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RESUMO

Nos ultimos tempos, 0s microrganismos vém apresentando resisténcia aos antibioticos
sintéticos 0 que mostram que é de extrema importancia a busca por novas fontes de

compostos naturais com propriedades antimicrobianas.

Dentro das macroalgas as Phaeophyceae, macroalgas castanhas, tém vindo a demonstrar ter
metabdlitos como por exemplo os polissacarideos, os florotaninos, os carotendides e 0s
ester6is com grande interesse param a industria farmacéutica. Os metabolitos das macroalgas
castanhas possuem varias atividades farmacologicas, tais como atividade antioxidante, anti-
tumoral, antiflngica, antiviralica ou antibacteriana entre outras, 0 que pode constituir uma

mais-valia no desenvolvimento de novos farmacos..

O presente estudo teve como objectivo avaliar o potencial antimicrobiano da macroalga
castanha Padina boryana coletada na ilha de Nhaca, baia de Maputo em Mogambique, bem
como identificar compostos bioativos presentes na macroalga. As amostras foram lavadas,
secas e trituradas. O po seco foi extraido com recurso a diferentes solvente (acetona, hexano e
metanol) aplicando a técnicade maceracdo. Para avalicdo da atividade antimicrobiana dos
diferentes extratos da macroalga castanha foi usado o método de disco-difusdo em placas de
agar Mueller-Hinton e Sabouraud frente a duas estirpes de microrganismos patogénicos ao
Homem. Com base nos resultados, foi possivel observar que os trés extratos da macroalga
castanha apresentaram potencial antimicrobiano sobre o crescimento de P. aeruginosa e C.

albicans, com formagédo de halos de inibig&o variando entre 12 a 35.8 mm de didmetro.

A composicdo fitoquimica foi analisada usando o GC-MS (Espectrometria de massa por
cromatografia em fase gasosa) e identificado com base na biblioteca espectral de massa NIST.
Foram identificados 27 fitocompostos, sendo que foram comuns para 0s trés extratos, o
Stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol, (3.beta.,24Z)- e para os extratos com acetona e metanol, 2-
Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-;  3,7,11,15-Tetramethyl-2- hexadecen-1-ol; n-
Hexadecanoic acid; 6 Hydroxy-4,4,7a-trimethyl-5,6,7,7atetrahydrobenzofuran-2(4H)-one;
Phytol e Stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol, (3.beta.,24Z)- Os resultados do presente trabalho da
macroalga Padina boryana a torna alvo de novos estudos para a descoberta de compostos

bioativos com propriedades antimicrobianas.

Palavras-chave: Macroalgas, Padina boryana, compostos bioativos, atividade

antimicrobiana.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da histéria, a humanidade tem sido vitima de pandemias e epidemias como colera,
peste, febre tifoide, tuberculose e outras doencas infecciosas provocadas por virus, fungos e
bactérias. A descoberta e 0 desenvolvimento dos antibidticos no inicio do século XX, mudou
drasticamente esse cenario melhorando a salde e o bem-estar da populagéo (Ferreira, 2020), no
entanto, as doencas infecciosas, desenvolveram mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
(Baptista et al., 2013).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Salde (OPAS) a resisténcia antimicrobiana ocorre
quando um microrganismo, exposto a antimicrobianos, sofre alteragdes tornando o0s
medicamentos ineficazes contra 0 mesmo, aumentando o risco de propagagédo a outras pessoas,

representando entdo uma crescente ameaca a saude publica (OPAS, 2022).

Nos ultimos anos, a resisténcia antimicrobiana, vem gerando ameaca para o0 tratamento de
doencas infecciosas (Machado et al.,, 2021). As infeccBes por organismos resistentes
apresentam taxas de morbidade e mortalidade mais altas, sdo onerosos, resultam em
internacdes hospitalares mais longas e representam uma carga maior para os sistemas de salde
do que as infeccBes causadas por organismos suscetiveis (Alefan, 2016). O uso indevido de
antibidticos contribui para o crescente aumento de bactérias resistentes, e consequentemente
causando uma problematica que fragiliza a satde publica, assim como 0 uso sem prescricdo

médica (Loureiro et al., 2016).

