao inibitoria sobre o crescimento destas espécies. A
clorexidina empregada como controle positivo inibiu o crescimento das cepas

bacterianas com uma CIM de 2 ug/mL (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), expressa em pg/mL, para o extrato bruto
etandlico (EtOH) e para as fases hidroacéolica e CHCI3 da Cinachyrella sp. e para clorexidina
frente ao Streptococcus sanguinis; Streptococcus oralis e Enterococcus faecalis.

MICRORGANISMOS CIM-SUBSTANCIAS (ug/ml)
ETOH HIDROALCOOLICA CHCL3 CLOREXIDINA
S. sanguinis SA 62,5 125 2
S. oralis SA SA SA 2
E. faecalis SA AS SA 2

* S/A: sem acéo
Fonte prépria do pesquisador

Para verificar os valores obtidos nos testes de obtencdo da menor
concentracdo que impedem o crescimento visivel de S. sanguinis na presenca dos
diferentes fracdes da Cinachyrella sp., o subcultivo dos pocos referentes a CIM, CIM
x 2 e CIM x 4 para este microrganismo foi realizado por 24 h, para determinacéo da
CBM. Assim, o valor da CBM verificado para as fases hidroalcéolica e CHCI3 foram

equivalentes as CIMs determinadas anteriormente no teste de microdilui¢cao.
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6. DISCUSSAO

O exponencial aumento da resisténcia medicamentosa apresentado por
microrganismos patogénicos, além dos efeitos colaterais acentuados provocados
pela maioria dos farmacos disponiveis no mercado, tem incentivado a busca por
novos medicamentos para uso clinico e laboratorial (MARINHO et al., 2010). Embora
o Brasil seja 0 segundo pais com o mais extenso litoral, ficando atras apenas da
Australia, a sua exploracédo e o desenvolvimento da quimica e da farmacologia dos
organismos marinhos nao foi levada em consideracdo por muitos anos, tendo em
vista que o foco das pesquisas de produtos naturais brasileiros estava direcionada
somente para as pesquisas com plantas medicinais. Apenas recentemente, no
Brasil, € que se comecou a estudar a quimica e o potencial terapéutico dos
organismos marinhos (TORRES et al., 2002).

O mar é uma fonte quase inesgotavel de novas fontes naturais, apresentando
uma variedade de espécies vegetais, animais e microbianas com vasto potencial
para o desenvolvimento de substancias antimicrobianas, que podem ser obtidos em
diferentes extratos, auxiliados por sofisticadas técnicas de extracdo, separacdo e
andlise. Neste contexto, as esponjas representam a mais interessante fonte de
metabolitos secundéarios da biodiversidade marinha, apresentando potencial
atividade antimicrobiana como resultado da citotoxicidade dos seus subprodutos
(TOUATI et al.,, 2007). Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana do extrato bruto etandlico e suas fases hidroalcoolica e

cloroférmico (CHCI3) da Cinachyrella sp. sobre patégenos orais.

A partir dos resultados obtidos para a determinacdo da atividade antifungica
da Cinachyrella sp. foi possivel identificar consideravel potencial antifingico na
inibicdo do crescimento das diferentes espécies de Candida, em especial da fase
CHCI3. Para as cepas de Candida tropicalis CBS 94 e Candida krusei CBS 593, a
CIM obtida para fases EtOH e Hidroalcéolica foi de 625 pg/mL enquanto para a fase
CHCI3 foi verificada uma CIM de 156,25 pug/mL. Ja para C. albicans CBS 562 a
inibicdo do crescimento ocorreu, porém na presenca de maiores concentracdes das
substéancias teste, sendo observadas uma CIM de 1250 pg/mL para o extrato bruto
etandlico (EtOH) e para as fases hidroalcodlica e 312.5 ug/mL para a fase CHCI3.

Esta melhor acdo da fase CHCI3 se deve possivelmente a propriedade apolar dos



36

seus componentes, caracteristica predominante na parede celular dos fungos, o que
favorece sua interacdo e acao antifungica (GALEANO; MARTINEZ, 2007).

