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RESUMO

As macroalgas marinhas se constituem como um grupo taxonémico de
diferentes origens evolutivas, formando uma grande diversidade de espécies,
que habitam variados ambientes. O presente trabalho objetivou avaliar as
propriedades antibacterianas in vitro dos extratos brutos das algas Ulva fasciata
Delilee, Ulva linza Linnaeus, Chaetomorpha media (C.Agardh) Kitzing e Hypnea
musciformis (Wulfen) Lamouroux, nas linhagens bacterianas de Staphylococcus
aureus ATCC4163, Escherichia coli ATCC35218, Salmonella enterica e
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. Os extratos foram produzidos com a
solucdo de metanol: tolueno (3:1), preparados na proporcdo 4:1, e as algas
coletadas no Litoral do municipio de Torres, Rio Grande do Sul, Brasil. O peffil
de resisténcia das cepas bacterianas foi realizado com antimicrobianos de amplo
espectro (ampicilina 10ug, cefalexina 30ug, vancomicina 30ug, gentamicina
10ug, acido nalidixico 30ug, ciprofloxacina 5ug e cloranfenicol 30ug. Os testes
de susceptibilidade bacteriana foram realizados através do método de difusao
em disco. P. aeruginosa foi a Unica linhagem bacteriana que apresentou perfil de
multirresisténcia, s6 sendo sensivel a ciprofloxacina, um potente antimicrobiano.
Os extratos brutos de U. fasciata, C. media e H. musciformis mostraram
atividade inibitéria sobre P. aeruginosa, sendo que a média dos resultados
obtidos das triplicatas de C. media e H. musciformis foram significativamente
diferenciadas das de U. fasciata, demonstrado pelo Teste ANOVA para um
critério de classificagao e o Teste de Tukey (a<0,05). Em U. fasciata, o uso do
diluente DMSO disponibilizou melhor a molécula, obtendo a maior inibicdo da
bactéria. O estudo, realizado com espécies de algas do Litoral do Rio Grande do
Sul é inédito, e além disso, mostrou importante atividade antibacteriana contra P.
aeruginosa, bactéria patogénica oportunista, principalmente em ambientes
hospitalares e que se caracteriza por rapida disseminacdo de linhagens
multirresistentes.

Palavras-chave: Macroalgas marinhas. Torres. Extratos brutos. Antibacteriano.



ABSTRACT

The marine macroalgae constitute as a taxonomic group of different evolutionary
origins, forming a great diversity of species, that inhabit diverse environments.
The present work aimed to evaluate the in vitro antibacterial properties of the raw
extracts of the algae Ulva fasciata Delilee, Ulva linza Linnaeus, Chaetomorpha
media (C.Agardh) Kitzing and Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux, in the
bacterial strains of Staphylococcus aureus ATCC4163, Escherichia coli
ATCC35218 , Salmonella enterica and Pseudomonas aeruginosa ATCC27853.
The extracts were produced with the methanol: toluene solution (3: 1), prepared
in the ratio of 4: 1, and the algae collected on the coast of the municipality of
Torres, Rio Grande do Sul, Brazil. The resistance profile of the bacterial strains
was performed with broad spectrum antibiotics (ampicillin 10ug, cephalexin 30ug,
vancomycin 30ug, gentamicin 10ug, nalidixic acid 30ug, ciprofloxacin 5ug and
chloramphenicol 30ug. The bacterial susceptibility tests were performed using
the P. aeruginosa was the only bacterial strain that obtained a multiresistance
profile, only being sensitive to ciprofloxacin, a potent antimicrobial. The crude
extracts of U. fasciata, C. media and H. musciformis showed inhibitory activity to
P. aeruginosa. That the average of the results of the triplicates of C. media and
H. musciformis were significantly different from those of U. fasciata,
demonstrated by the ANOVA test for a classification criterion and the Tukey test
(a=0.05). Also, in U. fasciata, the use of the DMSO diluent provided better the
molecule, obtaining the greater inhibition of the bacteria. The experiment, carried
out with algae species of the Coast of Rio Grande do Sul is unpublished, and in
addition, it shows important antibacterial activity against P. Aeruginosa, an
opportunistic pathogenic bacterium, mainly in hospital environments and
characterized by rapid dissemination of multiresistant strains.

Key-words: Marine macroalgae. Torres. Crude extracts. Antibacterial.
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1 INTRODUCAO

Com excecdo das Cianobactérias ou algas azuis e plantas, o termo alga
compreende basicamente todos 0s organismos eucarioticos, com capacidade de
realizar fotossintese, ou seja, que possuem clorofila e outros pigmentos
fotossintetizantes. As algas podem ser unicelulares ou multicelulares e, neste
caso, 0s organismos podem apresentar formas complexas e dimensdes
macroscopicas. Na costa do estado do Rio Grande do Sul, as formas
macroscopicas sdo encontradas nos representantes de Chlorophyta, (algas
verdes), Rhodophyta (algas vermelhas) e Phaeophyceae (algas pardas)
(Heterokontophyta). Como constituem um grupo bastante heterogéneo e
possuem a capacidade de fotossintese, as algas podem ocupar todos os meios
que l|hes oferecam luz, nutrientes e umidade suficientes, sendo estas
temporarias ou permanentes. Encontram-se fixadas no fundo de aguas costeiras
relativamente rasas, mas podem crescer em zonas maritimas de até 180 metros
de profundidade, como também em estuéarios e substratos sélidos presentes na
zona intertidal, a exemplo de rochas, corais mortos, seixos, conchas e também
sobre outros vegetais (Adaikalaraj et al. 2012).