Com os recentes avangos tecnoldgicos e cientificos, muitos produtos naturais estdo a ser
descobertos e usados como ponto de partida para o desenvolvimento de novos medicamentos
(Fang et al., 2020). O conhecimento empirico sobre a utilizacdo de compostos de origem
natural tem despertado o interesse da comunidade cientifica que, cada vez mais, reconhece 0s
produtos naturais como uma fonte importante de novas moléculas que possam inspirar 0

desenvolvimento de medicamentos inovadores (Fang et al., 2020).

As algas sdo fonte de fitoquimicos biologicamente ativos e muitos desses compostos foram
reconhecidos por possuirem atividade bioldgica benéfica para a saude humana e animal (Cabral
et al., 2011). Esses compostos desempenham diferentes papéis, como atividade antioxidante,
estimulacgdo do sistema imune, equilibrio do nivel hormonal e atividade antimicrobiana (Castro,
2015).




A biotecnologia das algas pode ser desenvolvida para diversas aplicacbes em diferentes
bioprodutos, dentre os quais producdo de combustiveis, fa&rmacos, cosméticos e suplementos
alimentares, que consistem em produtos de valor agregado e que podem ser produzidos em
pequena e média escala, principalmente na China, no Japdo e nos Estados Unidos (Brasil e
Garcia, 2016). A industria farmacéutica tem valorizado tais produtos, uma vez que estes
apresentam diferentes funcbes biologicas, promissores alvos terapéuticos e potencial

farmacoldgico (Mayer, 2010).

Estudos sobre o potencial antimicrobiano de uma grande variedade de macroalgas
demonstraram que a capacidade de sintese de compostos antimicrobianos ndo se restringe a
apenas um grupo de algas (Hellio et al., 2000; Del Val et al., 2001). Segundo Bansemir et al.
(2006), os extratos de 26 espécies de algas, usando solventes organicos com diferentes
polaridades, nomeadamente o (diclorometano, metanol e hexano), demonstraram ser uma fonte
promissora de compostos biologicamente ativos, podendo ser utilizados no tratamento
profilatico e terapéutico de doencgas infecciosas e para o desenvovlvimento de novos

antibioticos.

As espécies do Género Sargassum, por exemplo, contém polissacarideos biologicamente ativos
a base de fucoidana que possuem atividade antitumoral, antimicrobiana e antiviral (Huynh et
al., 2011).

Existem varios métodos que podem testar extratos de vegetais, tais como, método de difusao
em &gar, microdiluicdo e macrodiluicdo (Barbosa-Filho et al, 2007) no presente trabalho foi

utilizado o método de difusdo.

Apesar da existéncia de pesquisas nesta area, ainda existem poucas informacGes sobre
biomoléculas de algas como base para a producdo de medicamentos (Silva, 2017). Parece
evidente e crescente o interesse nas algas como fonte de produtos biotecnoldgicos variados.
Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo investigar o poténcial antimicrobiano de
diferentes extratos da macroalga castanha Padina boryana como base para o desenvolvimento
de novos farmacos, ao pesquisar a acdo inibitoria destes extratos sobre microrganismos

(bactérias e fungos) patégenos ao Homem.
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1.1. Problema

A resisténcia aos antimicrobianos € uma ameaca crescente a saude publica a nivel global

tendo forte impacto na saude humana quer na salde animal, assim como um impacto
economico nas sociedades atuais. O uso indiscriminado de antimicrobianos é o principal fator
de resisténcia microbiana, assim como o uso de antimicrobianos sem exame de cultura e teste
de sensibilidade. Esses dois fatores sdo os principais no desencadeamento de patdgenos de
multirresistentes em ambientes hospitalares, onde os farmacos exercem presséo seletiva sob
as cepas resistentes. Tem que se levar em conta, o fator socioecondémico, onde o0 paciente
muitas vezes ndo possui acesso aos antimicrobianos corretos e se recusam a procurar um

atendimento médico, utilizando outros (Da Costa, 2017).

