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RESUMO

Os produtos de origem marinha sdo hoje a fonte de estudo de varios grupos de
pesquisa, visto que eles sdo fonte de metabdlitos secundarios com um amplo
potencial biolégico para o desenvolvimento de farmacos. As algas Caulerpa
mexicana, Bryopsis pennata, Hypnea musciformes, Bryothamnion triquetrum e a
esponja Ircina felix, sdo exemplos de espécies encontradas no litoral paraibano e
que despertaram interesse por diversos efeitos bioldgicos. Caulerpa mexicana é
uma alga verde da familia Caulerpaceae, a alga Bryopsis pennata é também uma
alga verde e pertence a familia Bryopsidaceae, Hypnea musciformes é uma alga
vermelha que integra a familia Cystocloniaceae, bem como a alga vermelha
Bryothamnion triquetrum pertence a familia Rhodomelaceae, ja a esponja marinha
Ircina felix faz parte da familia Ircinidae. Objetivando-se ampliar o conhecimento a
cerca das espécies marinhas que compdem a flora e a fauna paraibana e diante do
seu potencial, foi analisada a presenca dos principais metabdlitos secundarios e
avaliamos o perfil antifungico e antibacteriano dos extratos brutos destas espécies.
As analises quimicas forneceram informacodes relevantes a cerca da presencga de
metabdlitos secundarios nas algas e esponja analisados. Os resultados obtidos na
realizacdo do screnning condizem com os dados analisados durante a revisao
bibliografica previamente realizada. Quando analisados em relacdo as atividades
antifungica e antibacteriana os extratos de B. triquetrum e Ircinia felix apresentaram

atividade bastante satisfatoria.
Palavras chave:

Produtos marinhos, metabdlitos secundarios, atividades antifungica e antibacteriana.



ABSTRACT

The products from marine origin are today the source of study in many research
groups, because they can lead to secondary metabolites with a large biological
potential for the drug development. The algae Caulerpa mexicana, Bryopsis pennata,
Hypnea musciformes, Bryothamnion triquetrum, and the sponge Ircina felix are
species fund in Paraiba’s coast that aroused interest by diverse biological effects.
The Caulerpa mexicana is a green seaweed from the Caulerpaceae family, Bryopsis
pennata it is also a green seaweed belonging Bryopsidaceae family, Hypnea
musciformes is a red seaweed incorporating Cystocloniaceae family as well as the
red seaweed Bryothamnion triquetrum belonging Rhodomelaceae family. The marine
sponge Ircina felix, is part of Ircinidae family. Aiming to increase the knowledge about
marine breeds composing the fauna and flora of Paraiba and also its potential, we
have analyzed the presence of they main secondary metabolites and also evaluated
the antifungal and antibacterial profile of crude extracts of these species. The
chemical analysis provided relevant information about secondary metabolites in
algae and sponges analyzed. The results of the screening were consistant with the
data analyzed in the bibliographic review previously fulfiled. When observed in
relation in relation to antifungal and antibacterial activities the extracts of B.

triquetrum and Ircinia felix showed satisfactory activity.

Keywords:

Marine products, secondary metabolites, antifungal and antibacterian activities
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1. INTRODUGCAO

O homem sempre se sentiu atraido pelos recursos oferecidos pela natureza,
para sua alimentacdo e manuteng¢ao, como também, por esta ser sua principal fonte
de inspiracao e aprendizado. Todos os desafios e barreiras impostos pela natureza
trouxeram ao homem o atual estagio de desenvolvimento em que ele se encontra
(VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Desta forma é essencial que
busquemos a cada dia, novos recursos e fontes que colaborem para nossa
evolugdo, utilizando para tanto as inumeras ferramentas disponibilizadas pela
natureza, de uma maneira sustentavel e consciente (PUPO; GALLO; VIEIRA, 2007).

Os produtos de origem natural, tais como, plantas, microrganismos e
organismos marinhos s&o amplamente utilizados como fontes de substancias
biologicamente ativas, usados na descoberta de novos farmacos (BARREIRO;
BOLZANI, 2009). Usando, copiando ou modificando as moléculas sintetizadas pelos
seres vivos, a quimica e a ciéncia de um modo geral utilizam esses produtos como
fonte de inspiragcdo, em diversas areas, entre elas na produgdo de farmacos
(COSTA-LOTUFO; WILKE; JIMENEZ, 2009).

A maioria das substancias quimicas conhecidas é proveniente da natureza.
Os metabdlitos secundarios de plantas e de organismos marinhos possuem uma
infinidade de combinagdes em suas micromoléculas, o que se torna impossivel de
ser substituido por meétodos laboratoriais. Esse fato se torna explicado pelos
milhares de anos que a natureza levou em sua evolugao, tendo que se adaptar as
mais diferentes condigdes climaticas, de poluicdo e lutando contra a presenca de
predadores e invasores (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

O Brasil, com todos os seus recursos naturais, seu imenso litoral, a grandeza
de sua flora e fauna e, sendo o detentor da maior floresta equatorial e tropical umida
do planeta, ndo pode abdicar de sua vocagao para os produtos naturais (PINTO et.,
al 2002), logo, uma das areas de maior tradicdo em pesquisa cientifica no Brasil € a
que se refere aos produtos naturais, devido a fatores histéricos e principalmente a
sua imensa biodiversidade. O isolamento e a identificacdo de moléculas, juntamente
com os testes bioldgicos associados e estudos quimiotaxonémicos sdo os principais
focos dessas pesquisas (PUPO; GALLO; VIEIRA, 2007).

Dentro das classes de produtos naturais, utilizados nessas pesquisas

destacam-se os produtos naturais de origem marinha, sendo essa uma fonte de
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pesquisa que traz resultados inovadores e promissores (MARINHO-SORIANO et al.,
2011). Esses organismos sintetizam metabdlitos secundarios com um amplo
potencial bioldgico, principalmente os representantes de mares tropicais e
subtropicais.

No Brasil, as pesquisas relacionadas as ciéncias basicas que lidam com a
identificacdo e caracterizacdo de biomoléculas com potencial terapéutico, em
especial a quimica e a farmacologia, sdo prédigas em suprir o arsenal cientifico
especializado com trabalhos de elevado nivel cientifico (COSTA-LOTUFO et al.,
2010). Sendo assim é necessario que se intensifique os estudos a cerca dos
produtos marinhos, visto que muito pouco € conhecido a respeito dos mesmos,
quando comparada a vasta diversidade e a capacidade impactante de resultados
inéditos que esses organismos produzem.

Dessa forma os testes para avaliar a atividade antifungica e antibacteriana
com produtos naturais sdo muito importantes, visto que € necessario se ter no
arsenal farmacoterapéutico novos farmacos capazes de combater de forma segura e
eficaz estes patdgenos, que rapidamente desenvolvem resisténcia na terapia
antifungica e antibacteriana (MACHADO et al., 2010).

Visto a importancia destes produtos como fonte da riqueza da nossa flora e
fauna marinhas e abundancia no litoral paraibano optou-se por realizar uma triagem
quimica e avaliagdo antimicrobiana e antifungica de quatro espécies de macroalgas:
Caulerpa mexicana e Bryopsis pennata (algas verdes), Hypnea musciformis,

Bryothamnion triquetrum (algas vermelhas), e a esponja Ircinia felix.