Por toda sua biodiversidade, constituida de distintas historias evolutivas,
as macroalgas marinhas apresentam uma gama de metabdlitos secundarios,
alguns com grande potencial farmacodinamico. Em 1989, Pereira et al.,
abordaram a existéncia de compostos fendlicos, florataninos e terpenoidicos em
algas pardas, como provaveis marcadores taxondmicos e filogenéticos para
Phaeophyceae. Abdussalam (1990) cita diversos estudos com macroalgas
marinhas, ja relacionados com a identificacdo, caracterizacdo e extracdo de
substancias com potencial antibacteriano, antifingico, inseticida e alelopatico.
Gupta & Abu-Ghannam (20112 descreveram uma série de compostos com
potencial bioativo em algas pardas, como por exemplo, os fucanos sulfatados,
acidos alginicos, laminarinas, florotaninos, diterpenos e demais compostos
halogenados, como os bromofendis.

A busca por novos farmacos que possam combater a crescente
resisténcia bacteriana, sem que haja rapidamente a sua disseminacdo, tem
ganhado cada vez mais espaco nas pesquisas em nivel mundial, contudo, no

Brasil, apesar da macroflora de algas marinhas ser vasta, os estudos na direcao
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de uso para bioprospeccao ainda se encontram incipientes. Cabral et al.(2011)
citam que os compostos metabdlicos celulares podem sofrer influéncias pelas
variaveis abidticas, como temperatura da agua de cultivo, salinidade, luz e
nutrientes. Portanto, cabe salientar que, em ambiente natural, os metabdlitos
secundérios da flora marinha macroscépica também podem sofrer influéncias de
parametros abidticos ao longo de seu ciclo de vida e regido geografica.

Justifica-se tal propdsito, ndo somente pela inexisténcia de trabalhos
académicos locais, mas também pela regido apresentar condi¢cdes climaticas e
correntes marinhas diferenciadas se comparado com o resto do Brasil, pois a
regido Sul do pais € a Unica a apresentar condi¢cdes climéaticas do tipo
subtropical umido com verdes quentes (Cfa), de acordo com o sistema de
Classificacdo Climética de Kdppen, além do Litoral do Rio Grande do Sul possuir
condi¢cdes maritimas distintas de outras regides da costa brasileira, por estar sob
grande influéncia da Corrente das Malvinas. E, ainda, o ambiente intertidal onde
as macroalgas marinhas se encontram na costa litoranea deste Estado sao
escassos, tornando-se vulneraveis localmente e deste modo, sua prioridade na
demonstracdo como organismos de grande importancia nos trés eixos principais
da gestao: ambiental, econémico e social, faz-se necessario.

O presente trabalho objetivou estudar as propriedades antibacterianas de
quatro espécies de macroalgas marinhas, coletadas no litoral de Torres, contra

bactérias oportunistas e patogénicas para o ser humano e animais.



11

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PAREDE CELULAR BACTERIANA

E muito importante levar em consideracéo a parede celular, uma vez que
ela torna-se a primeira via de entrada para um antimicrobiano, e juntamente da
membrana plasmatica, diferenciam as eubactérias em dois grandes grupos
(Gram-positivas e Gram-negativas), fazendo com que também, os farmacos
quando pesquisados tenham como importante critério a ser levado em conta,
que além do sitio de acdo, todos necessariamente terdo que poOSSuir
mecanismos para sobrepujar tal barreira e/ou afeta-la, para que leve prejuizos a

célula bacteriana.

2.1.1 Estrutura basica da parede celular bacteriana

Dentre os principais métodos de classificacdo bacteriana, esta a
Coloracdo de Gram. Todas as bactérias, com excecdo dos micoplasmas,
possuem parede celular, tendo como principal componente estrutural, o
peptideoglicano (mureina), um polimero misto de acucares hexoses, sendo que
nas Gram-positivas, torna-se uma estrutura mais externa e espessa que protege
a membrana plasmaética (Barros et al. 2001). Ja, nas Gram-negativas, diferencia-
se basicamente por possuir uma camada mais fina de peptideoglicano e uma
membrana externa consubstanciada por lipoproteinas (LPS) e fosfolipidios.
Entre a sua parede celular e a membrana plasmatica, h4 um espaco
denominado peripldsmico onde contém uma série de enzimas e proteinas de

transporte (Tortora et al. 2000).

2.1.2 Importéancia na seletividade de antimicrobianos

Um dos mecanismos que influencia na agdo dos antimicrobianos é o
modelo de absorcdo desta classe de drogas, e nisto, o tipo de parede celular é
de fundamental influéncia em seu espectro de atividade. Nas bactérias Gram-
negativas, eles penetram na célula por proteinas denominadas porinas,

presentes na membrana externa. Muta¢cdes que diminuam a quantidade ou
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formato estrutural destas, também contribuem para reducdo da permeabilidade
celular (Barros et al. 2001). A membrana externa é seletiva, impedindo a
passagem das moléculas relativamente grandes (Jawetz et al. 2009), se
configurando verdadeiramente por uma segunda bicamada lipidica, como em
Escherichia coli, onde somente cerca de 10% da parede celular € composta por
peptideoglicano. Ja em Gram-positivas, este percentual sobe para cerca de 90%
(Madigan et al. 2010).

2.2 DROGAS ANTIMICROBIANAS

2.2.1 Descoberta e principais grupos de drogas antimicrobianas

O primeiro antibiético descoberto, em 1929, pelo escocés Alexander
Fleming (1881-1955) denominado pelo mesmo de Penicilina propiciou o inicio de
uma revolucdo na medicina. No entanto, outros dois pesquisadores, Howard
Walter Florey (1898-1968), austriaco e Professor de Patologia, na Universidade
de Oxford e Ernst Boris Chain (1906-1979) alemdo, Bioquimico desta mesma
Universidade, de fato foram os cientistas que fizeram os primeiros isolados da
molécula em 1945 e, ja em 1943, com uma preparac¢ao ainda impura, usaram
com sucesso durante a Segunda Grande Guerra, em soldados que estavam na
Tunisia e nos que participaram da invasao da Sicilia (Raw e Sant’anna 2002).