As infe¢bes antimicrobianas registados nos hospitais em pacientes imunocomprometidos,
principalmente quando se trata de microrganismos oportunistas, como o fungo C. albicans.
No entanto, ela faz parte da microbiana do corpo humano, mostrando-se patogeno quando o
sistema imunolégico do paciente esta em declinio, podendo causar infegdes conhecidas como

candidiase ou candidose (Silva et al., 2015).

A Pseudomonas aeruginosa ¢ amplamente reconhecida como uma espécie de referéncia para
estudos sobre a formacdo de biofilmes, pois coloniza eficientemente diferentes superficies,
tais como superficie de plantas, animais e pele humana, também pode ser encontrada em
ambiente hospitalar, como em pias, tubos, equipamentos respiratorios e endoscépios
(Fuentefria, et al., 2008) causando infecdes cronicas dificeis de erradicar. Trata-se de uma
bactéria gram-negativa, patogénica para 0os humanos, oportunista, que causa doenga grave,
principalmente em pacientes com fibrose quistica (Brindhadevi et al., 2020).

Microrganismos como Pseudomonas aeruginosa e C. albicans sdo apontados como um dos
principais promotores de infeccBes resistentes aos antibioticos (Bioemfoco, 2019; Mendes et
al., 2020; Santos Jr et al., 2005). A existéncia desse tipo de microrganismos suscita a
necessidade do desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes (Da Silva e Nogueira,
2021).

Portanto, tornou-se relevante para este estudo responder a seguinte questdo: Terdo o0s
diferentes extratos da macroalga castanhas Padina boryana potencial antimicrobiano

contra (Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans)?




1.2. Justificativa

As macroalgas séo organismos marinhos muito abundantes, usadas desde os tempos remotos
na alimentacdo humana (especialmente em paises asiaticos), como fertilizantes naturais e,

empiricamente, no tratamento de algumas patologias (Pereira, 2018b).

Os compostos bioativos de algas tém apresentado importante notoriedade na prospecgdo de
novas drogas de origem marinha, frente & diversidade estrutural quimica apresentada por
esses organismos. A resisténcia dos microrganismos patogénicos a antibidticos
comercialmente conhecidos, instiga a pesquisa por novos farmacos (Amorim et al., 2012).
Além dessas, outras atividades como accdo antiinflamatoria, citotdxica, imunossupressora e
anti-helmintica foram descritas para metabolitos secundarios isolados de algas. (Machado et
al., 2010; Mayer et al., 2010; Pereira, 2012).

Vérios estudos de caracterizacdo quimica identificaram a presenca de diversas moléculas em
P. boryana, entre os quais monoterpenos halogenados e &cidos gordos polihalogenados.
Atualmente, sabe-se que P. boryana possui um elevado potencial perspetivando-se que o seu
potencial bioativo pode alastrar-se a outras atividades como antiinflamatéria, antimicrobiano,
citotoxica, imunossupressora e anti-helmintica (Machado et al., 2010; Mayer et al., 2010;
Pereira, 2012). A substituicdo parcial ou até mesmo total de quimioterapicos sintéticos por
substancias naturais biologicamente ativas frente a microrganismos patogénicos mostram-se
relevantes e com grande potencial. De facto, as macroalgas destacam-se nesse contexto por
possuirem compostos bioativos com potencial terapico promissor frente as enfermidades que

acometem ao Homem.

——
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1.3. Objectivos
1.3.1. Objectivo geral:

»  Avaliar a actividade antimicrobiana dos extratos (acetona, hexano e metanol) da
macroalga castanha Padina boryana frente as estirpes bacterianas Pseudomonas

aeruginosa e fungicas Candida albicans.

1.3.2. Objetivos especificos:
» Determinar a acéo inibitoria dos diferentes extratos da macroalga castanha Padina

boryana frente aos microrganismos Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans;

» Comparar a atividade antimicrobiana dos extratos da macroalga Padina boryana nos
diferentes solventes (acetona, hexano e metanol), através do método de Kirby-Bauer;

> Determinar qualitativamente a composicdo fitoquimica dos extratos da macroalgas
P. boryana.