17

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PRODUTOS NATURAIS MARINHOS

Os oceanos cobrem 70,8 % da superficie terrestre (FELICIO; OLIVEIRA;
DEBONSI, 2012) e sao habitados por cerca de 200.000 espécies de plantas e
invertebrados marinhos e milhdes de microrganismos, além das plantas, esponjas,
octocorais, ascideas e briozoarios que sao organismos sésseis quando adultos e se
desenvolvem em condigdes adversas quando comparados aos terrestres. A
evolugao e sobrevivéncia destas espécies resultaram em organismos que produzem
substancias unicas com fungdes ecoldgicas diversas (PINTO, 2002).

Estima-se que a profundidade média dos oceanos seja de aproximadamente

3.700m, o que confere a essa comunidade gigantesca uma complexa e eficiente
conectividade entre os organismos presentes em um mesmo ambiente. O
ecossistema marinho representa 95% da biosfera e dos 31 filos animais conhecidos,
12 sdo exclusivamente marinhos e nunca foram encontrados além dos oceanos
(FELICIO; OLIVEIRA; DEBONSI, 2012), abrigando a maioria dos grupos de
organismos vivos, incluindo representantes de 34 dentre os 36 filos descritos. Dessa
forma é no ecossistema marinho que se encontra a maior biodiversidade filética,
possuindo um potencial biotecnoldgico associado praticamente ilimitado (COSTA-
LOTUFO; WILKE; JIMENEZ, 2009).

Até relativamente pouco tempo, meados dos anos 50, esse ecossistema foi
pouco explorado, devido ao dificil acesso as profundidades. Na década de 70, com o
avango das técnicas e o advento dos equipamentos seguros de mergulho, algas e
invertebrados marinhos puderam dar inicio as suas historias nas bancadas dos
laboratérios de quimica e farmacologia. Pelos 20 anos que se seguiram os estudos
com produtos marinhos, respondeu com uma quantidade imensa de moléculas
peculiares, trazendo estruturas complexas, desconhecidas e com um potencial
bioldgico atrelado nunca antes visto (COSTA-LOTUFO; WILKE; JIMENEZ, 2009).

Muitas substancias identificadas possuem estruturas quimicas unicas e sem
precedentes em fontes naturais terrestres, fato que tem motivado, além do
desenvolvimento de novos métodos de isolamento e de sintese organica, pesquisas
sobre a origem e biossintese das substancias isoladas, sua importancia ecoldgica e
atividades farmacologicas. O estudo das substancias quimicas produzidas pelas

espécies marinhas € uma ferramenta fundamental para a compreensao da evolugao
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e da manutengdo das comunidades marinhas nos diferentes oceanos (PINTO,
2002).

No Brasil, a pesquisa de produtos naturais marinhos iniciou por volta de 1962,
no Instituto de Pesquisa Agricola do Rio de Janeiro. Posteriormente, érgaos federais
como a EMBRAPA e Fundagédo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ comegaram a
desenvolver investigagdes cientificas nesta area. Em 1976, apdés uma década de
pesquisa em produtos naturais marinhos, a SARSA laboratérios farmacéuticos do
Rio de Janeiro, formou uma equipe multidisciplinar com quimicos, bidlogos e
farmacologistas que durante cinco anos realizaram um screening de mais de 500
extratos de esponjas, anémonas do mar, estrelas do mar e varias algas (KELECOM,
1997).

No entanto, ainda sdo poucas as informagdes, documentadas em artigos
cientificos, sobre as substancias isoladas e a atividade biolégica de produtos
naturais de organismos marinhos coletados ao longo do litoral brasileiro. A costa do
Brasil compreende, incluindo suas reentrancias, cerca de 9.000 km de extensao,
sem contar as diversas ilhas e arquipélagos, e cerca de 800 mil km? de plataforma
continental. Segundo a base de dados do CNPq de grupos de pesquisa, existem
cerca de 114 grupos trabalhando em areas relacionadas a biodiversidade marinha
no Brasil, incluindo principalmente taxonomia e ecologia, mas também existem
grupos trabalhando com genética, bioprospeccado e ecotoxicologia, entre outros
(JOLY et al., 2011).

Ap6s uma longa época de pesquisa em produtos naturais marinhos a
industria voltou seu interesse para a sintese e para a quimica combinatoria a fim de
se descobrir novos farmacos. Recentemente o interesse por essa area retornou, ja
gue novas tecnologias foram desenvolvidas bem como os avangos nas técnicas de
isolamento e caracterizagdo quimica, os progressos e a sofisticagdo dos bioensaios,
que se mostram cada vez mais especificos e acurados. Novos produtos marinhos
comegaram a ser explorados, como foi 0 caso dos microrganismos marinhos. Quase
a metade desses produtos foi isolada ap6s o ano 2000. Apesar das cerca de 18.500
substancias isoladas entre 1965 e 2006, calcula-se que menos de 3% do total
estimado de organismos marinhos ja tenha sido estudado. A figura 1 resume a
evolugdo no isolamento de produtos naturais marinhos ao longo dos ultimos
cinquenta anos (COSTA-LOTUFO; WILKE; JIMENEZ, 2009).
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Figura 1: Quantidade de novos produtos naturais marinhos isolados recentemente
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A industria farmacéutica € uma das principais interessadas no potencial dos
produtos de origem marinha, onde o0s gastos no processo de produgdo e
desenvolvimento de novos farmacos chegam a ordem de 2 bilhdes de reais, para
que principalmente farmacos entrem nas etapas de ensaios pré-clinicos e clinicos
destinados ao tratamento de neoplasias. A maioria das industrias tem investido no
desenvolvimento de farmacos baseados em produtos naturais marinhos. Vale
mencionar que 13 novos farmacos relacionados a produtos naturais foram
aprovados entre 2005 e 2007, sendo que cinco representam novas classes de
farmacos (COSTA-LOTUFO; WILKE; JIMENEZ, 2009).

A maturidade na utilizagdo de substéncias de origem marinha para a
producado de medicamentos veio com a descoberta dos nucleosideos espongoridina
e espongotimidina que levaram ao desenvolvimento dos medicamentos com
atividade anticancer e antiviral, ara-C (Citarabina:) e o ara-A (Vidarabina:),
respectivamente. Sdo comercializados também, mais dois farmacos com origem
marinha a trabectedina (Yondelis) e o analgésico neuropatico ziconotideo (Prialt ).
Segundo o FDA (Food and Drugs Administration, EUA) outros protétipos de
farmacos isolados de organismos marinhos sao o esterol antiasmatico contignasterol
e o diterpeno anti-inflamatério pseudopterosina A, estas ultimas sao comercializadas

como uma linha de cremes faciais (PINTO, 2002).
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Por mais que ja se tenha muitos avangos nessa area, € necessario um maior
aprofundamento a respeito dessa espetacular fonte de diversidade molecular
marinha, tendo em vista a descoberta de novos protétipos. Dessa maneira devem-se
intensificar as pesquisas com produtos marinhos, visto a existéncia de substancias
com atividades antivirais e anticancer, as quais fazem parte da composicido de

muitos produtos marinhos utilizados pela industria farmacéutica (LIRA, 2013).