Os antibacterianos sao classificados de acordo com sua estrutura quimica
e formas de acéo, tendo como principais grupos, os beta-lactamicos (penicilinas
e cefalosporinas), aminoglicosideos e aminociclitois, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolideos, lincosamidas e diterpenos, polipeptidicos (polimixinas),
rifampicinas, sulfonamidas, nitrofuranos, quinolonas e quinoxalinas. Eles ainda
podem ser classificados como bactericidas ou bacteriostaticos, sobre os grupos
de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e micoplasmas (Oliveira 2000 e
2012).

2.2.2 Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

Os microorganismos patogénicos estdo cada vez mais resistentes aos

tratamentos com drogas convencionais, tornando-se um seério problema de
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saude publica, por causa da rapida ascensdo e disseminacdo de linhagens
mutantes nao suscetiveis ao tratamento meédico (Manikandan et al. 2011).

Genericamente, 0s principais mecanismos de resisténcia podem ser
classificados em trés tipos principais: pelo tipo de alvo e processo de absorcao
do antimicrobiano alterados, como também pela desativacdo da droga
antimicrobiana (tabela 1). Conquanto que, para antimicrobianos cuja resisténcia
bacteriana possa ser expressa por diferentes mecanismos de resisténcia, 0s
medicamentos variam com relacdo aquele mais frequentemente encontrado,
(Goering et al. 2014). Dentre as origens genéticas de resisténcia aos farmacos,
podem ser caracterizadas como cromossOmica, extracromossémica ou
plasmidial e cruzada (Jawetz et al. 2009). Dos trés modelos de expressdo da
resisténcia genética microbiana, a plasmidial € a principal, pela disseminacéo
horizontal de genes de resisténcia (Sadava et al. 2009).

Tabela 1: Classificacao dos tipos de resisténcia de antibacterianos

Mecanismo de resisténcia

Antibacteriano Alvo alterado  Absorcdo alterada  Desativacéo da droga
Betalactamicos + + +
Glicopeptideos +
Aminoglicosideos + + +
Tetraciclinas + +
Cloranfenicol + +
Macrolideos/cetolideos + + 4+
Lincosamideos +
Estreptograminas +
Oxazolidinonas +
Acido fusidico +
Sulfonamidas/Trimetoprima + +
Quinolonas + +
Rifampicina +
Lipopeptideo ciclico i

Fonte: Goering et al. (2014)

Segundo Madigan et al. (2010), a resisténcia aos farmacos
antimicrobianos conhecidos ocorrera de acordo com o tipo de exposicdo e tempo
suficiente, tendo necessidade, portanto, a longo prazo, do desenvolvimento de

novos antibiéticos, visando substitui-los. Nos paises em desenvolvimento, as
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bactérias de interesse médico tém tido um consideravel aumento de resisténcia
com o uso de quase todos antimicrobianos, tendo este contexto piorado, pela
dificuldade de acesso aos que ainda sao eficazes, mas em sua maioria injetaveis
e, portanto muito caros (Guardabassi 2010). Como um dos ultimos recursos
contra o tratamento de infec¢gBes por bactérias Gram-negativas multirresistentes,
a colistina, tem demonstrado o surgimento de linhagens colistina-resistentes,
como de Pseudomonas aeruginosa (Lee et al. 2016), Klebsiella pneumoniae
(Kocsis et al. 2016), E. coli (Payne 2016) e Acinetobacter baumannii

(Veeraraghavan 2016).

2.2.3 Ambientes propicios a selecdo de resisténcia bacteriana

Em se tratando de ambiente hospitalar, mesmo quando os agentes
microbianos, ndo sejam considerados normalmente patogénicos, sdo capazes
rapidamente de superar o sistema imunoloégico num paciente imunodeprimido e
causar doencas infecciosas (Santos 2004). Os ambientes fechados e o uso
exacerbado de antimicrobianos nos hospitais, favorecem o aumento da
resisténcia de bactérias entéricas Gram-negativas, pela supressao da microbiota
normal do intestino e o consequente favorecimento de bactérias portadoras de
plasmidios de resisténcia, como Enterobacter sp, Klebsiella sp., Proteus sp.,
Pseudomonas sp. e Serratia sp. (Jawetz et al. 2009).

Além de o ambiente hospitalar ser um grande propositor de resisténcia
bacteriana, a outra principal relacdo da selecdo de linhagens resistentes esta
relacionada ao uso excessivo de antimicrobianos em animais domésticos e de
producdo. Uma série de patdégenos aos humanos pode ter como origem e foco
de contaminacao os animais, seja de forma direta ou indireta, pelo contato com o
animal ou pelo uso de alimentos ou ambiente contaminados (Guardabassi 2010).

O Brasil é o maior produtor de carne bovina e de frango no mundo (Brasil
2009), porém, os sistemas de criagdo intensiva e semi-intensiva de carne e
também do leite requerem o0 uso continuo de antimicrobianos para evitar
disseminacdo de patdégenos, posterior contaminacdo do plantel e também do
produto, incorrendo em perdas econdmicas. Além disso, pode haver
contaminacgao cruzada, ou seja, quando o ser humano e/outro animal ingere o

alimento com resquicios de antimicrobianos, a citar como exemplo, na producao
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de racdo para animais domésticos e de producdo. Feijé (2012) no Subprograma
de Controle de Residuos e Contaminantes no Leite — PNCRC, no periodo de
janeiro de 2008 a maio de 2012, detectou a presenca 18 resquicios de
antimicrobianos, acima do permitido pela Legislagéo vigente. Korb et al. (2011)
inferem que h& no minimo dois fatores responsaveis pelo surgimento de
resisténcia cruzada, primeiro sdo 0s interesses econdmicos que sobrepujam a
questdo da saude humana e animal e, segundo, ha o desconhecimento do
produtor e do consumidor em relacdo aos efeitos nocivos dos farmacos a saude
humana quando mal utilizados, por exemplo em situacdes de reacfes alérgicas
e de 6bitos decorrentes de infec¢des incontrolaveis.