Alguns estudos avaliaram a acdo antimicrobiana de diferentes esponjas
marinhas, incluindo a espécie Cinachyrella. Neste contexto, em um estudo in vitro
realizado por EL-AMRAOUI et al., (2010), em que se utilizou o método de difuséo
em agar para verificar a atividade antifingica e antibacteriana de 26 extratos obtidos
de 13 esponjas marinhas. As fases aquosas e / ou organicas de todos as 13
esponjas marinhas investigadas apresentaram alguma atividade em pelo menos um
microrganismo testado, onde todas as espécies de esponjas foram efetivas contra
bactérias, entre estas a Escherichia coli CIP 54127 e Staphylococcus. aureus ATCC
25923.

No entanto, apenas trés espécies de esponjas exerceram atividade sobre
cepas fungicas, entre elas, a espécie Cinachyrella, que apresentou acéo contra a C.
albicans ATCC 10231 e C. tropicalis R2 CIP1275.81, esta Ultima resistente a
anfotericina B. Igualmente, no presente estudo, as trés fases de Cinachyrella sp.
foram capazes de inibir o crescimento das cepas de C. albicans e C. tropicalis,

porém utilizando a técnica de microdiluicdo ao invés do teste de difusdo em agar.

A atividade antimicrobiana de sete esponjas marinhas coletas na costa da
Tunisia foi testada sobre E. faecalis ATCC 29212, bem como sobre cepas fangicas
de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, a partir de isolados clinicos de pacientes
(TOUATI et al., 2007). A fase acetato de etila das sete esponjas avaliadas
apresentou uma melhor atividade antibacteriana comparada as outras fases
testadas, a exemplo da esponja Axenella damicornis que, na sua fase acetato de
etila, exibiu atividade significativa contra todas as espécies bacterianas testadas.
Entretanto, a fase orgénica da espécie Agela oroides ndo apresentou atividade
sobre E. faecalis. De forma semelhante, nenhumas das fases da Cinachyrella sp.

testadas no presente estudo foi capaz de inibir o crescimento de E. faecalis.

Em contrapartida, o teste da atividade antifingica das espécies marinhas
analisadas no estudo de TOUATI et al., (2007), ndo obtiveram resultados positivos,
mostrando capacidade reduzida de inibicdo do crescimento das cepas fungicas. Ja
no presente estudo, foi verificada uma maior efetividade da esponja Cinachyrella sp
sobre fungos visto que todas as formulacdes testadas (EtOH, hidroalcoolica e

CHCI3) foram efetivas contra as cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, com
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resultados bastante satisfatorios. Portanto, o potencial antimicrobiano das esponjas
marinhas tem sido comprovado, porém sua maior acao antibacteriana ou antifiingica

depende da espécie de esponja e seus componentes majoritarios.

Outro estudo in vitro, realizado por MARINHO et al., (2010), avaliando a
eficdcia de fases diferentes de 12 esponjas coletadas no Brasil, resultou na acao
inibitoéria de 10 dessas esponjas sobre bactérias resistentes a antibiéticos. Entre as
esponjas analisadas a espécie Cinachyrella sp. obteve um dos maiores espectros de
acado, inibindo principalmente Cocos Gram-positivos. No entanto, de forma
semelhante ao nosso estudo, a Cinachyrella sp. néo foi eficaz contra E. faecalis, que

foi inibida por outra espécie de esponja, a P. citrina, em sua fase aquosa.