——
o
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1.4. Hipoteses

Nula: Os extratos da macroalga castanha Padina boryana ndo apresentam atividade

antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.

Alternativa: Os extratos da macroalga castanha Padina boryana apresentam atividade

antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa e Candida albicanes.




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Macroalgas marinhas
O termo alga é utilizado para diferentes organismos que, em fungdo da sua dimensdo, sdo
classificados em micro ou macroalgas. As microalgas sdo organismos fotossintetizantes e
microscopicos que vivem em suspensdo na agua (Valentin, 2010). As macroalgas sao seres
multicelulares com 6rgédos diferenciados, sendo encontradas habitualmente nas costas

rochosas, quer em agua doce, quer em agua salgada (Mayer, 2010).

As macroalgas marinhas apresentam grande diversidade de tamanho, cor e forma, podendo
encontrar-se como crostas na superficie das rochas, apresentando alguns milimetros de
comprimento, ou em zonas euféticas, isto &, zonas com maior profundidade (normalmente até
200 m), onde o limite inferior de penetracdo da luz € eficaz para a realizacdo da fotossintese.
As macroalgas sdo organismos bentonicas, uma vez que se encontram fixas a sedimentos
(normalmente rochosos) e podem apresentar tamanhos gigantes (superiores a 50 metros),
formando florestas aquaticas em algumas regides (Pal et al, 2014; Pereira, 2010).

As macroalgas apresentam coloracdes extremamente variadas, que se devem a combinacéo
de diferentes pigmentos fotossintéticos presentes nas suas células e que estdo na base da sua

classificagdo em algas verdes, vermelhas e castanhas (Zerrifi et al., 2018).

A nivel celular, as algas diferem na sua estrutura e pigmentacgdo fotossintética. De acordo com
as diferentes pigmentacdes, as macroalgas sao divididas em trés filos principais: Chlorophyta,
Rhodophyta e Phaeophyta. As Chlorophytas ou algas verdes caracterizam-se pela
predominéncia de dois pigmentos fotossintéticos, a clorofila a e b. As algas vermelhas ou
Rhodophytas apresentam em abundancia pigmentos do tipo ficoeritrina e ficocianina. Por fim,
as algas castanhas ou Phaeophytas caracterizam-se pela predominancia dos pigmentos
xantofila e fucoxantina, que mascaram as clorofilas a e c, conferindo-lhes uma tonalidade
escura (Zerrifi et al., 2018).

Segundo a base de dados AlgaeBase (Guiry & Guiry 2012), atualmente existem cerca de 37
812 espécies de algas, pertencentes ao dominio Eukaryota, sendo as Phaeophyceae cerca de 1
861, as Chlorophyta 5 812, as Rhodophyta 6 570, pertencendo as restantes a outros filos e

classes.
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2.2. Algas do Filo Phaeophyta

As algas castanhas constituem a maior classe com até 1861 espécies (Guiry & Guiry 2012) e

variam em estruturas filamentosas microscopicas a gigantescos (kelps) de muitos metros de
comprimentos, com 0rgaos, tecidos e especializacao celular significativos (Ghaham e Wilcox,
2000; Lee 2008). Este grupo de macroalgas sdo provavelmente as mais investigadas, pois
essas espéecies contém um grupo especial de compostos fendlicos biologicamente ativos
chamados florotaninos. Os compostos fenolicos presentes nas espécies de algas castanhas sdo
derivados de unidades de floroglucinol polimerizadas através da via do acetato/polimalonato
(Mekini¢ et al, 2021).

As algas castanhas sdo bentonicas e habitam quase que exclusivamente o ambiente marinho.
Somente 6 espécies em 5 Géneros vivem em agua doce. A maioria das Phaeophyceascresce
na faixa interdital e na regido litoranea superior (Guerra et al., 2011; Silva, 2010).