Neste sentido, os ambientes hospitalares e a cadeia produtiva de carne e
leite principalmente de paises em desenvolvimento, sdo 0s principais
responsaveis pelo aumento na incidéncia de resisténcia bacteriana,

prioritariamente pelo uso exacerbado de antibacterianos.

2.2.4 A crise na descoberta de novos farmacos antimicrobianos

O periodo p6s-Segunda Guerra Mundial se tornou a “Era do Ouro” com
relacdo a descoberta de antibidticos, com um fluxo constante de novos produtos
ao mercado, dentre o periodo de 1940 até o inicio de 1970. Entretanto, esta taxa
caiu dramaticamente desde os anos 1980 (O’Neill 2016). Apds sucessivas
descobertas de antimicrobianos, parecia que o homem estava livre de infeccdes,
entretanto, logo ficou claro, que efetuavam uma pressdo seletiva sobre as
bactérias, eliminando as sensiveis e, portanto, selecionando positivamente as
linhagens resistentes (Raw e Sant’anna 2002).

O’Neill (2016) ainda destaca que em 2050, poderemos chegar ao nivel de
dez milhdes de mortes por ano devido a microorganismos multirresistentes,
ultrapassando o céancer, com 8,2 milhdes, majoritariamente no continente
Africano e Asiatico, tendo estipulado um custo acumulado na producgéo
econdmica global na faixa de 100 trilhdes de dolares.

Ha cada vez mais esforcos na busca de tratamentos eficazes,
prioritariamente contra patégenos multirresistentes de importancia meédica,
contudo, ainda iniciais, sem o devido fomento pela industria farmacéutica, bem

como a falta de politicas publicas que visem incentivar sua pesquisa.
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Recentemente, o Painel de Gastos do Senado Americano aprovou para o ano de
2017, um aumento de $2 bilhdes para o National Institute of Healt (NIH), um
acréscimo de 6,2%, subindo para $34,1 bilhdes, e deste, o projeto inclui $50
milhdes em novos gastos para iniciativa federal combater a resisténcia

antimicrobiana (Kaiser 2016).

2.3 MACROALGAS MARINHAS DO RS

No litoral do Rio Grande do Sul, as macroalgas marinhas podem ser
encontradas em substratos artificiais como molhes e plataformas de pesca.
Porém, € na costa de Torres, no Litoral Norte do Estado, que se localiza o Unico
conjunto de rochedos naturais em contato com o mar, e que abriga a flora mais
rica do Estado.

Das espécies escolhidas para realizacdo deste trabalho, devido a sua
abundancia e caracteristicas de talo propicio para obtencéo de extratos, ou seja,
passivel de ser macerado, utilizaram-se trés espécies de Chlorophyta
[Chaetomorpha media (C.Agardh) Kuitzing, Ulva fasciata Delilee Ulva linza

Linnaeus]; e uma de Rhodophyta [(Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux].

2.4 BIOPROSPECCAO DE MACROALGAS MARINHAS

Atualmente est4d cada vez mais em voga a pesquisa de produtos
naturais®, principalmente com relacdo & descoberta de substancias quimicas
para uso medicinal. Como consequéncia da procura crescente por novos
medicamentos terapéuticos de origem natural, ha uma pesquisa mais intensa
com os organismos marinhos (Shanmughapriya et al. 2008).

Uma grande variedade de espécies de algas encontra uso bastante
diversificado, em varios paises. A partir da extracdo de &gar, alginatos e
carragenas, seu emprego vai da industria alimenticia a de medicamentos, da
cosmeética a agricultura (Smith 1979). Além das linhas mais usuais de usos em
bioprospeccéo, gradativamente se intensificam as pesquisas com enfoque na

descoberta de novas moléculas presentes no tecido algal, e sua purificagéo.

! Produtos naturais: Conforme Pedrini et al.(2010) sédo substancias quimicas provenientes do
metabolismo secundario como alcaloides, carotenoides, terpenos, polifendis entre outras.
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Romeiro (2005) comenta sobre a importancia do mecanismo coevolutivo
entre bactérias fitopatogénicas e plantas, na producdo de moléculas inibidoras
de infeccdo, e ainda ressalta que, como tal, pressupde a existéncia de uma
grande diversidade de fitoalexinas, produzidas através do reconhecimento
molecular do patdégeno (bactéria incompativel), que na maioria das vezes
antecipa o ataque bacteriano. Numa relacdo incompativel entre planta e
patdgeno, a combinacdo de barreiras quimicas e estruturais, pré e pos
formadas, impede o sucesso do patégeno (Moraes, 1998).

As macroalgas marinhas produzem uma série de metabdlitos primarios e
secundarios, estes ultimos, envolvidos principalmente em fungdes ecoldgicas,
diferentes processos e dinamicas funcionais que podem acarretar na conquista e
adaptacdo a novos ambientes (Pedrini et al. 2010). Destes, h4 uma série de
compostos quimicos, como defesas quimicas para impedir a colonizacao de sua
superficie (Rhimou et al. 2010), ou metabdlitos bioativos, que respondem as
pressfes ecolégicas de competicdo, predacdo, dissuasdo e reproducéo
(Villarreal-Gomez et al. 2010).

Cada vez mais surgem trabalhos que descrevem a caracterizacdo de
moléculas (Pereira e Teixeira 1999; Mayer et al. 2011; Gupta e Abu-Ghannam
2011% Eom et al. 2012), visando os diferentes usos potenciais destes
organismos marinhos como bioindicadores da toxicidade de metais pesados
(Andrade, et al. 2010), antioxidante (Gupta e Abu-Ghannam 2011° e Devi et al.
2011), anticancer (Villarreal-Gémez et al. 2010), larvicida no combate ao
mosquito Aedes aegypti L., 1762 (Bianco et al. 2013). Mas &, principalmente,
pelas suas propriedades antimicrobianas, que produtos de macroalgas vém
sendo bastante estudados e, ainda, prioritariamente com linhagens bacterianas
oportunistas e estritamente patogénicas.

