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RESUMO

NEGREIROS, Tatiana Alves. AVALIAgAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE
EXTRATOS OBTIDOS DE ASSOCIACAO DE DIATOMACEAS E BRIOZOARIOS
COLETADOS NO BALNEARIO CAMBORIU-SC; Prof. Orientador: Gilsane von Poser.;
Porto Alegre : UFRGS, 2012, 35_folhas fl., Relatério de Conclusao de Estagio.

Organismos sao importante fonte de moléculas bioativas de potencial uso
farmacéutico. Entre os organismos mais estudados no ambiente marinho estdo os
briozodrios e algas. Além disso, a mortalidade de toneladas de floracdes e
subsequentes arribadas formadas pelos briozoarios Membraniporopsis tubigera
(Osburn) e Electra bellula (Hincks) coletadas na enseada de Camborii em Balneario
Camboriu, Estado de Santa Catarina (Brasil), gerou uma forte demanda por solucdes
de uso. Desequilibrios ecologicos podem resultar em morte e complexacdo destes
organismos, com deposicao deste material a beira mar. Nessa perspectiva, o objetivo
deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade antifungica de extratos obtidos por
diferentes métodos de extracdo, maceracdo em banho de ultrassom e extragdo por
fluido supercritico com diéxido de carbono. Também procurou-se avaliar a composicao
fitoquimica em busca de alcaldides, flavondides, taninos, saponinas, quinonas e
compostos fendlicos, além da obtengcado de um perfil cromatogréafico para os extratos em
diferentes sistemas eluentes. O screening quimico para alcaloides, flavondides, taninos,
saponinas e quinonas realizado com extrato metandlico apresentou indicativos de
auséncia destas classes de substancias. O teor de compostos fendlicos totais foi obtido
por técnica espectrofotométrica e resultou em 10,68 mg de quercetina/grama de extrato
seco. A avaliagdo do perfil cromatografico do extrato metandlico através de
cromatografia em camada delgada, utilizando sistema cromatografico especifico para
flavondides, apresentou coloragdo incomum indicando a presenca de produtos
diferentes. Foi realizado ensaio in vitro da atividade antifungica dos extratos frente a
leveduras do género Candida. O extrato metandlico apresentou atividade fungistatica
seletiva frente as cepas de Candida albicans com CIM 50 de 125 pg/ml. No entanto,
nao apresentou atividade frente as outras espécies C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis e

C. parapsilosis.



Palavras-chave: Floracao, Diatomacea, Briozoario, Antifungico, Candida, compostos
marinhos.



ABSTRACT

NEGREIROS, Tatiana Alves. ANTIFUNGAL ACTIVITY OF EXTRACTS OBTAINED
FROM AN ASSOCIATION OF DIATOMACE AND BRYOZOA COLLECTED FROM
BALNEARIO CAMBURIU-SC; Prof. Orientador: Gilsane von Poser.; Porto Alegre :
UFRGS, 2012, 35_folhas fl., Relatorio de Concluséo de Estagio.

Marine organisms are an important source of bioactive molecules with potential
pharmaceutical use. The bryozoans and the algae are among the most studied
organisms in the marine environment. Furthermore, tons of these organisms association
- formed by bryozoans Membraniporopsis tubigera (Osburn) and Electra bellula (Hincks)
- shored at Balneario Camborit in the Santa Catarina state, Brazil, offering a
opportunity for useful solutions to it. The aim of this study is the evaluation of the in vitro
antifungal activity of extracts obtained from the association. Different extraction methods
such as: maceration in a bath of ultrasound and supercritical fluid extraction with carbon
dioxide, were performed. In addition, an evaluation of the chemical composition in the
search for alkaloids, flavonoids, tannins, saponins, quinones and phenolic compounds.
Also chromatographic profiles for the extracts in different solvents systems were
obtained. The chemical screening for alkaloids, flavonoids, tannins, saponins and
quinones performed with methanol extract indicates the absence of these classes of
substances. The content of total phenolic compounds was obtained by
spectrophotometric method and resulted in 10.68 mg of quercetin / g of dry extract. The
evaluation of the chromatographic profile of the methanol extract by thin layer
chromatography, using a chromatographic system specific to flavonoids, showed
unusual coloration indicating the presence of different products. The assay of the
extracts was performed to evaluate the in vitro antifungal activity against species. The
methanol extract showed selective fungistatic activity against the strains of Candida
albicans with an MIC 50 of 125 mg / ml, however, showed no activity against other

species C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis and C. parapsilosis.

Key words: Diatomace, Briozoary, Antifungic, Candida, marine compounds.
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1. Introducao

O estudo de produtos naturais visando a busca de novas moléculas ou modelos
moleculares para o desenvolvimento de farmacos que atuem de forma diferenciada, ou
que apresentam atividade em diferentes alvos terapéuticos tem-se concentrado na
investigacdo do metabolismo secundario de plantas terrestres e micro-organismos.
Alguns dados demonstram que cerca de 25 % dos medicamentos vendidos s&o
substancias de origem vegetal, enquanto 12 % de origem microbiana (J& e Zi-rong,
2004). O oceano é uma riquissima fonte para descoberta de produtos naturais, pois
apresenta uma biodiversidade muito superior a do ambiente terrestre (J& e Zi-rong,
2004). Desse modo, torna-se oportuno e interessante que a busca de novos produtos
ativos incorpore habitats inexplorados como o ambiente marinho. O desenvolvimento de
novas técnicas e equipamentos tem possibilitado a coleta de amostras marinhas e em
consequéncia mais de 5000 novos compostos ja foram isolados. Esponjas,
celenterados e micro-organismos sdao as maiores fontes de busca de moléculas
bioativas, seguido de algas, equinodermos, moluscos e briozoarios (Ja e Zi-rong, 2004;
Sharp et al., 2007).