2.2 ALGAS MARINHAS

O termo algas, lato sensu, compreende um agrupamento artificial de
organismos que tém muito pouca coisa em comum a nao ser o fato de serem
predominantemente aquaticos e desprovidos de um tecido constituido de células
estéreis envolvendo os 6rgdos de reprodugdo e de um sistema diferenciado para
condugao de agua. Nao constituem uma categoria taxondmica definida, mas sim um
amontoado de categorias dispares, tdo diversas que chegam a ser classificadas em
2 ou 3 reinos diferentes, tradicionalmente conhecidos como Monera, Protista e
Plantae, por esta razdo sendo grupos polifiléticos (OLIVEIRA,2002).

As algas, aliadas a um pequeno grupo de angiospermas marinhas, constituem
os produtores primarios que sustentam a vida nos mares e oceanos e, portanto,
desempenham um papel ecologico fundamental na manutengdo destes
ecossistemas. Estima-se que o fitoplancton marinho seja responsavel por 40 a 50 %
da produgao primaria global (BOLIN et al., 1977).

As algas sao organismos de linhagens que tém suas origens ha mais de 3
bilhbes de anos. Como uma de suas principais fungdes biohistoricas devido ao
processo da fotossintese, sao responsaveis pela estruturacdo da atmosfera terrestre
como a conhecemos, possibilitando a vida sobre a superficie do planeta, de todos os
seres vivos aerobicos, pela produgdo de oxigénio molecular e consequente
formacédo da camada de ozd6nio que filtra os raios UV, deletérios para moléculas de
DNA. As algas calcarias sao elementos importantes na formagado e manutencao dos
recifes de coral, ecossistemas com biodiversidade comparavel a das florestas
tropicais. E possivel ainda que as algas calcarias tenham um importante papel no
ciclo global do carbono, tendo sua abundancia e diversidade provavel influéncia
sobre o clima do planeta (OLIVEIRA, 2002).
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As algas marinhas sdo organismos usados como matéria-prima de produtos
como medicamentos, combustiveis, cosméticos, além de servirem como alimento
animal e humano. Sdo usadas para branquear papel, na composi¢ao do envoltério
de capsulas de medicamentos, na fabricagdo de tintas e de cosméticos e como
aditivos na industria alimenticia. Sdo hoje conhecidos muitos outros usos de
macroalgas marinhas, como na regeneragao 0ssea para enxertos odontolégicos
(TEIXEIRA, 2012). Assim, do ponto de vista de sua importancia econémica as algas
marinhas fornecem produtos imprescindiveis para a vida do homem moderno, com
valores que ultrapassam alguns bilhées de ddlares por ano (OLIVEIRA, 2002).

Os estudos de detecgao e isolamento de substancias ativas presentes em
algas e esponjas, tém se intensificado nos ultimos anos, tendo em vista a enorme
diversidade destes compostos e sua comprovada aplicabilidade nas mais diferentes
areas da pesquisa cientifica. Investigagdes bioquimicas e bioloégicas desses
compostos vém fornecendo dados para o melhoramento das espécies, bem como a
utilizacdo de tais constituintes em areas como agricultura, medicina, imunologia,
toxicologia, entre outras (FELICIO et al., 2008).

No Brasil, desde 2005, foi constituida a Redealgas (Rede Nacional em
Biotecnologia de Macroalgas Marinhas). Trata-se de uma rede de pesquisa e
constitui um importante forum para a discussdo de programas de pesquisas e linhas
de agbes para o desenvolvimento da Ciéncia, Tecnologia e Inovagao sobre a
biodiversidade marinha do litoral brasileiro (TEIXEIRA, 2012).

2.2.1 Subdivis6es das algas

As algas podem fazer parte dos bentos (individuos fixos no substrato) ou
plancton (individuos suspensos na agua). A faixa litordnea que as algas bénticas
habitam pode estar dividida em: supralitoral (faixa mais alta do litoral), mesolitoral
(pode estar temporariamente descoberto nas marés-baixas) e infralitoral (faixa que
nunca fica exposta ao ar) (HORTA, 2001).

As algas marinhas bentdnicas sdo multicelulares e crescem fixas ao substrato
consolidado. Algumas possuem adaptagdes para a sua sobrevivéncia em substratos

arenosos ou lodosos e outras podem formar, a partir de fragmentos ou complexas
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comunidades flutuantes. Podem ser distintas pela sua coloragdo, ou seja, pela
abundancia de seus pigmentos principais (TEIXEIRA, 2012).

As algas sao similares em muitos aspectos as outras plantas, possuindo as
mesmas vias bioquimicas basicas, possuem clorofila a como principal pigmento
fotossintético e carotendides (b-caroteno e fucoxantina), ficocianina e ficoeritrina
como pigmentos acessorios. Ainda seus polissacarideos e proteinas
biossintetizados s&o comparaveis aqueles das plantas superiores (SOUTH;
WHITTICK, 1987).

Atualmente sao reconhecidas varias divisbes de algas destacando-se as
Cyanobacteria, Glaucophyta, Euglenophyta, Cryptophyta, Haptophyta, Dinophyta
(dinoflagelados), Ochrophyta (englobando as diatomaceas, algas pardas e outras),
Rhodophyta (algas vermelhas) e Chlorophyta (algas verdes), as quais sao

classificadas segundo critérios quimicos citolégicos e morfolégicos (LIRA, 2013)

2.2.1.1 Algas verdes
As algas verdes estao subdivididas em quatro classes: Prasynophyceae,

Charophyceae, Ulvophyceae e Chlorophyceae. Dentre essas, a classe Ulvophyceae
possui cinco ordens: Ulotrichales, Ulvales, Cladophorales, Bryopsidales e
Dasycladales, s&o de habitat marinho, em particular, na regi&o entre marés e estao
bem representadas na flora brasileira por 29 géneros. As algas verdes (Divisao
Chlorophyta) possuem as clorofilas a e b como pigmentos mais abundantes.
(TEIXEIRA, 2012).

Constituem o maior e mais diversificado grupo de algas, tanto em nivel de
espécie, como também de padrdes morfologicos, estruturais e reprodutivos
(OLIVEIRA-CARVALHO, 2003). Atualmente, o filo encontra-se representado por
17.000 espécies (OLIVEIRA-CARVALHO, 2008).

Estas algas sdo extremamente abundantes nos ambientes aquaticos, onde é
um dos mais importantes componentes do plancton, sendo responsaveis pela maior
parte da producdo de oxigénio molecular disponivel no planeta a partir da
fotossintese (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

Consideragdes sobre o género Caulerpa
Os representantes do género Caulerpa, sao conhecidos por sua grande

capacidade de invadir e colonizar grandes areas em diversas costas do mundo,
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como por exemplo, Caulerpa taxifolia. Algas desse género sdo capazes de se
desenvolver em qualquer tipo de substrato e sua multiplicagao é favorecida pela sua

capacidade de sintetizar algumas toxinas, como a caulerpenina (TEIXEIRA, 2012).

Figura 2: Foto ilustrativa de Caulerpa mexicana Sonder ex Kiitzi

(www.algaebase.org)

Espécies de Caulerpa (Figura 2) foram reconhecidas por Lamouroux em
1809, pertencente a familia Caulerpaceae que abriga, atualmente, os géneros
Caulerpa e Caulerpella (Quadro1) (WYNNE, 2005). Distribuem-se em regides
tropicais a subtropicais do mundo, mas algumas espécies se estendem no mar

mediterraneo e em regides temperadas da Australia (KEVEKORDES et al. 2006).