Morfologicamente, algumas algas castanhas apresentam talos mais simples, filamentos,
unisseriados e ramificados com poucos milimetros a alguns centimetros. Porém, a grande
maioria das Phaeophyceas possui talo verdadeiramente parenquimatoso com grandes variaces
na forma e tamanho (Guerra et al., 2011). O tipo de reproducdo mais comum destas algas é a

sexual, e varios tipos de ciclos de vida sdo registrados (Ghaham e Wilcox, 2000).

2.2.1. Padina boryana

A espécie P. boryana pertence ao filo Phaeophyta e € uma alga com camada calcificada
branca na superficie superior, geralmente com até 5cm de altura, compostas por laminas
eretas, enroladas, em forma de funil, castanho-claro com uma camada branca calcificada na
superficie dorsal (Mayer, 2010). A margem da lamina distintamente enrolada, lamina com cerca de
2 cm de didametro, apresentam estipe com 0,5 cm de comprimento, fibroso. Lamina com cerca de 50 pm
de espessura no apice, cerca de 190 um de espessura perto da base; Lamina de duas camadas de células
acima, trés abaixo; células dorsais cerca de duas vezes mais longas que as células ventrais. Soros
esporangios nascidos na superficie ventral em anéis concéntricos logo acima das faixas capilares, quatro
esporos por esporangio, indusio visivel apenas nas laminas jovens, gametdfitos ndo vistos (Figural)
(De Clerck et al., 2005).
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Figura 1: Espécie em estudo: Padina boryana (Fonte: De Clerck et al., 2005)

A espécie P. boryana habita de forma epilitica, tipicamente em saliéncias rochosas onde
existe alguma areia, desde a zona eulitoral média até a zona sublitoral rasa. Distribuida desde
The Haven (cerca de 150 km a oeste de Port St Johns) até ao norte de Kwazulu-Natal.
Distribuicdo mundial: Mogambique, Tanzénia, Quénia e mundialmente em localidades

tropicais e temperadas quentes (Guiry & Guiry 2012).

2.3. Principais metabolitos secundarios
Os compostos quimicos resultantes dos metabolismos secundario, geralmente sédo produzidos
em resposta & mudangas adversas no ambiente (temperatura, umidade, pressao etc.) e através
de mecanismos de defesa contra herbivoria e incrustagdo, ou seja, a producdo de tais
compostos € intrinseca a fisiologia dos organismos (Gressler, 2010).

O forte perfil bioativo observado em estudos recentes sugerem que alguns metabolitos de
algas podem ser futuramente utilizados como farmacos ou como proto6tipos de novos agentes
antitumorais e antibacterianos (Machado et al., 2010). As algas castanhas produzem uma
grande variedade de metabdlitos secundarios (cerca de 44% entre todos os filos) com diferentes
tipos de funcionalidades. A estes metabolitos encontram-se associados grandes potencias

bioldgicos (Ortalo-Magne et al., 2005).

As macroalgas castanhas sdo quimicamente compostas por polissacarideos, proteinas,
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compostos fendlicos, acidos gordos polinsaturados, peptideos, vitaminas e terpenos. Dos

citados, os mais extensivamente investigados e explorados incluem polissacarideos sulfatados,

terpenos e compostos fendlicos (Da Silva, 2014).

2.3.1. Polissacarideos
Os polissacarideos representam uma vasta classe estrutural de macromoléculas bioldgicas
compostas por polimeros de monossacarideos ligados por ligacGes glicosidicas. Estes
compostos possuem uma grande diversidade estrutural que se justifica ndo sé pela existéncia
de diferentes monossacarideos e seus derivados — por exemplo &cido urénico, mas também
pela possibilidade destes se ligarem uns aos outros em diferentes posicées (Kang et al.,
2015).