Um ambiente dindmico com qualidade € requisito para manutencdo das
caracteristicas essenciais do ecossistema ou de determinado meio e deve ser
entendido como um processo dindmico no amplo contexto da relagdo entre os varios
seres que o compdem. Alteragcbes deste equilibrio dindmico podem gerar um
desequilibrio ecolégico e entre os fatores causais desta situagdo encontram-se
desastres naturais e as agdes provocadas pelo homem, como desmatamento florestal,
a pesca e caca desordenadas, agricultura e pecuaria, poluicdo do ar e das aguas,
urbanizagao e crescimento demogréafico da populagdo humana. O crescimento urbano e
populacional desordenado e a execugcao de obras costeiras sem adequada avaliacao
sdo responsaveis pela geracdo de uma série de impactos ambientais que alteram a
qualidade ecolégica e sanitaria dos ambientes aquaticos.
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O municipio de Balneario Camborita (SC) é um dos principais pélos turisticos
litordneos do Brasil. Tem apresentado uma das maiores taxas de crescimento
econdmico e populacional e, como consequiéncia, uma série de impactos vem alterando
a qualidade ambiental e sanitaria dos ambientes aquaticos locais (Rorig et al., 2011).
Um dos mais recentes e alarmantes fenébmenos verificados no local teve inicio em
dezembro de 2003 com a mortalidade das floragdes e subsequientes arribadas de
briozoarios associados com diatomaceas epibénticas. A arribada é formada pelos
briozoarios Membraniporopsis tubigera (Osburn) e Electra bellula (Hincks), que sao
organismos arborescentes, facilmente removidos do substrato por ondas e correntes
(Gordon et al., 2006; Ramalho e Diehl, 2007), associados com as diatomaceas
epibénticas Amphitetras antediluviana Ehrenberg e Biddulphia biddulphiana (Smith)
Boyer. Essas arribadas persistem até os dias de hoje, tendo se intensificado a partir de
2005, causando mau cheiro e problemas estéticos e obrigando a sua retirada quase
diaria da praia pelos servicos municipais. Segundo a empresa responsavel pela limpeza
da praia (ENGEPASA), em janeiro de 2007 foram recolhidas mais de 100 toneladas de
material em apenas 24 horas (Rorig et al., 2011).

Estudos indicam que as diatomaceas podem servir como fonte para a produgao
de biodiesel (Usdoe, 2010). Além disso, possuem alta taxa de lipideos (acidos graxos
poli-insaturados, cerca de 30 % de massa seca), polissacarideos que apresentam
atividade antibacteriana e antifungica (Borowitzka, 1999), esterbéis como 24-
metilenocolesterol, brassicasterol e epibrassicasterol (Giner e Wikfors, 2011) e a toxina
amnésica acido domodico, uma das moléculas mais estudada em diatomaceas com
producdo restrita a algumas espécies do género Pseudo-nitzschia (Congestri et al.,
2007).

Briozoarios sao conhecidos como musgos marinhos e encontram-se tanto em
ambientes de agua doce, quanto agua salgada, sendo descritas mais de 8000 espécies
na literatura. Esses invertebrados tém sido considerados como componentes chave dos
ambientes marinhos, por hospedarem comunidades inteiras de micro-organismos e

pequenos invertebrados em sua estrutura colonial (Sharp et al., 2007). Entre os
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metabdlitos produzidos pelas diversas classes de briozoarios, bem como suas

respectivas atividades bioldgicas, destacam-se aqueles descritos na tabela abaixo
(tabela 1) (Nair, 1993; Ja e Zi-rong, 2004; Sharp et al., 2007;).

Tabela 1. Exemplos de metabdlitos produzidos por briozoarios e suas atividades biologicas.

Metabolitos

Atividade

Nitrofenois (fidolopina, 1,2-
desmetilfidolopina e alcool 3-nitro-4-
didroxibenzila)

Nao descrita

fon 2-hidroxietil-dimetilsulfonio

Causa dermatite alérgica em
pescadores, podendo ocorrer em casos
agudos pode vesiculagao e inchago das
pernas e bragos.

2,5,6-tribromo-N-metilgramina e 2,5,6-
tribromo-N-metilindol-3-carbaldeido

Inibicdo da divisdo celular.

G, convolutamidas A—F, convolutaminas
A—H, convolutamidinas A-E ,
convolutindol A e volutamidas A—E

Apresentam citotoxicidade em linhagens
celulares de cancer humano;
convolutamina H e convolutindol A
apresentam atividade nematocida para
larvas de Haemonchus contortus,
parasita que contamina ovelhas e
ruminantes.

Amataspiramidas A—F

Amataspiramidas A e E apresentam
atividade citotoxica em linhagens de
celulares cancerigenas e atividade
antimicrobiana para Bacillus subtilis
contra o fungo Trichophyton
mentagrophytes.

Alternamidas A-D

Alternamidas A e C exibem atividade
antibacteriana contra bactéias Gram
positivas, incluindo Staphylococcus
aureus, B. subtilis e Enterococcus
faecium.

Quinonas

Perfragilina A e B, citotéxicas em
linhagens de células cancerigenas.

cis- e transcitral, citronelol, nerol e
geraniol

Nao descrita.




) flustramines A-E , flustramindis A e B,
flustrabromina, flustramidas A e B, 6-
bromo-Nb-metill-Nb-formiltriptamina, 7-
bromo-4-(2-etoxietil)quinolona),
dihidroflustramina C e seu N-oxido,
isoflustramine D e flustrarina B
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Flustramina E exibe atividade contra B.
subtilis, Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Saccharomyces cerevisiae
e Botrytis cinera, enquanto flustramina
E é ativa contra Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens e Pseudomonas
aeruginosa.

chartelinas A—C; chartelamidas A e B,
and metoxideclorochartelina A, securines
A e B, securamines A—G

Nao descrita.

Briostatinas 1 —20

Briostatina 1 exibe elevada
citotoxicidade em células linfociticas
P388 e de melanoma B16.

Tambajinas A-D

As tambajinas A e B apresentam
atividade contra B. subtilis, S. aureus, E.
coli e Vibrio anguillarium, enquanto as
tambajianas C e D sao ativas contra S.
aureus, B. subtilis, V. anguillarium, e
Candida albicans.