Quadro 1: Classificagdo Taxondmica do género Caulerpa

Reino Plantae

Filo (Divisao) Chlorophyta
Classe Bryopsidophyceae
Ordem Bryopsidales
Familia Caulerpaceae
Género Caulerpa

(www.algaebase.org)
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Segundo levantamento realizado no banco de dados Natural Products Alert
(NAPRALERT), o género Caulerpa é composto por diferentes classes de
substancias. Entretanto as que apresentam maior prevaléncia sdo os alcaloides,
terpenoides e esteroides. O composto majoritario deste género é o alcaloide
bisinddlico caulerpina (Quadro 2). A literatura cita algumas atividades que podem
estar relacionadas a caulerpina, tais como a atividade anti-inflamatéria e

espasmolitica descrita pela primeira vez por SOUZA et al., 2009.

Quadro 2: Principais substancias isoladas do género Caulerpa

Colesterol B-sitosterol




Quadro 2: Principais substancias isoladas do género Caulerpa (continuagao)
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Outros compostos que apresentam relevédncia no género, sao o0s
sesquiterpenos caulerpenina (AMICO et al., 1978) e flexilina (BLACKMAN; WELLS,
1978), o esterdide colesterol (XU et al., 1998), o esterdide R-sitosterol
(ANJANEYULU et al., 1991), o diterpeno trifarina (PAUL; FENICAL, 1985;
HANDLEY; BLACKMAN, 2001). Recentemente foram isolados a partir de Caulerpa
racemosa quatro substancias caulerprelinol A, caulerprelinol B, racemosina A,
racemosina B (LIRA, 2013).

Varios estudos tém demonstrado o potencial terapéutico de diversas espécies
de Caulerpa, isto é confirmado através de levantamento bibliografico, que mostra
que os extratos testados de muitas espécies apresentam um amplo espectro de
atividades, incluindo atividade antibacteriana (ALBUQUERQUE et al., 1983;
SRIDHAR et al., 1984), atividade antifungica (ALBUQUERQUE et al., 1983), antiviral
(PREMANTHAN et al.,, 1994 ; PREMANTHAN et al., 1995), atividade antitumoral
(NAKAMURA et al., 1997), atividade repelente (THANGAM et al.,1993), atividade
anticrustaceo (ARA et al., 1999), entre outros.

A Caulerpa mexicana (Figura 2) Sonder ex Kutzing, esta distribuida nas llhas
do Atlantico, na América do Sul, na América do Norte, Ilhas do Caribe, Australia e
Nova Zelandia, na Africa, llhas do oceano indico, sudeste asiatico e llhas do Pacifico
(STAM et al., 2006).

De acordo com a literatura, foi identificado na espécie o alcaloide bisinddlico
caulerpina (SCHWEDE et al., 1987), os acidos graxos palmitico, a-linoleico, linoleico
e hexadecatriendico (KHOTIMCHENKO, 1995), as vitaminas a- e (3-caroteno e a-
tocoferol (SOUSA et al., 2008). Em extratos polares foi confirmada a presenca de
substancias polifendlicas (ECHAVARRIA, FRANCO e MARTINEZ, 2009).

Estudos realizados demonstraram pela primeira vez que extratos de Caulerpa
mexicana induziram uma atividade anti-inflamatoéria e mais estudos serado realizados
a fim de se caracterizar os possiveis mecanismos de acédo (BITENCOURT et al.,
2011).

Consideragbes sobre o género Bryopsis e Bryopsis pennata

O género Bryopsis (Figura 3) foi reconhecido pela primeira vez por
Lamouroux em 1809. Esse género faz parte da familia Bryopsidaceae (Quadro 3),

que abriga mais cinco outros géneros, além do Bryopsis (WYNNE, 2005).
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Quadro 3: Classificagdo Taxondmica do género Bryopsis

Reino Plantae

Filo (Divisao) Chlorophyta
Classe Ulvophyceae
Ordem Bryopsidales
Familia Bryopsidaceae
Género Bryopsis

(www.algaebase.org)

Este género esta distribuido por varias regides do mundo, em temperaturas
que variam entre 5 e 27°C. Verticalmente se estende desde profundidades de -5 m e
muitas vezes crescem em locais mais abrigados, como pogas de maré ou em raizes
de mangue (KEVEKORDES et al. 2006)

Flgura 3 Fo

k-

Sis pennata

to |Iustrat|va de Bryop

(www.algaebase.org)

Segundo o banco de dados NAPRALERT, poucas substancias foram isoladas
a partir do género Bryopsis. Dentre elas estédo as clorofilas A e B (Quadro 4) que s&o

compostos heterociclicos nitrogenados, além do acido aspartico e o esteroide R-
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sitosterol. Porém o que mais se discute em termos de substancias isoladas desse
género sao os kahalalides, uma familia de depsipéptidios (GAO et al, 2011).

Ainda segundo o levantamento realizado no NAPRALERT, os extratos de
espécies do género Bryopsis apresentam um amplo espectro de atividades tais
como antifungica, antibacteriana, anticoagulante, atividade antileveduriforme, além

de anticancerigena.

Quadro 4: Principais estruturas isoladas de Bryopsis
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2.2.1.2 Algas vermelhas

As rododfitas ou algas vermelhas constituem o grupo com o maior numero de
espécies na costa brasileira, sendo a ordem Ceramiales a mais representativa. As
rodofitas sdo quase exclusivamente macroscopicas, marinhas e benténicas. Podem
ter coloragdo résea, vermelha, violeta, roxa, esbranquigada pela impregnacao de
carbonato de calcio (calcarias), pretas ou até mesmo esverdeadas, quando em
aguas superficiais ou em sistemas continentais de agua doce (TEIXEIRA, 2002).

Com mais de 1.500 substancias relatadas, a quimica dos metabdlitos
secundarios de Rhodophyta € mais rica do que as de outras macroalgas, tanto em
termos de abundancia como diversidade. Com a excec¢ao dos florotaninos, todas as
principais classes de produtos naturais estdo representadas entre Rhodophyta
(AMSLER, 2008).

As algas vermelhas (Divisdo Rhodophyta) possuem a clorofila a, mas
produzem pigmentos vermelhos, as ficoeritrinas, como o0s mais abundantes,
conferindo-lhes a coloragdo vermelha (TEIXEIRA, 2002).

O que realmente distingue as algas vermelhas, € que as mesmas sao
produtoras de substancias halogenadas, com mais de 90% contendo bromo ou
cloro, em comparagédo com compostos de algas verdes que contém apenas 7% e
menos de 1% nas algas pardas. Entretanto, estes derivados terpenoicos
halogenados tém mostrado uma escassez de bioatividade, o que pode explicar o

declinio do interesse na quimica de algas vermelhas (AMSLER, 2008).

Consideragbes sobre Hypnea e Hypnea musciformes

A alga Hypnea musciformes (Figura 4) pertence ao género Hypnea (Quadro
5) que foi reconhecido por Lamouroux em 1813 e compde a familia Cystocloniaceae
que abriga, atualmente 18 género (WYNNE, 2005).