Estas macromoléculas possuem potencial como moduladores imunoldgicos e
anticancerigenos. Nas macroalgas castanhas, encontram-se essencialmente ao nivel da parede
celular sendo essenciais para a manutencdo do equilibrio i6nico das células e a sua
composicdo pode variar, com a estacdo do ano, idade, espécie e localizacdo geogréfica. Nas
algas os polissacarideos, constituem uma reserva alimentar, e proporcionam robustez e
flexibilidade as mesmas, permitindo-lhes resistir a forca da ondulacdo (Gupta e Abu-
Ghannam, 2011).

Nas macroalgas castanhas os polissacarideos encontram-se presentes em grande quantidade,
constituindo, cerca de 76% do seu peso seco (percentagem muito superior a quantidade
encontrada nas restantes macroalgas vermelhas e verdes de apenas 10-30% do seu peso seco)
(Charoensiddhi et al., 2017; Rodrigues et al., 2015). De entre os polissacarideos, destacam-se
os alginatos, as laminarinas e os fucoidanos. Estes compostos sdo descritos como detentores
de diversas atividades biologicas dentre elas antibacteriano, anti-inflamatério, antioxidante,
entre outros (DaCruz, 2018) e antiviral (Ningsih et al., 2020).

2.3.2. Terpenos
Os terpenos pertencem a classe de metabolitos secundarios lipofilicos produzidos por
diferentes tipos de organismos, como plantas e algas. Estruturalmente constituidos por

unidades de isopreno (CsHg), de estrutura muito diversa (Da Silva, 2014).

Os carotenoides pertencem a grupo de terpenos presentes em elevada quantidade nas
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macroalgas castanhas. Elas desempenham um papel esséncial no sistema fotossintetico,

principalmente no centro de reaccdo dos fotossistemas (Oliveira, 2015).

Os terpenos presentes em macroalgas castanhas, de modo geral, tém demonstrado potencial
biolégico promissor, incluindo anticancer, antioxidante, anti-inflamatério, atividades

antimicrobianas entre outros (Barbosa, 2014).

2.3.3. Compostos fendlicos
Os compostos fenolicos sdo compostos monomeéricos, oligoméricos ou poliméricos com um
anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxilo ligados ao anel e incluem os fendis
simples, cumarinas, flavonoides, taninos hidrolisaveis e condensados e florotaninos entre
outros (Balboa et al., 2013).

Destes compostos fendlicos mencionados os mais relevantes sdo os florotaninos uma vez que
sdo metabolitos secundarios caracteristicos e exclusivos das macroalgas castanhas (Balboa et
al., 2013) eles podem constituir até 14% da biomassa de algas marinhas secas. Os florotaninos
sdo componentes altamente hidrofilicos formados pela polimerizacdo de unidades

monomeéricas de floroglucinol (1,3,5-tridroxibenzeno) (Charoensiddhi et al., 2017).

As algas castanhas produzem estes compostos para se protegerem a si mesmas contra
herbivoros e em condicfes de estresse, minimizando o dano oxidativo causado pela falta de
nutrientes e alta radiacdo solar principalmente. Estes compostos sdo atualmente muito
estudados devido ao seu potencial uso nas areas da medicina e farmécia devido as suas
propriedades anti-hipertensoras, anticancerigenas, anti-inflamatdrias, antialérgicas e
antidiabéticas (Barbosa et al., 2014). Por outro lado, apresentam também capacidade de inibir
a sintese de melanina, sendo promissores agentes clareadores em cosmética (Balboa et al.,
2013).

2.4.  Microrganismos patogénicos ao Homem
Entende-se por microbiota uma populagdo de organismos microscopios (virus, bactérias,

fungos, e protozoarios) que habitam um ecossistema. Esse ecossistema microbiano exerce
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papel fundamental na manutencdo do estado de saude do hospedeiro, enquanto ha um

equilibrio na relacdo comensal. A microbiota humana pode constituir em um total de 900 a

1000 espécies diferentes de microrganismos (Ramirez, 2017).

O beneficio mais importante da existéncia da microbiota é a colonizacdo bem adaptada dessa

microbiota, excluindo os micro-organismos patogénicos (Wallace et al, 2014).