Eutiroideonas A—C, Pterocelinas A e B

Pterocelinas apresentam atividade
antibacteriana para B. subitilis e
antifangica para T. mentagrophytes.

1-vinil-8-hidroxi-beta-carbolina- ativa
contra células tumorais NCI 60, 1-etil-
beta-carbolina ativo contra B. subtilis, T.
mentagrophytes, C. albicans e

B-carbolinas Cladisporum resinae, harmano, 6-
hidroxiharmano e pavetina — ativos
contra E. coli e atividade viral para
Herpes simplex tipo |.

Esterois 3b,5a,6b-triidroxisterdis

Pentaporinas A-C

Atividade anti-helmintica para
Trichinella spiralis.

1,8-diidroxiantraquinona

Nao descrita.

Brioantratiofeno

Nao descrita.

Ceramida-1-sulfato

Inibe a enzima topoisomerase |I.

Como pode-se observar, diatomaceas e briozoarios sao produtores de um

grande numero de substancias que apresentam diversidade estrutural e variadas

atividades bioldgicas. Estas caracteristicas tornaram estes organismos marinhos alvos
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interessantes na busca de moléculas que possuam mecanismo de acao diferenciado ao
dos farmacos amplamente utilizados no tratamento de patologias para as quais
diminuiram sua eficacia com o passar do tempo, ou na busca de moléculas bioativas

para patologias existentes, mas para as quais ndo ha tratamento farmacolégico eficaz.

Durante as ultimas décadas a incidéncia de infec¢des causadas por leveduras
sofreu um grande aumento. O género Candida é o principal e 0 maior causador de
infeccoes fungicas leveduriformes, nesse caso denominadas candidiases (Cardoso et
al., 2004). O género Candida pertence ao Reino Fungi, grupo Eumycota, filo
Euteromycota, classe Blastomycetes e faz parte da familia Criptococcacea. O
fluconazol € o composto triazéico mais conhecido e € uma alternativa terapéutica
habitual no tratamento de infecgdes fungicas sistémicas especificas, mas que tem
apresentado limitagcao contra fungos filamentosos e resisténcia natural e/ou adquirida
em certas espécies de Candida (Fica, 2004). Entre as espécies de Candida, a
resisténcia aos antifungicos tem sido um problema crescente, pois muitas das espécies
nao-albicans mais comumente isoladas sdo menos susceptiveis aos derivados azélicos,
o que dificulta o tratamento da candidiase e de outras infeccbes causadas por
leveduras. (Sojakova et al., 2004; Tortorano et al., 2006). Candida albicans é a espécie
mais frequentemente isolada de infecgbes superficiais e invasivas em diferentes sitios
anatébmicos e também apresenta casos de resisténcia adquirida a azdlicos em
pacientes que foram expostos prolongadamente a estes medicamentos (Gondim et al.,
2009). A C. albicans € um habitante normal do trato gastrointestinal e regides
mucocutaneas, incluindo boca e vagina (Serracarbassa, 2003). A resisténcia primaria
de leveduras a derivados azéis, especialmente ao fluconazol, € um fendmeno que vem
emergindo, sendo bem conhecido nas espécies Candida krusei e C. glabrata (Alves et
al., 1997).

A partir da metade do século XX, cresceram significativamente os relatos de
infecgcbes por Candida albicans e espécies nao-albicans. De comensal a importante
agente de infec¢des, o género Candida se converteu em sério problema de saude

publica. Tal transformacao deve-se em grande parte ao préprio progresso da medicina,
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que ampliou largamente os procedimentos invasivos, violadores das barreiras de
protecdo natural, que desenvolveu e intensificou o uso de antibidticos de amplo
espectro, alteradores da flora normal do organismo humano e que oferece hoje amplas
condicdes para prolongar a vida de pessoas muito debilitadas e suscetiveis a
microorganismos oportunistas (Valle et al., 2010).

Existem, aproximadamente, 20 espécies de Candida reconhecidamente
patogénicas, sendo que a C. albicans é a espécie mais frequentemente descrita em
casos de infecgdes hospitalares, bem como em casuisticas cosmopolitas. As espécies
mais prevalentes no Brasil e no mundo estdo citadas a seguir em ordem decrescente:
Candida albicans, C. parasilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii, C.
lusitaniae, C. dubliniensis, C. kefyr e C. rugosa (Rodrigues et al., 2011).

O uso prolongado de cateteres e a aplicacao de nutricao parenteral sao fatores
de risco relacionados a transmissao de C. parapsilosis. Esta espécie é encontrada
frequentemente na pele apresenta alta incidéncia em recém-nascidos internados em
unidades de terapia intensiva. Pacientes neutropénicos, portadores de neoplasias e
doencas hematoldgicas sofrem alta prevaléncia de casos de candidemia e infeccéao
sistémica causada por C. tropicalis. A espécie C. glabrata tem sido frequentemente
relatada como causa de infecgdo hospitalar e é apontada como emergente causa de
sepsemia neonatal e infeccdo em pacientes idosos. Fungemia por C. krusei esta sendo
associada a alta mortalidade de pacientes neutropénicos e tornando-se emergente
pacientes com neoplasias hematolégicas malignas (Valle et al., 2010).

Frente as duas problematicas abordadas anteriormente, que sdo a necessidade
de obtencdo de novas moléculas, capazes de combater o desenvolvimento de
infeccdes oportunistas, e a utilizacdo de um material biol6gico de grande biomassa que,
vem sendo tratado como lixo e onerando cofres publicos com limpeza urbana, os
objetivos deste trabalho sado a utilizagcdo das arribadas de briozoarios associados com
diatomaceas epibénticas como matéria-prima para obtencado de extratos através da

utilizacdo de diferentes processos extrativos, realizagdo de screening quimico,
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determinacao de perfil cromatografico e desenvolvimento de um estudo preliminar de

avaliagdo da atividade antifungica.