Quadro 5: Classificagdo Taxonémica de Hypnea

Reino Plantae

Filo (Divisao) Rhodophyta
Ordem Gigartinales
Familia Cystocloniaceae
Género Hypnea

(www.algaebase.org)
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Neste género existem 112 nomes de espécies no banco de dados do

Algaebase no momento, das quais 54 espécies foram atualmente aceitas

taxonomicamente. A Hypnea musciformis apresenta ramos cilindricos com 10-20 cm

de altura e 0,5-1,0 cm de didmetro, que se tornam progressivamente mais finos.

Possui estrutura firme, cartilaginosa e altamente ramificada, com ramificagbes

variaveis e irregulares, apresentando-se, algumas vezes, torcida em torno do eixo de

outras algas. As extremidades de muitos eixos e galhos sdo achatadas com ganchos

largos, o que as diferencia de outras espécies de Hypnea. Normalmente sao

vermelhas, mas podem ser marrom amarelado em ambientes com luz alta ou em

agua com poucos nutrientes (BOTANY, 2001).

Figura 4: Foto ilustrativa de Hypnea musciformis (www.algaebase.org)

(www.algaebase.org)



Quadro 6: Principais constituintes isolados de Hypnea
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A H. musciformis tem ampla distribuicdo mundial, podendo ser encontrada
nos mares da Europa, llhas do Atlantico, América do Norte, América do Sul, llhas do
Caribe, Africa, Sudoeste da Asia, llhas do Pacifico, entre outros (SILVA, BASSON e
MOE, 1996; TITTLEY, NETO, 1994). Ela € uma alga extremamente abundante que é
cultivada comercialmente em toda a sua distribuigdo mundial como uma fonte de
alimento (BOTANY, 2001).

Nesta espécie encontra-se uma grande diversidade de classes quimicas,
entre elas os esteroides (BABU et al., 1990), alcaloides (IMPELLIZZERI, et al., 2011)
e triterpenos (HAYEE-MEMON, 1991) (Quadro 6), onde a grande maioria,
especialmente os esteroides, foram isolados de Hypnea musciformis.

Do ponto de vista farmacolégico, a espécie apresenta atividade antibacteriana
contra Staphylococus aureus e Streptococus pyogenes (PEREZ, et al., 1990),
Eschericia coli (ALBUQUERQUE, CAMPOS-TAKAKI e KOENING, 1983), atividade
antifungica (ALBUQUERQUE, CAMPOS-TAKAKI e KOENING, 1983), atividade
antioxidante, atividade anti-inflamatéria, citotoxica e hemolitica (ALVES et al., 2012),
contra o virus da herpes (MENDES, et al., 2012).

Consideragbes sobre Brythamnion e Bryothaminion triquetrum

O género Bryothamnion possui 12 espécies e se encontra amplamente
distribuido nos mares ocidentais e orientais da Africa, no oceano Atlantico tropical e
subtropical e no Pacifico (México) (GUIRY; GUIRY, 2013).

A Bryotamniom triquetrum (Figura 5) € uma espécie de alga vermelha,
pertencente a familia Rhodomelaceae (Quadro 7) (ARECES; MARTINEZ-IGLESIAS,
1993), que vive sobretudo em mares quentes e que apresenta em média 20 cm de
altura. Uma de suas principais caracteristicas é a presenga do pigmento ficoeritrina
em suas células, responsavel pela coloragdo avermelhada destes organismos
(VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).
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Figura 5: Foto ilustrativa de Bryothamnion triquetrum

(www.algaebase.org)

A alga marinha vermelha B. triquetrum pode ser encontrada no litoral da
América do Norte (Florida e México), da América Central (Costa Rica e Panama),
llhas do Caribe (Bahamas, Porto Rico, Cuba, llhas Virgens, Jamaica, entre outros),
da América do Sul (Brasil, Coldmbia e Venezuela) e na Africa (Angola) (TAYLOR,
1960).

Quadro 7: Classificagdo Taxondmica de Bryotamniom

Reino Plantae

Filo (Divisao) Rhodophyta
Ordem Ceramiales
Familia Rhodomelaceae
Género Bryothamnion

(www.algaebase.org)
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As algas desta espécie sdo compostas de talo ereto, rigido, grosseiro, de
coloragdo vermelho escura, medindo até 15 cm, crescendo de forma geral,
rapidamente em ambientes de pouca profundidade fixa ao substrato, nao
apresentando toxidade e sendo amplamente distribuida (MAIA, et. al, 2010).

Em relagdo a constituicdo quimica, ja foram isoladas de B. triquetrum acidos
fendlicos (NOVOA et al., 2001), polissacarideos (FERNANDES et al., 1987), acidos
graxos (laurico, miristico, palmitico, oleico, estearico, entre outros.) (VIDAL, 2006),
carboidratos, carotenoides (VIDAL, 2006; SOUSA et al., 2008), fosfolipideos
(MENESES; NAVARRO; GLONEK, 1993), aminoacidos e lectinas (CALVETE et al.,
2012).

Estudos realizados com algas marinhas coletadas na costa do México
demonstraram que B. triquetrum apresenta atividade antioxidante semelhante a
substancias comerciais como o butilhidroxitolueno (BHT), o acido ascérbico e o a-
tocoferol (ZUBIA et al., 2007). Em trabalho realizado com extratos de algas dessa
espécie, demonstrou-se a presencga de trés constituintes fendlicos majoritarios: o
acido trans-cinamico, o acido p-cumarico e o acido ferulico, atribuindo, que parte da
capacidade antioxidante observada nestas substancias refere-se ao sequestro do
radical hidroxila, anion superdxido e do radical DPPH, além de inibicdo da
lipoperoxidagao pelo teste do acido linoléico (VIDAL et al., 2006). Lima et al. (2004)
demonstrou que uma lectina extraida desta espécie induziu o relaxamento de
seguimento da aorta toracica de ratos por ativagao da oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS) e consequente liberacdo de NO. Estudos realizados com o extrato
metandlico de B. triquetrum sugere que essa espécie contenha metabdlitos capazes
de modular a atividade nociceptiva periférica, além de processos inflamatdrios
(CAVALCANTE-SILVA et al., 2012).

2.3 ESPONJAS

As esponjas (Filo Porifera) sdo um dos grupos zooldgicos dominantes nos
fundos marinhos consolidados em todo o mundo. Sdo abundantes em todos os
mares, onde costumeiramente recobrem rochas, conchas, esqueletos mortos de
corais e quaisquer outras estruturas sélidas. Também podem ser encontradas em
fundos de areia fina ou lama (MURICY, 2006). Considera-se que atualmente existam

cerca de 9000 espécies de esponjas espalhadas no planeta (PATRICIO, 2011).
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Apenas cerca de 150 espécies de esponjas (2,5%) ocorrem em ambientes de agua-
doce (MURICY, 2006).

Sao metazoarios primitivos (considera-se que as esponjas surgiram entre
600.000.000 e 450.000.000 anos, no periodo Cambriano), provavelmente os
primeiros animais pluricelulares a surgirem ao longo da evolugdo (ALMEIDA e
BERLINCK, 1997). Existem em todas as cores, tamanhos e feitios e apesar de ja
serem utilizadas ha muito tempo pelo homem, ainda passam despercebidas a
maioria das pessoas (XAVIER, 2011).