Com o objetivo de identificar novos composto com potencial para uso
terapéutico, GALEANO e MARTINEZ, (2007), analisaram a atividade antimicrobiana
de 24 esponjas marinhas do Golfo Uraba, regido do caribe colombiano, mais
especificamente de trés diferentes fases: extrato bruto metanolico, CHCI3 e n-
Hexano sobre as espécies bacterianas: Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
sobre cepas fungicas de C. albicans. Das 24 espécies de esponjas analisadas, 14
mostraram atividade contra C. albicans, com destaque para as esponjas da espécie
Leucetta aff. floridana e Cinachyrella, que exerceram atividade satisfatoria das trés
fases estudadas em relacdo as outras fases de esponjas analisadas, com destaque
para a fase CHCI3 da Cinachyrella. Esta melhor acédo da fase CHCI3 corrobora com
nossos achados, sobretudo no que se refere a atividade antifiungica. Essa maior
efetividade se deve possivelmente as suas propriedades apolares dos seus
componentes, caracteristica predominante na parede celular dos fungos, o que
favorece sua interacéo e acéo antifungica (GALEANO; MARTINEZ, 2007).

Conscientes da necessidade da valorizacdo da biodiversidade marinha, assim
como da importancia e da continuidade do processo de busca por produtos
antimicrobianos oriundos de espécies marinhas para utilizagdo na induastria
farmacéutica, RAMOS et al., (2015), avaliaram a letalidade e o potencial
antimicrobiano dos metabdlitos secundarios de seis esponjas marinhas extraidas da
bahia de Mochima, na Venezuela. Foram realizados testes quimicos e de
bioatividade da fase apolar acetato de etila das seis esponjas analisadas, entre elas,
Cinachyrella sp. Os resultados desse estudo ndo foram favoraveis quanto a acao

antibacteriana e antifungica da fase acetato de etila da Cinachyrella, que n&o teve
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potencial para inibir nenhum dos microrganismos testados, nem mesmo o fungo
oportunista C. albicans. No presente estudo demonstramos que o extrato bruto
etandlico (EtOH) e a fase hidroalcoolica e, em maior potencial, a fase CHCI3 inibiram
o crescimento de diferentes cepas fungicas, incluindo-se a C. albicans. Ja os
resultados das analises de GALENO e MARTINEZ, (2006) e EI-AMRAROUI et al.,
(2010), de maneira semelhante aos nossos dados, também demonstraram a eficicia
da fase CHCI3 sobre C. albicans. Esses dados sugerem que esta fase da espécie
Cinachyrella sp. tenha potencial inibitério maior em cepas flngicas que a fase

acetato de etila.

CRISTANCHO et al., (2008), se propuseram a avaliar em um dos seus
estudos a atividade antimicrobiana in vitro das fases organicas de 15 esponjas
marinhas extraidas do mar do Caribe sobre microrganismos potencialmente
patogénicos, sendo a C. albicans a Unica espécie de fungo testada, e a nistatina
utilizada como controle positivo. Das 15 esponjas avaliadas, quatro tiveram potencial
para inibir C. albicans e somente a Xestospongia proxima apresentou um halo de
inibicdo superior ao da nistatina. Para as demais espécies de esponjas, a inibicao foi
alcancada apds o aumento da concentracdo dos extratos. Quanto a espécie marinha
Cinachyrella sp., também avaliada neste experimento, ndo se obteve resultados
positivos de inibicdo de C. albicans, indo ao encontro dos resultados obtidos por
RAMOS et al., (2015) e confrontando os resultados do estudo de EL-AMRAQUI et
al., (2010) e de GALEANO e MARTINEZ, (2007), assim como os do presente estudo
em relacdo a efetiva inibicdo do crescimento de cepas de C. albicans induzida por

extratos de Cinachyrella sp.

De acordo com RAMOS et al.,, (2015), a capacidade antimicrobiana das
esponjas esta relacionada com a presenca e a quantidade de alcaloides, esteroides
insaturados e triterpenos pentaciclicos, que fazem parte de um mecanismo quimico
de defesa das esponjas, para evitar parasitas, como larvas, que uma vez fixadas a
elas podem interferir no processo de filtragdo das esponjas, comprometendo a sua

sobrevivéncia e desenvolvimento.