No Brasil, ja foram realizados varios estudos relacionados, dentre eles
podemos citar com relacdo ao potencial antifingico, antioxidante, antibacteriano
e antiviral (Paulert 2005; Lang 2006; Abreu et al. 2008; Silva 2009; Vieira et al.
2011; Cabral et al. 2011; Cabral 2012). Contudo, ha poucos trabalhos publicados
de grupos de pesquisa no estado do Rio Grande do Sul sobre este tema. Souza
(2014) analisou propriedades antitumorais e Martins (2014) o potencial
antimicrobiano e citotéxico de macroalgas marinhas da Antartica, entretanto, nao

existem estudos publicados utilizando de espécimes da regido propriamente dita.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MACROALGAS MARINHAS: LOCAL E TIPO DE COLETA

O material foi coletado no dia 13 de margo de 2016 na costa do municipio
de Torres, tendo como limite norte os rochedos que dividem a Praia Grande da
Prainha ou Praia do Meio (29°20'25.90"S e 49°43'23.30"0) até o limite sul da
Praia da Cal (29°21'4.70"S e 49°43'51.80"0), compreendendo um transecto de
1419 metros (Figura 1). Também foi obtida coordenada geografica de um ponto
central, (29°20'46.00"S e 49°43'40.30"0) que divide as duas praias.

Figura 1: Trecho de coleta do material ficol6gico
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Mapa elaborado pelo Laboratério de
Geoprocessamento da Fundagao
Zoobotanica do Rio Grande do Sul

Fonte: Setor de Geoprocessamento da Fundacdo Zooboténica do Rio Grande do Sul, 2015.

Com auxilio de uma espéatula, os individuos foram retirados inteiros do
substrato. O material obtido foi separado por espécie, armazenado em sacos

plasticos e acondicionado em isopor com gelo, para transporte ao Laboratorio de
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Ficologia e Briologia, do Departamento de Botéanica, do Instituto de Biociéncias,
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), foi mantido sob

refrigeracdo, a temperatura de 8°C.

3.1.1 Andlise e identificacdo das espécies de macroalgas

As quatro espécies de macroalgas coletadas (Tabela 2) foram analisadas
com auxilio de microscopia e identificadas com base no trabalho de Baptista
(1977). Os nomes especificos foram atualizados a partir do sitio AlgaeBase
(2016) e com o auxilio da seguinte bibliografia: Coto e Pupo (2009) e Neto e Fuji
(2016).

Tabela 2: Espécies de macroalgas marinhas utilizadas no estudo

Ordem Espécie Local de coleta
Chlorophyta Ulva fasciata Praia do Meio/Praia da Cal
Ulva linza Linnaeus Praia do Meio
Chaetomorpha media (C.Agardh) Kitzing Praia do Meio
Rhodophyta Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux Praia da Cal

Fonte: O autor (2016)

3.1.2 Limpeza e armazenamento das macroalgas

Para retirada macroscoépica dos debris, epibiontes e epifitas, o material foi
lavado e triado em agua destilada a temperatura ambiente, com o intuito de que
pudesse ser facilitada a visualizacdo e remocédo do material aderido ao talo.
Apoés a limpeza, o material foi conservado em potes plasticos com tampa com

agua destilada, a — 20°C, no freezer.

3.1.3 Preparo dos extratos de macroalgas

Para extragdo dos compostos bioativos das macroalgas, adotou-se o
protocolo de Manikandan et al. (2011) modificado. ApGs descongelamento, 0
material foi colocado para secagem sobre papel, de uma a duas horas, sem luz
solar. Logo depois, foram pesados 25 gramas do material em balanca de

precisao e liquidificado em 100 ml da solucéo de solventes, metanol e tolueno na
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proporcdo de 3:1. Por fim a solucdo obtida foi armazenada em recipiente de
vidro, com tampa de lacre, e acondicionada em geladeira, a — 4 °C.

Como passo seguinte, o extrato foi filtrado em papel filtro qualitativo de 80
gramas/m? em funil de Biichner, sob succdo por uma bomba com presséo
reduzida, acoplado em frasco Kitassato. O extrato filtrado foi acondicionado em
tubos de ensaio e congelado a — 20°C. Em seguida a essa etapa, as solugdes
foram processadas no rotavapor, com 100 RPM, a 30°C, por duas a quatro
horas, para a total evaporacdo dos solventes e obtencdo do extrato bruto

purificado.

3.1.4 Pesagem dos extratos

Para avaliar o peso seco (miligramas) do material resultante, optou-se por
realizar trés amostragens com 10 pyL de cada extrato bruto em eppendorf’s (1,5
mL) separados. Os tubos foram tarados e pesados com o material pipetado, e
logo apds, colocados para secagem, em estufa a 35-37°C, para pesagem do

peso seco.
3.2 LINHAGENS BACTERIANAS E PERFIL DE RESISTENCIA

Foram utilizadas quatro linhagens bacterianas de importancia médica,
sendo duas espécies Gram-negativa (P. aeruginosa ATCC27853 e E. coli
ATCC35218) e uma Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC4163) da
colecdo de microorganismos Norte Americana ATCC (American Type Culture
Collection) e uma cepa de Salmonella enterica, espécie Gram-negativa, obtida
de isolados laboratoriais. Correspondem a trés familias bacterianas: duas
pertencentes a Enterobacteriaceae (S. enterica e E. col), uma a
Pseudomonadaceae (P. aeruginosa) e a familia Staphylococcaceae (S. aureus).

Para obtenc&o do perfil de resisténcia das cepas, foi realizado o método
de difusdo em disco, com antimicrobianos bacteriostaticos e bactericidas de
amplo espectro (ampicilina 10upg, cefalexina 30upg, vancomicina 30 ug,
gentamicina 10upg, acido nalidixico 30ug, ciprofloxacina 5ug e cloranfenicol

30ug) em triplicata no meio Agar Mueller-Hinton, para que se tivesse um
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parametro de relacdo com os resultados obtidos dos extratos algais. As médias
dos resultados obtidos nas triplicatas estédo apresentadas na tabela 3.