Elas se alimentam por filtracdo, o que justifica a morfologia com uma
complexa rede de canais condutores da agua e camaras de coandcitos (células
flageladas caracteristicas do processo de nutricdo das esponjas), a qual permite o
processamento de uma massa de agua equivalente ao seu peso a cada 5 segundos
(PATRICIO, 2011).

Uma das caracteristicas mais peremptoriamente associada as esponjas € a
sua estacionaridade. Esta particularidade nao lhes confere defesas fisicas e, como
tal, justifica a poténcia das suas defesas quimicas (PATRICIO, 2011). Como
organismos filtradores que vivem fixos ao substrato, as esponjas desenvolveram ao
longo dos mais de 600 milhdes de anos da sua existéncia uma poderosa “artilharia”
quimica para se protegerem de predadores, para competirem pelo espaco e para
evitar que outros organismos cresgam sobre elas. Tornaram-se por isso um dos
mais prolificos produtores de compostos com atividade antibacteriana, antimicética,
antiviral e anticancerigena com um potencial incomparavel para aplicacdo na
industria farmacéutica e biomédica (XAVIER, 2011).

Esponjas foram os primeiros invertebrados marinhos a fornecerem
substancias de interesse médico-farmacolégico, o que decorreu de uma longa
aplicacdo na medicina, seja como matriz para embeberem-se compostos bioativos,
ou seja, diretamente como medicamento contra escréfula (uma doenga de pele
semelhante a micose) (MURICY, 2006). Dessa forma os produtos obtidos a partir de
esponjas tém uma enorme relevancia na quimica dos produtos marinhos
(PATRICIO, 2011).

No fim dos anos 50, foram isolados dois nucleosideos da esponja
Tectitethyacrypta, a espongouridina e a espongotimidina. Estes compostos
apresentaram atividade antiviral e foram pioneiros entre os agentes antivirais

derivados de nucleosideos. Dois analogos sintéticos da espongouridina e
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espongotimidina, a citosina-arabinosideo (Ara-C) e a adeninaarabinosideo, (Ara-A),
foram introduzidos no mercado de farmacos, o primeiro como agente antitumoral e o
segundo como agente antiviral (MURICY, 2006). A descoberta desses nucleosideos
despertou ainda mais o interesse da ciéncia e da industria farmacéutica a cerca
desses organismos marinhos.

Cerca de 400 compostos ja foram isolados a partir de esponjas e mais de
2.700 artigos relativos a metabdlitos de esponjas marinhas foram publicados.
Resultados revelam que varias moléculas produzidas por esponjas e/ou
microrganismos associados apresentam atividades farmacoldgicas relevantes, tais
como: antitumoral, antibacteriana, antifungica, antiviral, anti-protozoario, anti-
inflamatério e imunossupressor (PATRICIO, 2011). E ainda uma gama de
substancias esta sendo testada em laboratérios espalhados por todo mundo.

O Filo Porifera € atualmente dividido em quatro classes: Calcarea,
Hexactinellida, Demospongiae (todas com representantes recentes) e
Archaeocyatha (inteiramente féssil) (MURICY, 2006). A Classe Calcarea reune
esponjas marinhas com espiculas constituidas por carbonato de calcio e séo
distribuidas em todos os oceanos do mundo, mas a maioria ocorre em aguas
costeiras e rasas. A Classe Hexactinellida inclui esponjas marinhas que possuem
espiculas silicosashexactinais e sdo conhecidas popularmente como “esponjas-de-
vidro”, muitas delas ocorrendo em grandes profundidades. A Classe Demospongiae
€ a que reune o maior numero de taxons, compreendendo 90% das espécies de
esponjas, marinhas e dulciaquicolas, e que possuem o esqueleto formado por
espiculas silicosas ou fibras de espongina, podendo possuir ambos ou, ainda,
nenhum deles (RIBEIRO, 2008).

Consideracbes sobre Irciniae
O género Ircinia (Figura 6) pertence a familia Ircinidae (Quadro 8) e

compreende mais de 70 espécies no mundo, das quais cinco ocorrem no Brasil,
como € o caso da Ircinia felix. No Brasil ela ocorre no Ceara, Rio Grande do Norte,
Atol das Rocas, Fernando de Noronha, BA (Salvador, Marau), llha da Trindade. Fora
do Brasil, ocorre no Noroeste do Atlantico, Golfo do México, Caribe (Bermudas,
Flérida, Bahamas,Cuba, llhas Cayman, Jamaica, Republica Dominicana, Porto Rico,
llhas Virgens, Barbados, México, Belize, Costa Rica, Panama, Colémbia, Venezuela,
Antilhas Holandesas) (HAJDU, PEIXINHO, FERNANDEZ, 2011).
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Figura 6: Foto ilustrativa de Ircinia felix
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As esponjas do género Ircinia s&o bem conhecidas pelo seu odor forte e
desagradavel, que recentemente tem sido atribuido a uma mistura de substancias
contendo nitrogénio ou enxofre volatil, incluindo dimetilsufido, metil isocianeto e metil
isotiocianato. Estes compostos volateis exibiram atividade antimicrobiana em
ensaios laboratoriais (DUQUE et al., 2001).

Quadro 8: Classificagdo Taxonémica de Ircinia

Reino Animalia

Filo (Divisao) Porifera
Ordem Dictyoceratida
Familia Irciniidae
Género Ircinia

No género Ircinia ja foram isolados macrolideos (TAKADA et al., 1999;
RASHID; GUSTAFSONB; BOYDB, 2001) e principalmente diversos sesterterpenos
furanicos (CHEN et al., 2004), como os acidos furano sesterterpenos tetrénicos
(FTAs) (EMURA; HIGUCHI; MIYAMOTO, 2006) (Quadro 9), que s&o substancias

que apresentam uma variedade de atividades farmacoldgicas, em sistemas de
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ensaios diferentes, incluindo atividade antimicrobiana e na inibicdo do transporte de
Ca?*, mas suas potenciais funcdes ecoldgicas nunca foram experimentalmente
abordadas (PAWLIK, MCFALL e ZEA, 2002).

Quadro 3: Principais substancias isoladas de Ircinia

Estrobilinina Variabilina

Irciformonina A Felixinina

Mall

[ =] ST
x

Irciformonina C

Irciformonina B




Quadro 9: Principais substancias isoladas de Ircinia (continuagéo)

Irciformonina D . .
Niicleo basico dos haterumalideos

HO COOH

Acido irciniasulfénico B
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

A fim de ampliar o conhecimento a cerca da fauna e flora marinhas do litoral
paraibano, o objetivo deste trabalho foi analisar a presengca dos principais
metabdlitos secundarios presentes em produtos naturais de origem marinha, que
sdo encontrados no litoral paraibano, bem como avaliar uma possivel atividade
antifungica e antibacteriana desses extratos frente a determinadas cepas de

microrganismos patogénicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma investigacdo quimica preliminar utilizando reagentes
especificos para os principais metabdlitos secundarios encontrados em
produtos naturais, visto que estes possuem propriedades farmacolégicas
altamente relevantes para o desenvolvimento de farmacos;

e Contribuir para o conhecimento da nossa flora e fauna marinhas,
especialmente a paraibana, no que se refere a atividade antifungica e
antibacteriana, objetivando avaliar o potencial antifungico dos extratos
frente a cepas patogénicas de microrganismos das espécies foco do

projeto.
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4. METODOLOGIA

4.1 LOCAIS DE TRABALHO

Laboratério do Centro de Biotecnologia (CBiotec) e Laboratério de Micologia
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/Centro de Ciéncias da Saude, ambos

pertencentes a Universidade Federal da Paraiba.