Este trabalho faz parte do projeto intitulado “Floragdes de diatoméaceas
epibénticas associadas a briozoarios na enseada de Camborit - SC: origem, fatores
causais, caracteristicas quimicas biomassa e ecofisiologia das microalgas envolvidas”,

contemplado ao professor Dr. Leonardo Rubi Rérig (UFSC) pelo Edital Universal 2011.
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2. Objetivos Especificos

-Obtencao de extrato a partir das arribadas de briozoarios (Membraniporopsis tubigera
(Osburn) e Electra bellula (Hincks)) associados com diatomaceas epibénticas
(Amphitetras antediluviana Ehrenberg e Biddulphia biddulphiana) através da extracao
por fluido supercritico com dioxido de carbono.

-Obtencdo de extrato metandlico através da extracdo por maceracdao em banho de

ultrassom.

-Realizacdo de screening quimico para alcaldides, flavonoides, taninos, saponinas e
quinonas a partir do extrato metandlico e determinagao do teor de compostos fendlicos
totais por espectrofotometria.

-Obtencao do perfil cromatografico dos extratos através de cromatografia em camada
delgada, utilizando diferentes sistemas eluentes.

-Realizacdo de ensaio preliminar de antividade antifungica dos extratos obtidos pelos
diferentes métodos extrativos frente a cinco espécies de leveduras oportunistas do
género Candida.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Material Bioldgico

Floracdes de diatomaceas epibénticas (Amphitetras antediluviana Ehrenberg e
Biddulphia biddulphiana) associadas a briozoarios (Membraniporopsis tubigera
(Osburn) e Electra bellula (Hincks)), (Figura 1), foram coletadas na enseada de
Camborit em Balneario Camboritu, Estado de Santa Catarina (Brasil), em 2011, e
identificadas pela equipe do professor Dr. Leonardo Rubi Rérig (Universidade Federal
de Santa Catarina — SC/Brasil). O material € imediatamente levado ao laboratério,

lavado e liofilizado.

Figura 1: Material marinho utilizado para a obtengéo dos diferentes extratos.

3.2. Obtencao dos extratos
3.2.1 Extracao por fluido supercritico

A extragdo por fluido supercritico foi realizada em um Equipamento piloto
automatizado produzido por Cassel e colaboradores (2007), utilizando-se dioxido de
carbono como solvente. O material biologico foi acondicionado no vaso de extragao (50
g de peso seco) e a extracao foi conduzida a temperatura constante de 40 °C e pressao
de 90 bar.

3.2.2. Extracao por maceracao
O material biolégico, previamente utilizado na extragcao por fluido supercritico, foi
submetido a extragdo sequencial por maceracao em banho de ultrassom. Para tanto,

cerca de 40 g material foram extraidos 4 vezes com 100 ml de metanol, em banho de
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ultrassom, durante 10 minutos. Em seguida, o material foi filtrado com auxilio de uma
bomba de pressdo negativa e os filtrados foram reunidos e levados a secura em

evaporador rotatorio.

3.3. Screening quimico

O extrato obtido por maceracdo em metanol (EM) foi submetido a screening
quimico para presenca de alcaldides, flavondides, saponinas, taninos e quinonas,
conforme descrito por Harborne (1998) e Costa (2002).

3.3.1 Presenca de Alcaldides

Quantidade suficiente do extrato EM seco foi transferido para um tubo de ensaio
pequeno, retomado com solucao de acido cloridrico (HCI) 10% e levemente aquecido.
Apés, uma pequena aliquota da solugao acida foi transferida para dois vidros de relogio
e foram adicionados uma gota do reagente de Meyer, e 1 gota do reagente de
Dragendorf, individualmente. A formacao de precipitado indica a presenca de alcaldide.

3.3.2 Presenca de flavondides, saponinas, taninos e quinonas

Quantidade suficiente do extrato EM seco foi transferida para um tubo de ensaio
pequeno, sendo este retomado com agua destilada e levemente aquecido. Apéds
aquecimento a solugao foi filtrada e dividida em quatro por¢des que foram utilizadas

para determinar a presenca de flavondides, saponinas, taninos e quinonas.

3.3.2.1 Flavonoides

A solugédo aquosa foi transferida para um funil de separacédo e extraida quatro
vezes com butanol. As fases butandlicas foram transferidas para uma capsula de
porcelana e evaporadas até a secura. Apds, o residuo foi retomado com metanol,
transferido para tubo de ensaio pequeno e acidificado com HCI concentrado. Em
seguida foi adicionada uma pequena quantidade de magnésio em pd. A solucao foi
brevemente agitada e mantida em repouso alguns minutos. A formacdo de cor

amarelada a roxo indica presenca de flavonoides.
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3.3.2.2. Saponinas
Para presenca de saponinas, a solu¢cao aquosa foi transferida para tubo de

ensaio e submetida a agitacao. A formagéo de espuma indica a presenga de saponinas.

3.3.2.3. Taninos

Para determinar a presenca de taninos, a solugdo aquosa foi vertida sobre uma
solugdo de gelatina a 1%, agitada e mantida em repouso por alguns minutos. A
formacao de precipitado € indicativa da presencga de taninos.

3.3.2.4 Quinonas
A solugdo aquosa foi adicionada 1 gota da solucdo de hidréxido de potassio
(KOH) 10%. O desenvolvimento de coloracao indica presenca de quinonas.