3.3 METODO DE DIFUSAO EM DISCO COM OS EXTRATOS

Este teste foi empregado no presente trabalho, e é utilizado para avaliar
atividades antimicrobianas. A técnica seguiu as definicbes estabelecidas pelo
National Commitee of Clinical Laboratory Standards (NCCLS 2003°) modificada
para utilizacdo nos discos com os extratos brutos de algas. Para impregnacéo de
aliguotas com 10pL dos extratos concentrados e diluidos com DMSO, discos
estéreis de papel filtro (Whatman — tipo 3) de 6,0mm de diametro foram inseridos
no meio agar Mueller-Hinton (Modificado de Santos et al. 2007), ap6s a
semeadura com suabe estéril da linhagem bacteriana na concentracdo 0,5 da
Escala Macfarland.

Optou-se pela diluicdo dos extratos brutos em Dimetilsulfoxido (DMSO),
um composto muito usado como solvente aprotico e polar, em discos triplicados
nas seguintes propor¢des do extrato bruto e o diluente (DMSO): Disco 1 (DM1) -
1:3, Disco 2 (DM2) - 2:2 e Disco 3 (DM3) - 3:1. Além dos extratos diluidos no
solvente, também foram inseridas triplicatas contendo 10uL dos extratos brutos
(concentrados). Para o teste controle negativo utilizaram-se os discos contendo
aliquota de 10pL da solucdo de DMSO, e como controle positivo o disco de
cloranfenicol (30ug). As propriedades fisicas dos agentes emulsificadores, como
o DMSO, sao importantes para dispor a substancia no meio de cultura, no
entanto, se esta sujeito a possiveis alteracdes nas interacbes moleculares
(Nascimento et al. 2007).

Seguindo o protocolo adaptado de Rhimou et al. (2010) o diametro da
atividade de inibicdo antibacteriana foi medido em milimetros com o auxilio de
uma régua e um paquimetro, seguindo trés padrdes basicos: inibicdo fraca
(Resistente - R) < 10mm, inibicdo moderada (Intermediario - I) entre 10 — 15mm

e inibicao forte (Sensivel - S) > 15mm.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA DOS EXTRATOS INIBITORIOS

Os extratos de macroalgas com resultado inibitorio sobre alguma espécie
bacteriana tiveram suas médias das triplicatas testadas pelo Teste ANOVA para
um critério de classificacdo e o Teste de Tukey que visa identificar se as médias

dos grupos diferem entre si, com um nivel de significancia a<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PESO DOS EXTRATOS

Com relacdo ao peso seco amostrado dos espécimes coletados, em 10
uL, foi possivel estimar a seguinte média: Para U. linza e U. fasciata obteve-se
0,0017 gramas, correspondente a 1,7 miligramas. Contudo, para Chaetormopha
media, o resultado foi de 0,00063 gramas, o equivalente a 0,63 miligramas. Mas
a espécie que menos teve peso seco foi H. musciformis, apenas 0,0001 gramas,
ou seja, 0,1 miligramas.

Acredita-se que o maior peso das duas espécies de Ulva tenha sido
devido a sua composicéo tecidual que, com seu talo parenquimatoso, teve maior
facilidade de maceracao na liquidificacdo, resultando em menores particulas que
atravessaram mais facilmente o filtro. Mesmo também sendo o talo de C. media
de facil maceracédo, seu peso foi trés vezes menor do que das espécies de Ulva,
possivelmente pela sua composicdo tecidual ser rica em goticulas oleosas,
observadas visualmente. Em relacdo a H. musciformis, o baixo peso seco esta
relacionado a constituicdo tecidual do talo de dificil maceracao, ficando grande

parte retida pelo papel filtro.

4.2 DISCO DE DIFUSAO (ANTIBIOGRAMA)

4.2.1 Disco de difusdo em 4gar com antimicrobianos de amplo espectro

Dos antimicrobianos de uso comercial, utilizados para a analise de
sensibilidade das linhagens bacterianas (tabela 3 e figura 2), ciprofloxacina (CIP)
mostrou-se o mais eficiente dentre todos. A ciprofloxacina é a quinolona com
maior atividade in vitro, contra bacilos gram-negativos aerébios (Barros et al.
2001). J4 em contrapartida, vancomicina (VAN) foi o menos efetivo, sé inibindo a
bactéria Gram-positiva S. aureus. A vancomicina € um glicopeptideo, atua
inibindo a sintese da parede celular (Luna et al. 2010) e justamente devido a
esta caracteristica, Ihe confere poder de acdo contra bactérias Gram-positiva por

possuirem uma camada mais espessa de peptideoglicano.
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Tabela 3: Média (mm) de halos de inibi¢cdo bacteriana dos antibiéticos testados

Bactéria AMP L GENT L cFE L cLo L NAL L vaN L cIP

L
S. aureus 38 S 212 S 33 S 26 S 14 6 S 28 S
E. coli 0 R 20 S 23 S 12 R 22 S o0 R 39 S

S. enterica 28 S 20 S 27 S 27 S 23 S o0 R 34 S
P.aeruginosa 0 R 14 Il o R o R 7 R o0 R 26 S

Legenda: AMP — ampicilina, GENT — Gentamicina, CFE — Cefalexina; CLO — Cloranfenicol, NAL
— Acido Nalidixico, VAN — Vancomicina; CIP — Ciprofloxacina; L — Leitura; S — Sensivel; | —
Intermediario; R — Resistente (Pontos de corte preconizados pelo CLSI, 2015 e CLSI, 2005).