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL

As algas utilizadas foram coletadas no litoral da cidade de Pitimbu, Jo&o
Pessoa nas praias do Bessa e ponta do Cabo Branco na Paraiba, durante marés de
sizigia Uma vez no laboratério foram lavadas com agua destilada e separadas de
epifitas e outras algas. A coleta e a identificacdo foram feitas pelo Prof Dr. George
Emmamuel Cavalcanti de Miranda do Departamento de  Biologia
Molecular/CCEN/UFPB e uma exsicata foi depositada no herbario Prof® Lauro Pires
Xavier da UFPB.

A esponja Ircinia felix, foi coletada no litoral paraibano, na praia do Jacarapé-
PB e foi identificada pelo zodlogo Prof. Dr. Ulisses dos Santos Pinheiro do
Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Pernambuco, com numero
de tombo UFPE POR 1551. Uma vez no laboratorio, a esponja foi lavada com agua
destilada, separada de epifitas e em seguida congelada.

4.3 OBTENGAO DOS EXTRATOS BRUTOS

As algas e esponjas foram extraidas a frio (maceragéao exaustiva) com etanol
em recipiente de aco inoxidavel. As solugbes extrativas resultantes, depois de
filtradas, foram concentradas com o auxilio de evaporador rotativo, sob pressao
reduzida, a uma temperatura nao superior a 50°C, obtendo-se os extratos brutos
(EB).



42

4.4 SCREENING QUIMICO

Os extratos foram submetidos a triagem fitoquimica preliminar para detecg¢ao
das principais classes de metabdlitos secundarios através de reagdes quimicas que
resultam no desenvolvimento de coloragéo e/ou precipitado, caracteristico para cada
classe de substancias (MATOS, 1997).

As substancias pesquisadas em cada um dos extratos analisados foram
alcaloides, esteroides, taninos, flavonoide, saponinas.

A presenca de alcaloides foi observada através do ensaio confirmativo
especifico que consiste em alcalinizar o extrato com NaOH a 1%, e em um funil de
separagao coloca-se o extrato junto a cloroférmio e dgua, em seguida dissolvendo-
se uma aliquota do material em de HCI 1%. A camada superior do funil de
separagdo foi utilizada para a realizagdo dos testes com o0s reagentes.
Posteriormente, filtrou-se e colocou-se uma aliquota do Reativo de Meyer. A
presenca de alcaloides € confirmada pelo aparecimento de precipitado
esbranquigado.

A presenca de flavonoides foi determinada pelo teste de Shinoda. Filtrou-se a
solugdo do extrato bruto e adicionou-se acido cloridrico concentrado. Em seguida
deixou a solugao reagir em uma fita de magnésio, a presenca de flavonoides é
caracterizada pelo aparecimento da coloragao rosa.

A presenca de saponinas foi determinada pelo teste de espuma. Adicionando-
se ao extrato bruto, 5 mL de agua destilada. Agita-se vigorosamente durante 5
minutos e a formacao de espuma persistente por 30 minutos evidenciara a presenca
de saponinas.

Os taninos tiveram sua presencga determinada pelo método de cloreto férrico.
Filtra-se a solugdo e goteja-se lentamente com a solugdo de cloreto férrico 1%. O
surgimento de uma coloragdo ou precipitado verde ou azul indica reagéo positiva
para taninos.

Os esteroides tiveram sua presenga determinada pelo método de
Liebermann-Buchard, que consiste em dissolver o material em 3 mL de cloroférmio
(CHCI3). Em seguida, filtra-se a solugao e, ao filtrado, junta-se 2mL de anidrido
acético e agita-se vagarosamente. Posteriormente, adiciona-se quantidade suficiente
de acido sulfurico (H2S0O4) para o aparecimento sucessivo das cores rosa, azul e
verde, caracterizando a presenca de terpenos e esterdides.
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4.5 ESTUDOS DAS ATIVIDADES ANTIFUNGICA E ANTIBACTERIANA DOS
EXTRATOS
Os extratos testados foram: 1- Caulerpa mexicana, 2- Hypneia musciformis, 3-

Bryopis pennata, 4- Bryothaminion triquetrum e 5- Ircinea felix

Os produtos foram testados na concentracdo 1024 até 64 pg/mL e
solubilizados em dimetilsulféxido- DMSO (SIGMA-ALDRICH®), numa proporgao de

até 10 %, para ndo interferir sobre os micro-organismos.

4.5.1 Antimicrobianos Sintéticos

Para o controle de atividade antifungica, foi usado nistatina na concentragao
de 100 Ul; e da atividade antibacteriana foi usado cloranfenicol a 100 pg/mL
(SIGMA-ALDRICH®).

4.5.2 Micro-organismos

Nos ensaios microbioldgicos foram incluidas as cepas de leveduras: Candida
albicans ATCC- 76485, C. albicans — LM 122 , Candida tropicalis— ATCC 13803 C.
tropicalis- LM 13; e de bactérias: Staphylococcus aureus ATCC- 13150, S. aureus
LM-17, S. epidermidis ATCC- 12228, S. epidermidis LM- 12 e Pseudomonas
aeruginosa LM- 12.

As cepas foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo, Laboratério
de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séao
Paulo e da Universidade Federal da Paraiba. As mesmas foram mantidas em meios
de cultura apropriados, Agar Sabouraud Dextrose- ASD para leveduras; e Agar
Nutriente- AN para bactérias (DIFCO LABORATORIES/France/USA) e conservadas
a4°Cea35°C.

A suspensao dos microrganismos foi preparada conforme o tubo 0.5 da
Escala McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica (Leitz-Photometer
340-800), para 90% T (530 nm), correspondendo, aproximadamente, a 10° UFC/mL
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(NCCLS 2000; HADACECK; GREEGER, 2000; NCCLS, 2000; CLEELAND;
SQUIRES, 1991).

4.5.3 Meios de Cultura

Os ensaios de atividade antifungica foram realizados em Caldo RPMI 1640
com glutamina e sem bicarbonato (SIGMA-ALDRICH®) para leveduras; e Caldo
Nutriente- CN para bactérias (DIFCO LABORATORIES/France/USA). Os meios
foram preparados e usados conforme as instrugcdes do fabricante.

4.5.4 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM dos produtos testados foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando placas de microtitulagdo contendo 96 cavidades com fundo
em forma de “U” e em duplicata. Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 pL do
meio liquido RPMI 1640 (leveduras) ou CN (bactérias) duplamente concentrado.
Posteriormente, 100 pL dos produtos solubilizados foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma
razao de dois, foramobtidas concentragdes de 1024 ug/mL até 32 ug/mL, de modo
que na primeira linha da placa se encontrara a maior concentracdo e na ultima, a
menor concentragdo. Por fim, foram adicionados 10 pL do inoculo dos
microrganismos nas cavidades, onde cada coluna da placa referiu-se,
especificamente, a uma cepa.