3.4 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

Para a determinacao do teor de compostos fendlicos totais foi utilizado o método
colorimétrico proposto por Singleton e Rossi (1965), com algumas modificacdes. A
técnica consiste na reacao de oxidagao-redugcao dos compostos fendlicos presentes na
amostra frente ao reagente Folin-Ciocalteau, que é formado por uma solucao de ions
poliméricos complexos formados a partir dos &cidos fosfomolibdico e fosfotungstico,
levando ao desenvolvimento de coloracao azul nas solugdes. Para tanto 100, 200 e 400
ul de uma solucdo estoque 10mg/ml, obtida do extrato metandlico seco (EM), foram
submetidos a reacdo com 5 ml de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N e a reacao foi
neutralizada com volumes variaveis de solucao saturada de carbonato de sodio (7,5%),
necessario para completar o volume final de reagdo em 10 ml. Decorridos 60 minutos
de incubacao, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a absorvancia das solugées
foi medida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 765 nm. A quantificagéo
foi baseada em uma curva padrdo de quercetina, preparada em metanol, nas seguintes
concentragoes 0; 0,65; 1,30; 1,95; 3,25 e 6,5 ug/ml. Os resultados foram expressos
como equivalentes de quercetina (QE / g: miligramas de quercetina por grama de
extrato seco), utilizando para o calculo a seguinte equacédo: C= ¢ V/m, onde: C é o
conteudo total de fendlicos presente na amostra (mg de quercetina por grama de
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extrato seco); ¢ é a concentracao de quercetina estabelecida através da curva padrao
(mg/ml); V € o volume final da reagdo (ml); e m é a massa de extrato utilizado na leitura
de absorvancia (g) (Miliauskas et al., 2004).

3.5 Perfil quimico dos extratos

Os extratos obtidos do material biolégico por fluido supercritico (EFS) e por
maceracdo com metanol em banho de ultrassom (EM) foram submetidos a
cromatografia em camada delgada (CCD) para avaliagcao de seus perfis quimicos. Os
extratos foram retomados em metanol e utilizou-se cromatoplacas revestidas com gel
de silica GFzs4 com os seguintes sistemas eluentes: (a) diclorometano (100); (b)
diclorometano:metanol (99:1, v/v), (c) hexano:diclorometano (1:1, v/v); e (d) acetato de
etila:metanol:agua destilada (100:13,5:10, v/v/v). Apds secagem a temperatura
ambiente, as cromatoplacas foram observadas sob luz ultravioleta (254 e 365 nm) e
aspergidas com reagente cromogénico anisaldeido sulfurico, seguido de aquecimento
(sistemas eluentes (a), (b) e (c)) (Harborne, 1998), e com reagente Natural (sistema
eluente (d)) (Brasseur e Angenot, 1986)

3.6. Atividade Antifungica

A determinacédo do teste de susceptibilidade antifungica aos extratos EFS e EM
foi realizado frente a 5 tipos de leveduras oportunistas do género Candida. Inicialmente
foi realizado um screening para verificar quais espécies seriam sensiveis aos extratos.
As leveduras testadas foram Candida albicans (CAL02), C. krusei (CK03), C.
parapsilosis (CP04; RL), C. glabrata (CG10), C. tropicalis (CT05). In6culos de todas as
leveduras isoladas foram preparados de acordo com Clinical Laboratory and Standards
Institute (CLSI, 2008) utilizando-se solucdo a 1% de dimetilsulfoxido (DMSO - Merck,
Darmstadt, Germany) para solubilizar as amostras. O screening foi realizado pelo
método de microdiluicdo em meio Sabouraud com cloranfenicol. Fluconazol foi utilizado

como controle negativo da inibicao de crescimento em concentragéo de 8 ug/ml.

A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo de acordo com o documento M27-A3 (CLSI 2008), com RPMI-MOPS
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(RPMI 1640 médio contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sédio - Sigma-Aldrich Co,
St Louis, USA - tampédo pH 7.0 com 0.165 mol/lL MOPS tampao -Sigma). As
concentracoes dos extratos testados foram entre 1.95 e 500 pug/ml e aliquotas de100 pL
foram inoculadas em placa de fundo plano de microtitulagdo de 96 pocos. CIM foi
definida como a menor concentragcdo das amostras em que o micro-organismo testado
nao demonstrou crescimento visivel (fungistatico). As leveduras averiguadas nesta fase
foram C. albicans (CAL02; CAL17; ATCC24433; ATCC10231; ATCC18804) e C.
parapsilosis (3D03; 3D02; RL0O7; RL20; CP06) e todos o0s experimentos foram

realizados em triplicata.

A avaliagdo da atividade fungicida também foi avaliada. Aliquotas de CIM e do
controle positivo (10 ul) foram transferidas para placas contendo Sabouraud-dextrose
agar (Difco) e incubadas a 32 °C durante 48 horas. Decorridos o tempo de incubacéo, a
observagao do crescimento de microorganismos indica atividade fungistatica, enquanto

auséncia de crescimento significa atividade fungicida.

As leveduras clinicas utilizadas tanto para o procedimento de screening como de
CIM foram identificadas pelo sistema automatizado Vitek Yeast Biochemical Card®

(BioMerieux Vitek,. Hazelwood, Mo.) .



21

4. Resultados e Discussao

O extrato obtido a partir das arribadas de briozoarios Membraniporopsis tubigera
(Osburn) e Electra bellula (Hincks) associados com diatomaceas epibénticas
Amphitetras antediluviana Ehrenberg e Biddulphia biddulphiana através da extracao por
fluido supercritico com didxido de carbono teve rendimento muito baixo, de modo que
alguns ensaios ndo puderam ser realizados a partir deste extrato. Esse resultado indica
que a amostra analisada apresenta baixos teores de compostos lipofilicos de baixo
peso molecular, grupo de substancias obtidas nas condigdes de temperatura e pressao
utilizadas neste trabalho.

O extrato metandlico obtido através da extracdo por maceragdo em banho de
ultrassom teve rendimento de 2,6% aproximadamente, gerando quantidade suficiente
de amostra para que todos o0s ensaios previstos fossem realizados. Foi realizado
screening quimico para flavonoides, alcalbides, taninos, saponinas e quinonas nas

fracdes aquosas, obtidas a partir do extrato metandlico (EM).