Figura 2: Disco de difusdo com os antibacterianos testados

Fonte: O Autor, 2016

4.2.2 Disco de difusdo em 4gar com os extratos de macroalgas

A tabela 4 mostra os resultados obtidos com o método de difusdo em
disco no agar Mueller Hinton. Das quatro espécies de algas utilizadas, U.
fasciata, C. media e H. musciformis apresentaram resultados de inibicao,

somente para P. aeruginosa.
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Del Val et al. (2001) utilizando o extrato metandlico de Ulva rigida em P.
aeruginosa (MB 979) ndo obtiveram efeito inibitério, porém em S. aureus (MB
5393) houve um efeito razoavel de inibicdo bacteriana, possivelmente pela
influéncia de terem usado como método de diluicdo, 0,5 mL de metanol 50%.
Shanmughapriya et al. (2008) comentam em seu estudo, um limitado espectro
de atividade antimicrobiana do extrato produzido com metanol:tolueno (3:1) de
U. fasciata contra bactérias Gram-positivas, mas ndo tendo havido inibi¢cdo para
S. aureus. Osman et al. (2010) aferem terem observado melhores resultados de
inibicdo bacteriana com os extratos de U. fasciata em relacdo aos de U. linza,
produzidos com etanol, metanol e acetona 70%. Contudo, o método utilizado por
eles pode ter influenciado nos resultados, devido a dissolucdo nos solventes, até
atingir uma concentracdo de 100 mg/mL, apdés terem sido evaporados no
rotavapor.

Tabela 4: Média (mm) dos halos de inibicdo bacteriana dos extratos testados

Extrato Bactéria DM1I L DM2 L DM3 L Pm L DMc Clo

S. aureus 0 R 0 R 0 R 0 R 0 30

Ulva fasciata E. coli 0 R 0 R 0 R 0 R 0 11
S. enterica 0 R 0 R 0 R 0 R 0 30

P. aeruginosa 10,3 | 93 R 8 R 8 R 0 8

S. aureus 0 R 0 R 0 R 0 R 0 24

Ulva linza E. col_i 0 R 0 R 0 R 0 R 0 10
S. enterica 0 R 0 R 0 R 0 R 0 26

P. aeruginosa 0 R 0 R 0 R 0 R 0 0

S. aureus 0 R 0 R 0 R 0 R 0 28

Chaer;‘;fé‘i‘;fpha E. coli o R 0 R O R O R 0 75
S. enterica 0 R 0 R 0 R 0 R 0 24,5

P. aeruginosa 10,7 | 105 | 10,8 | 10,6 | 0 9

S. aureus 0 R 0 R 0 R 0 R 0 30

Hypnea E. coli 0 R 0 R 0 R 0 R 0 8,8
musciformis S. enterica 0 R 0 R O R O R O 27
P. aeruginosa 10,1 | 10,3 | 10 R 10,2 | 0 9,2

Legenda: DM1 — 75% DMSO e 25% extrato, DM2 — 50%DMSO e 50% extrato, DM3 — 25%
DMSO e 75% extrato, Pm — Média dos extratos concentrados, DMc — 100% DMSO, Clo —
Cloranfenicol; L — Leitura; Inibigdo fraca (Resistente - R) < 10mm, inibicdo moderada
(Intermediario - 1) entre 10 — 15mm e inibi¢do forte (Sensivel - S) > 15mm. Fonte: O Autor, 2016

No presente estudo, os resultados obtidos com as duas espécies de Ulva
nao permitem afirmar que ambas possuem 0s mesmos principios ativos ou que
suas quantidades sejam semelhantes, tendo em vista que U. fasciata se

diferenciou de U. linza (figura 3) por apresentar inibicdo bacteriana a P.
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aeruginosa. Aléem disso, parece ter aumentada a disponibilidade da molécula
antibacteriana de U. fasciata a P. aeruginosa, quando em maior presenca do
solvente (DM1). Salvador et al. (2007) sugerem que a bioatividade de um
mesmo taxon pode variar de acordo com a zona de amostragem geografica. Ja,
Romeiro (2005) destaca uma possibilidade adicional da interagdo entre bactérias
e plantas, que seria hipotetizar a produgcao de fitoalexinas como um atributo
inerente a planta. Deste modo, a planta responderia a infeccdo sintetizando
estes compostos, independentemente de ser o patdgeno compativel ou
incompativel. E ainda, que o patbgeno compativel seria capaz de metabolizar a
fitoalexina produzida, transformando-a num composto atoxico. Na relacao planta
e patdgeno compativel, alguma etapa do processo de combate a este tipo de
hospedeiro falha, seja pela falta de producéo e desativacdo dos compostos de
defesa, ou também, pela impossibilidade de reconhecimento do patégeno pelo
hospedeiro (Moraes, 1998).

Figura 3: Disco de difusdo com o extrato bruto de U. linza
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C. media e H. musciformis apresentaram as maiores médias de inibicdo
nos discos triplicados, mesmo que com ambas as espécies, 0s extratos tenham
tido menor peso seco, se comparado aos obtidos nas duas espécies de Ulva.
Tanto no extrato bruto puro, quanto nos extratos soltveis em diluente DMSO, a
atividade antibacteriana em P. aeruginosa (C. media na figura 4) foi semelhante.
Rosaline et al. (2012) usando o extrato de Chaetomorpha linum produzido com
hexano, em disco de difusdo sobre P. aeruginosa, também tiveram resultados
positivos, inibindo-a em até 9,67 mm (+-0,58 mm de diametro), porém, o
metanadlico ndo apresentou inibicdo. Manikandan et al. (2011) utilizando o extrato
metandlico obtido de Chaetomorpha antennina fresca sobre isolados resistentes
de P. aeruginosa obtiveram fraca atividade inibitoria em disco de difuséo (de 1 a
5 mm de halo), mas ainda, na mesma espécie, porém de linhagem
multirresistente isolada de Unidades de Terapia Intensiva (UTI's) de Hospitais,
nao mostrou-se ativa. Ja Shanmughapriya et al. (2008), utilizando o extrato
fresco de C. antennina produzido com solugdo de metanol:tolueno (3:1), né&o
apresentaram resultados inibitérios, mas em contraste, neste mesmo estudo,
Hypnea pannosa demonstrou maior atividade, contra bactérias Gram-positivas,
como S. aureus. Também, Rhimou et al. (2010) relataram ter o extrato
metandlico de H. musciformis grande atividade inibitéria para diferentes
bactérias Gram-negativas como E. coli e também sobre S. aureus. Entretanto,
Adaikalaraj et al. (2012) relataram baixa atividade antibacteriana dos extratos
metandlicos de H. musciformis em P. aeruginosa, E. coli e S. aureus, 7mm de
diametro inibitorio apenas.