Assim, a literatura evidencia por meio de estudos in vitro uma potencial
atividade antimicrobiana de esponjas marinhas, incluindo-se a Cinachyrella sp. As
evidéncias da acdo antifungica sdo mais recorrentes, sendo a maioria dos relatos

contra cepas de C. albicans. Apenas dois estudos encontrados na literatura relatam
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testes microbiolégicos de esponjas marinhas sobre cepas de C. tropicalis (EL-
AMRAOUI et al.,, 2010; TOUATUI et al, 2007) e apenas um sobre C. krusei
(TOUATUI et al., 2007), no qual obteve se obteve resultados negativos para as
esponjas testadas, confrontando os resultados no presente estudo, em que houve

uma inibicado de crescimento satisfatorio para estas espécies.

Poucos séo os relatos da literatura sobre a agéo antibacteriana das esponjas
marinhas, incluindo-se a Cinachyrella sp. Com os resultados obtidos através dos
testes para a determinacdo da atividade antibacteriana das fases da Cinachyrella
sp., nosso estudo demonstrou um potencial das fases CHCI3 e hidroalcoolica de
Cinachyrella sp. para inibir o crescimento de S. sanguinis, com valores de CIM de
125 pg/mL e 625 ug/mL, respectivamente. Entretanto, nenhuma das fases da

Cinachyrella sp. apresentou acao as cepas de S. oralis e E. faecalis.

A acdo das esponjas sobre bactérias € maior nos Gram-positivos, sendo
poucos os relatos de inibicdo sobre microrganismos Gram-negativos (MARINHO et
al., 2010). Nao foram encontrados relatos na literatura de estudos testando nenhuma
espécie de esponja marinha sobre espécies bacterianas de S. sangunis e S. oralis,
ndo sendo possivel realizar nenhum tipo de comparacao entre estudos em relagéo a

essas espécies bacterianas.

Até o presente momento, este estudo € um dos pioneiros que relata testes
microbiolégicos in vitro de uma espécie de esponja marinha, Cinachyrella sp. sobre
microrganismos bacterianos com potencial patogénico, encontrados na cavidade
oral de humanos, tratando-se do primeiro relato de inibicdo da espécie bacteriana
Streptococcus sanguinis por uma esponja marinha, Cinachyrella sp., sendo ainda o
primeiro relato de teste desta espécie marinha sobre E. faecalis, com resultados

negativos para essa espécie bacteriana.

Na crescente busca por produtos naturais, farmacologicamente ativos, que
sejam eficazes contra microrganismos patogénicos, que nao cause resisténcia
microbiana e diminua os efeitos colaterais, as espécies de esponjas marinhas
tornam-se fontes ideais. Em virtude do exposto, percebe-se o grande potencial da
Cinachyrella sp. sobre patdgenos orais, com especial efeito antifungico. Entretanto,
deve se ressaltar que os resultados satisfatérios obtidos neste estudo no que se
refere a acdo antifungica de Cinachyrella sp. (em especial da fase CHCI3), bem

como a acgao inibitéria sobre o crescimento de S. sanguinis, sdo preliminares e
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limitados, sendo necesséaria a realizacdo de mais estudos in vitro, sobre diferentes
patégenos orais, bem como ensaios de biofilme mono e multi-espécie para reforcar
os dados obtidos e encorajar investigacdes futuras em estudos in vivo e, por fim,
avancos para ensaios clinicos afim de se aplicar um agente terapéutico a base deste

produto natural de origem marinha.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados preliminares obtidos no presente estudo, foi possivel
identificar um potencial antifingico consideravel de Cinachyrella sp. na inibicdo do
crescimento das diferentes espécies de Candida (C. albicans CBS 562,C. tropicalis
CBS 94, C. krusei CBS 593), em especial da fase CHCI3, bem como uma acéo
antimicrobiana sobre S.sanguinis. Entretanto, mais estudos in vitro empregando a
Cinachyrella sp. sobre diferentes microrganismos orais e inclusive em modelos de
biofilme que mimetizem melhor as condicbes da microbiota in vivo devem ser
realizados. Estes ensaios preliminares indicam que as esponjas marinhas sdo uma

fonte em potencial para novos metabdlitos antimicrobianos.
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