A reacdo para detecgcdo de alcaldides com reagentes gerais apresentou
resultado negativo, visto que a solugdo permaneceu limpida, ndo havendo formacgao de
precipitado com a adicdo dos reagentes Mayer e Dragendorf. Alcalbides formam sais
complexos com compostos de mercurio, ouro, platina e outros metais. Esses sais sdo
usualmente obtidos na forma de precipitados a partir da reacdo com diferentes
reagentes, como reagente Mayer (iodeto de potasssio e cloreto de mercurio)
Dragendorf (iodeto de potassio e subnitrato de bismuto) Wagner ou Bouchardat
(solugao de iodo e iodeto de potassio, Bertrand (solugcao de acido silico-tungstico) e
Hager (solugdo saturada de acido picrico). Na presenca desses reagentes, 0s
alcaldides formam precipitados amorfos ou cristalinos, de coloracao variavel, do branco
ao marrom-alaranjado (Henriques et al., 2007). Os resultados obtidos demonstraram a

nao formacao de precipitados, indicando auséncia de alcaldides.
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Embora fosse esperado encontrar alcaléides na floracao, visto o relato de sua
presenca em briozoarios, sua auséncia talvez possa ser justificada pela proporcao de
cada organismo que a compdem. A arribada utilizada para a obtencao dos extratos €
composta por quatro organismos pertencentes a filos e géneros diferentes em
propor¢cdes desconhecidas até o momento, portanto é possivel que a proporcado de
briozoérios seja infima perante as diatomaceas, acarretando em um extrato com baixa
concentracao de alcal6ides. Além disso, deve-se ressaltar que a técnica utilizada néo
apresenta sensibilidade para baixas concentracdes, sendo indicado a utilizagdo de

técnicas mais refinadas para comprovar auséncia destes compostos.

Os ensaios para saponinas, taninos e quinonas apresentaram resultados
negativos, visto a nao formacao de espuma, auséncia de turvacdo e auséncia de
coloracao, respectivamente. Nao ha dados na literatura que relatem a presenca deste
tipo de compostos nas espécies presentes na arribada.

Todas as placas, eluidas nos diferentes sistemas eluentes (a) diclorometano
(100); (b) diclorometano:metanol (99:1, v/v), (c) hexano:diclorometano (1:1, v/v) e (d)
acetato de etila:metanol:agua destilada (100:13,5:10, v/v/v), foram observadas sob luz
UV em 254 e 365 nm antes da aspersao do agente revelador. O perfil cromatografico
do ESC nos sistemas eluentes (a), (b) e (c) demonstrou a presenca de uma mancha de
coloracao azul fluorescente, quando observado sob luz UV 365 nm. ApGs aspersao do
reagente cromogénico anisaldeido, seguido de aquecimento observou-se o
aparecimento de trés manchas com coloracdo marrom nas cromatoplacas submetidas
aos eluente (a) e (b), enquanto no eluente (c) foi observada uma unica mancha no
ponto de aplicagdo. As manchas apresentaram pequenas diferencas de Rf entre os
sistemas (a) e (b), sendo o segundo mais polar, consequientemente resultando em Rf
maiores. O anisaldeido € um reagente universal para deteccao de uma ampla gama de
produtos naturais e sintéticos, que produz manchas de coloracao variada conforme o
tipo de substancia, temperatura de tempo de aquecimento. Em nosso resultado todas

as manchas apresentaram a mesma coloragao.
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O EM foi submetido a eluicdo no sistema cromatografico (d) acetato de
etila:metanol:agua destilada (100:13,5:10, v/v/v), seguido de aspersdao com reagente
Natural e observagao sob luz UV. Foram observadas manchas de coloracao vermelho-
fluorescente sob comprimento de onda de 365 nm, antes e apds a aspersao do reativo.
Na literatura encontra-se uma ampla gama de sistemas cromatogréaficos que podem ser
utilizados na detecgdo de flavondides. De modo geral os sistemas apresentam alta
polaridade, pois possuem agua em sua composi¢cdo, e a deteccdo das manchas
mostra-se com coloragao variada conforme o tipo de estrutura quimica das substancias
presentes. De modo geral, flavonas que possuem OH na posi¢cdo 4’ mostram cor verde
fluorescente, e flavonéis com OH em C-3, aparecem na cor castanho-esverdeada. Tons
amarelo e laranja, respectivamente, sugerem a presenca de hidroxilas nas posi¢oes 3’
e 4 em flavonas e flavonois (Brasseur e Angenot, 1986). Nossos resultados
demonstraram que o EM nao possui flavonoides, pois nenhuma mancha caracteristica
desta classe de compostos foi visualizada. Este dado corrobora o dado preliminar no
screening quimico no qual ndo houve desenvolvimento de coloragdo frente a reagao
com magnésio em meio &cido. Os flavondides compdéem uma ampla classe de
substancias de origem natural, cuja biossintese ndo ocorre na espécie humana (LOPES
et al., 2000). E um grande grupo da classe dos polifendis e esta presente em diversas
espécies do reino vegetal. Os flavondides ocorrem como agliconas, glicosideos e
derivados metilados (Tapas et al., 2008) e dividem-se em flavondis, flavonas,
flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas, diidroflavondis e chalconas (Cook e
Samman, 1996). Entre os farmacos existentes, hd um numero enorme de compostos
contendo esqueleto relacionado com flavondides (Kinoshita et al., 2005). Embora seja
um grupo fortemente presente em plantas, os flavonoides ndo foram descritos até o

momento para 0 ambiente marinho.

Os resultados obtidos através do método de Folin-Ciocalteau para a
quantificacdo de compostos fendlicos presentes no extrato metandlico estao
apresentados na tabela abaixo (tabela 2). Os valores correspondem a uma média de
duplicatas obtidas com base na curva padrdo de quercetina e estdo expressos em
equivalente de miligramas de quercetina por grama de extrato seco (EQ/g). A curva



24
padrao (y = 0,1481x - 0,0379) mostrou-se linear na faixa de concentragdo empregada

apresentando coeficiente de determinagéo R? = 0,9986.

Tabela 2: Teor de compostos fendlicos totais expressos em equivalente de miligramas de quercetina por

grama de extrato seco.