Shanmughapriya et al. (2008), pelos resultados obtidos com 7 espécies
de macroalgas marinhas sugerem, preliminarmente, que o0s extratos produzidos
com a composicao de solventes metanol:tolueno ( 3:1), favorecam uma melhor
dissolucéo dos compostos lipofilicos. Ademais, trata-se de uma ciéncia que esta
recém ganhando campo metodologico, carecendo, portanto, ainda, de
procedimentos analiticos que visem caracterizar as substancias envolvidas na
inibicdo bacteriana, e principalmente os métodos que irdo melhor concentra-las

para analises do seu comportamento bioquimico frente as linhagens bacterianas.
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Figura 4: Disco de difusdo do extrato de C. media em P. aeruginosa

Foto: O Autor, 2016

4.3 EXTRATOS INIBITORIOS DE P. aeruginosa

Apenas P. aeruginosa foi inibida por extratos produzidos (figura 5), mas
também foi a Unica com perfil de multirresisténcia somente apresentando
sensibilidade a ciprofloxacina, e por isso, apesar de inicial o resultado mostra-se
interessante. Barros et al. (2001) afirmam que ciprofloxacina é ativo contra P.
aeruginosa, mas outras Pseudomonas sdo menos sensiveis.

Figura 5: Diametro de inibicdo da bactéria P. aeruginosa
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Fonte: O Autor, 2016



29

Trata-se de um microrganismo de importante interesse médico, comum
em infeccdes hospitalares, diante da sua patogenicidade em pacientes
imunodeprimidos, e também por apresentar frequentes linhagens
multirresistentes. Neves et al. (2011) documentam uma série de relatos mundiais
e inclusive no Brasil, envolvendo a problematica da endemicidade com isolados
clinicos de P. aeruginosa multirresistentes (MDR) que estdo relacionados a
elevados indices de morbidade e mortalidade ocasionadas por infeccéo.

O Teste ANOVA com um critério de classificacdo demonstrou haver
diferenca estatistica significativa entre as médias das triplicatas dos trés grupos
tratados dos extratos brutos das macroalgas que obtiveram resultado inibitério
para P. aeruginosa, C. media, H. musciformis e U. fasciata (Tabela 5). O F.
calculado foi igual a 17,97 e o F. critico igual a 3,28 para um a<0,05.

E precisamente, analisando as médias dos grupos pelo Teste de Tukey
(a=0,05), corroborou-se estatisticamente, que as médias de atividades inibitérias
entre os extratos brutos das macroalgas C. media e H. musciformis n&o diferiram
entre si (Q. calculado= 2,3 e Q. critico= 3,47), diferentemente da média de U.
fasciata que foi significativamente diferente da de C. media (Q. calculado=8,23 e
Q. critico=3,47) e de H. musciformis (Q. calculado=5,93 e Q. critico=3,47). O
Teste de Tukey € um complemento a ANOVA e visa a identificar quais as
meédias que, tomadas duas a duas, diferem significativamente entre si (Callegari-
Jacques, 2003).

Tabela 5: Diametro inibitério (mm) a P. aeruginosa dos extratos brutos

Disco U. fasciata C. media H. musciformis
DM1 10 10,1 10,1
DM1 11 11 10,1
DM1 10 10,9 10,1
DM2 10 11 10,5
DM2 9 10 10,5
DM2 9 10,5 9,9
DM3 9 10,6 10
DM3 8 11 10
DM3 7 10,8 10
P 8 11,1 10,7
P 8 10,2 10
P 8 10,4 10

Legenda: DM1 — 75% DMSO e 25% extrato, DM2 — 50%DMSO e 50% extrato, DM3 — 25%
DMSO e 75% extrato, P — Extratos concentrados. Fonte: O Autor, 2016
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Publicam-se o0s primeiros resultados abordando experimentos com
atividade antibacteriana de macroalgas marinhas coletadas no Estado do Rio
Grande do Sul.

Demonstrou-se a importante atividade inibitéria de macroalgas que estédo
sendo estudadas ao redor do mundo, e neste trabalho, dos extratos brutos de U.
fasciata, C. media e H. musciformis diante de P. aeruginosa, uma importante
bactéria de interesse médico, majoritariamente de infecgdo hospitalar.

C. media e H. musciformis, mesmo em baixas concentracfes tiveram as
médias de suas triplicatas significativamente diferentes das de U. fasciata,
evidenciado pelo Teste ANOVA para um critério de classificacdo e o Teste de
Tukey (0<0,05), mostrando serem espécies com grande potencial antibacteriano.

Trata-se do primeiro resultado obtido na literatura de inibicdo bacteriana
com a espécie C. media. Também se pode inferir que U. fasciata teve maior
atividade antibacteriana contra P. aeruginosa, quando, com o extrato bruto mais
solavel no solvente DMSO, diferentemente de C. media e H. musciformis, n&o
tendo sido observadas diferencas da atividade antibacteriana diante da
dissolucéo dos respectivos extratos no diluente.

Necessitam-se de maiores estudos, tendo como experiéncia, a dificuldade
na busca duma padronizacdo de métodos para melhor extracdo, concentracao e
solubilizagdo dos compostos quimicos de interesse antibacteriano.
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