Foi feito controle de crescimento do microrganismo no meio de cultura; e com
antifungico nistatina (100Ul) para leveduras; e cloranfenicol (100 pg/mL) para
bactérias. As placas foram seladas e incubadas a 35°C por 24 — 72 horas. A CIM foi
definida como a menor concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento
microbiano verificado nas cavidades, quando comparado com o crescimento
controle. No ensaio biolégico com as bactérias, apdés 24 h de incubacgao, foi
adicionado 20uL de solu¢do do corante resazurina a 0,01 % (INLAB), reconhecido
como um indicador colorimétrico de 6xido-redugcao (MANN; MARKAN, 1998). Apos
amudanga de coloragdo do corante (azul para vermelho), considerou-se como
indicador de crescimento microbiano; e se a cor permanece azul, significa a

auséncia de crescimento microbiano. E foi considerada como CIM, a menor
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concentragdo do produto capaz de inibir o crescimento da cepa ensaiada, verificado
por uma nao mudanga da coloracédo do corante indicador.

Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média
geométrica dos valores de CIM obtidas nos dois ensaios (CLEELAND; SQUIRES,
1991; ELOFF, 1998; SOUZA et al., 2007).

A atividade biologica do produto foi interpretada e considerada ativa ou nao,
conforme os seguintes critérios: 50-500 ug/mL= excelente/étima atividade; 600-1500
Mg/mL= moderada atividade; > 1500 pg/mL=produto inativo (MITCHER et al., 1972;
ALLIGIANAIS et al.; 2001; HOLETZ et al.; 2002; HOUGHTON et al.; 2007).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SCREENING QUIMICO

Os extratos foram submetidos a triagem fitoquimica preliminar para deteccao
das principais classes de metabdlitos secundarios através de reagdes quimicas que
resultam no desenvolvimento de coloragao e/ou precipitado, caracteristico para cada
classe de substancia.

5.1.1 Screening fitoquimico de Caulerpa mexicana

A triagem fitoquimica preliminar do extrato etandlico bruto (E.E.B) de
Caulerpa mexicana revelou a presenga de compostos fendlicos: alcaloides, taninos,
esteroides e saponinas (Tabela 1).

Tabela 1: Analise fitoquimica preliminar do extrato etandlico bruto de Caulerpa mexicana

E.E.B de Caulerpa mexicana

Classes Quimicas Resultados
Alcaloides +++
Esteroides +

Taninos ++
Flavonoides Negativo
Saponina +

5.1.2 Screening fitoquimico de Bryopsis pennata
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A triagem preliminar realizada com o EEB de Bryopsis pennata revelou a
presencga de substancias polifendlicas, os flavonoides (Tabela 2), sendo ausente os

demais compostos testados.

Tabela 2: Analise fitoquimica preliminar no extrato etandlico bruto de Bryopsis pennata

E.E.B de Bryopsis pennata

Classes Quimicas Resultados
Alcaloides Negativo
Esteroides Negativo

Taninos Negativo
Flavonoides +++
Saponina Negativo

5.1.3 Screening fitoquimico de Hypnea musciformes

A triagem realizada com o extrato bruto da alga vermelha Hypnea musciformes
revelou a presenga de esteroides, taninos e saponinas (Tabela 3), ndo tendo sido
detectada a presenca de alcaloides ou flavonoides.

Tabela 3: Analise fitoquimica preliminar no extrato etandlico bruto de Hypnea musciformes

E.E.B de Hypnea musciformes

Classes Quimicas Resultados
Alcaloides Negativo
Esteroides +

Taninos +
Flavonoides Negativo
Saponina +

5.1.4 Screening fitoquimico de Bryothaminion triquetrum

Os testes realizados com o extrato da alga Bryothaminion triquetrum foram positivos

para a presenc¢a dos compostos esteroides, flavonoides e saponinas (Tabela 4).



Tabela 4: Analise fitoquimica preliminar no extrato etandlico bruto de Bryothaminion triquetrum

E.E.B de Bryothaminion triquetrum

Classes Quimicas Resultados
Alcaloides Negativo
Esteroides +

Taninos Negativo
Flavonoides ++
Saponina ++

5.1.5 Screening quimico de Ircinia felix

Apods analise do extrato da esponja marinha Ircinia felix puderam ser observadas as

classes de substancias esteroides, flavonoides e saponinas (Tabela 5).

Tabela 5: Andlise quimica preliminar no extrato etandlico bruto de Ircinia felix

E.E.B de Ircinia felix

Classes Quimicas Resultados
Alcaloides Negativo
Esteroides ++

Taninos Negativo
Flavonoides ++
Saponina +++

5.2 ESTUDOS DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E ANTIBACTERIANA

Os resultados dos ensaios de atividade antifungica dos extratos testados
estdo registrados na Tabela 6. As espécies de leveduras do género Candida,
Staphylococcus e P. aeruginosa apresentaram-se resistentes aos extratos de
Caulerpa mexicana, Hypneia musciformes , Bryopis pennata e de Ircinea felix nas
contragdes de 1024 até 64 ug/mL.
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Tabela 6: Concentragao inibitéria minima- CIM (ug/mL) dos extratos testados sobre leveduras e
bactérias, pela técnica de microdiluigcéo.

Extratos Etanodlicos Brutos

Microrganismos | C. mexicana | H.musciformes | B.pennata | B.triquetrum | . felix

C. albicans R R R R R
(ATCC- 76645)
C. albicans R R R R R
(LM- 122)
C. tropicalis R R R 256 512
(ATCC- 13803)
C. tropicalis R R R 256 512
(LM-6 13)
S. aureus R R R R R
(ATCC-13150)
S. aureus R R R R R
(LM-177)
S. epidermidis
(ATCC- 12228) R R R >12 >12
P. aeruginosa
R R R 512 512

(LM- 12)

*R= Resistente

Os extratos de B. triquetrum e Ircinea produziram inibigdo sobre o crescimento
das duas cepas de C. tropicalis, S. epidermidis e de P. aeruginosa, onde a CIM ficou
estabelecida entre 256 a 512 pjg/mL. Portanto, os resultados podem ser
considerados de moderada atividade biolégica, levando em consideragdo os
parametros estabelecidos por Mitcher et al., 1972; Holetz et al., 2002; Houghton et
al., 2007.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O isolamento de produtos naturais € um desafio a ser realizado pela
comunidade cientifica, uma vez que o0 uso das espécies marinhas para fins
terapéuticos é crescente. As analises quimicas forneceram informacgdes relevantes a
cerca da presenca de metabdlitos secundarios nas algas e esponja analisadas, para
gue assim possa chegar ao isolamento de principios ativos importantes na produgéo
de novos farmacos. Os resultados obtidos na realizagdo do screnning condizem com
os dados analisados durante a revisao bibliografica previamente realizada.

Diante dos resultados apresentados em relacdo ao perfil da atividade
antifungica podemos concluir que os extratos de B. triquetrum e Ircinia felix
apresentaram atividade bastante satisfatéria. Dessa forma é de suma importancia
gue novos testes sejam realizados visando uma possivel utilizagao desses extratos

para o desenvolvimento de novos medicamentos.
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