Teor de compostos
fenodlicos em
quercetina (EQ/g)
200 0,298 2,268 11,34
400 0,555 4,003 10,01

Concentracao na

Volume amostra (ul) Absorbancia amostra amostra (ug/ml)

Duas aliquotas da amostra (200 e 400 pl) foram submetidas a reagcao com Folin-
Ciocalteau. Durante inspecao visual, observou-se a formacao de coloracdo azulada na
solugdo em tonalidade crescente, indicando maior concentracdo de compostos
fendlicos na aliquota de maior volume. Os dados de absorbancia refletiram o
observado, nos quais os valores obtidos, em termos de absorbéancia e concentragcao de

compostos fendlicos em (ug/ml), foram quase duplicados.

Os polifendis apresentam uma grande diversidade estrutural, possuindo pelo
menos um anel aromético no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por um
grupamento hidroxila (Carvalho et al., 2007). Sao amplamente distribuidos no reino
vegetal, podendo estar presente em amplas concentracées em determinados géneros e
espécies (Harborne, 1998), porém raramente encontrados em bactérias, fungos e algas
(Carvalho et al., 2007). Podem ser classificados segundo seu esqueleto principal, ou
conforme sua ocorréncia no reino vegetal, como derivados de acidos benzdicos e de
acidos cinamicos, cumarinas, flavonoides, e derivados de polimerizagdao (taninos e
ligninas). Através do método de Folin-Ciocalteau foi demonstrado a presenca de
compostos fendlicos no EM, porém outros procedimentos sdo necessarios para tentar
determinar quais compostos estdo presentes, pois esta técnica permite somente
determinar uma estimativa do teor de polifendis, visto que diferentes compostos
fendlicos apresentam diferentes respostas de reagdo (Singleton e Rossi, 1965). A
resposta molar deste método € aproximadamente proporcional ao numero de

grupamentos hidroxila presentes na amostra, mas a capacidade redutora é aumentada
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quando duas hidroxilas fendlicas encontram-se em orientagdo orto ou para na molécula
(Frankel et al., 1995).

Nas ultimas décadas, houve um crescente aumento na utilizacdo de extratos
fitoterapicos como auxiliar no tratamento de infec¢des orais devido a suas propriedades
antimicrobianas e antiinflamatérias (Molina et al., 2008). Na presente trabalho, o extrato
metandlico obtido da arribada apresentou importante atividade fungistatica para as
cepas de C. albicans avaliadas.

Das 6 cepas de Candida testadas, a leitura do screening em 24 horas mostrou
atividade fungistatica para ambos os extratos testados (EFS e EM) contra as cepas C.
albicans e C. parapsilosis, demonstrado pelo pouco crescimento em comparagao ao
controle positivo. Apés 48 horas foi realizada nova leitura, onde pode ser constatada a
precipitacao dos extratos, impedindo que pudesse ser feita comparacao visual com os
controles. Estes resultados conduziram a execucdo do ensaio para Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), para verificar qual a minima concentragao do extrato € capaz de

inibir cada uma das duas espécies sensiveis no screening.

Para a execucao do CIM optou-se pelo uso apenas do extrato por maceragao,
pois a quantidade de extrato obtido por fluido supercritico ndo era suficiente. Foram
testadas 5 cepas de C. albicans (CAL 02, CAL 17, ATCC 24433, ATCC 10231) e 5
cepas de C. parapsilosis (3D 02, 3D 03, RL 07, RL 20, CP 06). Apds incubacao a 32 °C,
a leitura em 24 horas mostrou que o extrato teve efeito sobre 4 cepas, diminuindo seu
crescimento em relagdo ao controle positivo para ATCC18804; CAL04; ATCC24433 e
ATCC10231, conforme representado na tabela 3. Esta reducdo de crescimento
demonstra que o extrato metandlico obtido da arribada apresentou efeito fungistatico
para cepas de C. albicans, sendo que a CIM foi de, no minimo, 125 ug/ml para 50% das
cepas avaliadas. Na cepa BD 02 houve crescimento maior da levedura em relagdo ao
controle positivo, que pode caracterizar um efeito paradoxal (ndo inibe crescimento em
concentragdes muito altas). Os resultados mostram que o extrato tem acao seletiva

contra Candida albicans. A auséncia de resposta frente a Candida parapsilosis elimina
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a possilidade de avaliar-se a acao do extrato como antibiofilme, visto que dentre as
espécies estudadas, esta apresenta maior capacidade formadora de biofilmes (Kuhn,
2004) especialmente presentes em cateteres de uso hospitalar (Wong, 2000) e
representam fonte importante de contaminacdo. C. parapsilosis é cada vez mais
responsavel por surtos de infecgdes hospitalares, e as maos dos profissionais de saude
pode ser a fonte predominante de contaminagéo ambiental (Lupetti et al, 2002).

Tabela 3: Concentracao Inibitéria Minima 50 e 90 para as 10 cepas testadas.

Espécies Cepas CiM CIM 50 CIM 90

CAL 02 62,5
CAL 17 >500

Candida albicans ATCC 24433 62,4 125 500
ATCC 10231 500
ATCC 18804 125
3D 02 >500
3D 03 >500

Candida parapsilosis RL 07 >500 >500 >500
RL 20 >500
CP 06 >500

O desenho esquematico representado na figura 2 apresenta o perfil das colbénias
formadas pelas cepas de C. albicans (cepa 1 e cepa 3) e cepas C. parapsilosis (cepa
2). As cepas de C. parapsilosis ndao foram inibidas nas concentragdes testadas
apresentando crescimento muito semelhante ao controle positivo, como pode ser
observado no esquema da cepa 2. Das 5 cepas de C. albicans testadas, 3

apresentaram perfil semelhante ao das cepas 1 e 3 ilustradas na figura 2.
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Figura 2: Desenho esquematico de uma placa de 96 pocos representando o perfil de crescimento das

cepas quando comparado com CM (apenas meio de cultura), C (controle negativo = cepa + meio de

cultura + agente antifiingico padrao) e C* (controle positivo = meio de cultura + cepa).

Por tratar-se de uma associacao de briozoarios e diatomaceas, nao ha nenhum
dado na literatura que avalie a atividade antifungica para um extrato semelhante ao
estudado no presente trabalho. De acordo com ensaios realizados por outros
pesquisadores para outras espécies de briozodrios e algas, ja foi relatada atividade
antifungica em extratos isolados. Nao é possivel atribuir aos compostos fendlicos
dosados em quercetina a atividade fungistatica encontrada. Sao necessérios mais
dados quimicos para que se possa iniciar uma discussao relacionando a estrutura
quimica dos componentes com a atividade do extrato. Seria interessante verificar a
presenca de polissacarideos e esterdis que possam ser provenientes das diatomaceas,
ja que em outros trabalhos foram descritas atividades relacionadas a estes compostos
(Borowitzka, 1999; Giner e Wikfors, 2011; Kim e Van Ta, 2011). A busca de novas
substancias com atividade farmacolégica, a partir de fontes naturais tém mostrado
dados interessantes frente a leveduras do género Candida. Inumeros estudos vém
sendo realizados (Alves, 2000; Hammer et al., 2000; Navas et al., 2006; Carreto, 2007;
Menezes et al., 2009; Rodrigues et al., 2009; Lubian et al., 2010) mostrando a grande
demanda por novas fontes de obtencdo de compostos com atividade antifingica,
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especialmente a partir de extratos naturais. Almeida e colaboradores (2011) fizeram
uma revisdo do potencial farmacoldgico de espécies da alga marinha do género
Gracilaria e encontraram atividade contra Candida albicans do extrato metandlico de G.
debilis, G. domingensis e G. sjoestedii. Em estudo com duas espécies de algas e nove
espécies de esponjas coletadas na costa da india, extratos metandlicos das algas
Sigmadocia carnosa e Chrotella australiensis apresentaram fraca atividade e boa
atividade, respectivamente, frente a cepas clinicas de Candida albicans (Rodrigues et
al., 2004). Avaliando a CIM de extratos obtidos das algas Padina pavonica, Rhodomela
confervoides e Ulva lactuca, pesquisadores demonstraram atividade frente a Candida
albicans (Saidani et al., 2012). Extratos da alga vermelha, Laurencia papillosa, também
mostraram significante atividade antifungica contra Candida albicans (Alarif et al., 2011).
Khaled e colaboradores (2012) investigaram atividade antifiungica e antioxidante de
extratos de Padina pavonica e Sargassum vulgare frente C. albicans, C. glabrata, C.
krusei, C. tropicalis. O extrato da alga Padina pavonica mostrou atividade significante
contra C. glabrata e C. krusei. Algas obtidas da praia Riacho Doce, Alagoas (Brasil)
foram avaliadas quanto a atividade antifungica utilizando-se diferentes extratos frente a
fungos dermatofitos Trichophyton rubrum, T. tonsurans, T. mentagrophytes,
Microsporum canis, M. gypseum e leveduras Candida albicans, C. krusei, C.
guilliermondi and C. parapsilosis. Os extratos mais apolares, principalmente o etandlico
mostraram a melhor taxa de inibicdo para o crescimento de fungos (Guedes et al.,
2012). Conforme demonstrado, pode-se verificar que o ambiente marinho € uma fonte
potencial para busca de novos compostos capazes de inibir o crescimento de leveduras
oportunistas. Os ensaios in vitro tém revelado que extratos obtidos de diferentes
espécies apresentam atividade antifungica potencial, no entanto ensaios de toxicidade
e experimentos in vivo devem ser realizados antes que se possa projetar uso clinico

destas substancias.
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5. Conclusoes

Os métodos de extragado utilizados, extracao por fluido supercritico e extracao
por maceracao em banho de ultrassom foram adequados para extracao de produtos do
material biol6gico composto pela associacao de briozoarios (Membraniporopsis tubigera
(Osburn), Electra bellula (Hincks)) e diatomaceas (Amphitetras antediluviana Ehrenberg
e Biddulphia biddulphiana (Smith)).

O screening quimico realizado para presenca de alcaldides, flavondides,
saponinas, taninos e quinonas apresentou indicativos de auséncias destas classes de
substancias no extrato metandlico, pois todas as reacbes mostraram resultados

negativos.

Os diferentes sistemas cromatograficos utilizados para a andlise dos extratos
obtidos pelos métodos de extracdo empregados, permitiram a visualizagdo de manchas
em ambos extratos. O extrato obtido por fluido supercritico mostrou a presenga de uma
mancha de coloragado azul fluorescente, sob visualizagdo de luz ultravioleta, e trés
manchas de coloracdo marrom, apos aspersao do revelador. O extrato metandlico foi
submetido a sistema cromatografico especifico para determinacdo de flavondides.
Foram observadas manchas de coloragdo vermelha antes e depois da aspersdo do
agente revelador, porém esta coloracdo ndo € comum para flavondides, indicando a

presenca de produtos diferentes.

Foi possivel determinar a presenga de compostos fendlicos no extrato metandlico
através do método espectrofotométrico aplicado. O teor de compostos fendlicos totais
obtidos foi de 10,68 mg de quercetina/grama de extrato seco.

O extrato metandlico a obtido através da extragdo por maceracdao em banho de
ultrassom apresentou atividade fungistatica seletiva frente as cepas de Candida
albicans com CIM 50 de 125 pg/ml, no entanto, ndo apresentou atividade frente as
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outras espécies C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis, indicando que nao
pode ser utilizado como antibiofilme.

Perspectivas:

e Obtencao de maior quantidade de amostra do material marinho para realizacao
de outros ensaios que complementem a o screening quimico, verificando
principalmente a presenga de esterdis e polissacarideos;

e Determinar qual ou quais sdo os compostos fendlicos presentes no material;

e Testar atividade do extrato frente a fungos filamentosos.
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