Os microrganismos da microbiota do Homem em geral apresentam efeito protetor. Mas,
quando transferida de um local para outro do corpo, podem causar infeccdo. Os
microrganismos que compdem a microbiota normal podem receber beneficios do hospedeiro,
como suplementacdo alimentar, meio ambiente estavel, temperatura constante, protecdo e
transporte (Wallace et al, 2014) existem microrganismos na microbiota humana que estdo
intimamente relacionados a doencas no homem (Roger, 2022). Dentre 0s mirorganismos

causadores de doencas ao homem estéo a P. aeruginosa e a C. albicans.

2.4.1. Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas compreende diversos microrganismos em formato de bastonetes,
gram-negativos, aerobios, mesofilos e psicrotroficos, caracterizados por exigéncias
nutricionais simples. Bactérias pertencentes a esse género sdo comumente associadas a
deterioracdo de laticinios (Machado et al., 2015; Capodifoglio et al., 2016). Isso se deve a sua
extrema adaptabilidade e versatilidade, além da capacidade de multiplicagdo em temperaturas

de refrigeracdo (Decimo et al., 2014).

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria que pertence a familia Pseudomonaceae. Trata-se
de um bacilo gram- negativo, recto ou ligeiramente curvado com um tamanho de 2-4 x 0.5-1
micron e mével gracasa presenca de um flagelo polar. E caracterizado por produzir uma
variedade de pigmentos, como a piocianina (de cor azul esverdeado), a pioverdina (pigmento
fluorescente de cor verdeamarelado) e a piorrubina (de cor rocha) (INSHT, 2016). Segundo a
OMS, a P. aeruginosa é um microrganismos com multirresisténcia a diversos antimicrobianos

atraves de varios mecanismos e pela capacidade de formar biofilmes.

A P. aeruginosa é considerada patdgeno oportunista, raramente causa infec¢oes em individuos
saudaveis. As infecgdes por esta bactéria sdo mais frequentes em pacientes hospitalizados
imunodeprimidos, principalmente as infec¢fes localizadas, em consequéncia de processos
cirurgicos ou queimaduras resultando em bacteremias severas (Pessoa, 2013) dependente de

quantidades minimas de nutrientes disponiveis, com grande capacidade de adaptacao, inclusive
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onde ha pouco oxigénio ou em temperaturas elevadas (Ramsay et al., 2016).

2.4.1.1. Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos em P. aeruginosa

A P. aeruginosa pode se tornar resistente aos antimicrobianos por varios mecanismos, sejam
eles extrinsecos ou intrisecos, como as muta¢Ges que induzem alteracdo da permeabilidade
aos antimicrobianos, producdo de enzimas, transferéncia horizontal de genes, além de

alteracdes dos alvos dos farmacos (Poole et al., 2011; Li et al., 2015; Mustafa et al., 2016).

Enzimas associadas a resisténcia intrinseca, a exemplo de algumas betalactamases e enzimas
inativadoras de aminoglicosideos, sdo alguns dos principais mecanismos bacterianos para
degradar ou modificar os antimicrobianos. Em P. aeruginosa, o gene indutivel ampC, é capaz
de inativar os betalactamicos quando expressa a ampicilinase, um aparato responsavel pela

susceptibilidade reduzida a diversos antimicrobianos (Courtois; Caspar; Maurin, 2018).

Frequentemente, em P. aeruginosa a susceptibilidade reduzida aos carbapenémicos esta
relacionada a presenca ou aquisicdo de genes codificadores de carbapenemases, adquiridos
por transferéncia horizontal de genes (THG); eles podem estar localizados em plasmideos,
elementos genéticos mdveis que permitem a sua aquisicdo ou dispersdo, representando o
meio mais comum de resisténcia extrinseca (Poirel; Pitout; Nordmann, 2007, 2012; Qiu;
Kulasekara; Lory, 2009).

2.4.1.2 Doencas causadas por Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa pode ser o agente etiologico de doencas cutaneas leves a graves,
como foliculite, erisipela, intertrigo digital e sindrome das unhas esverdeadas (Albuquerque et
al., 2019).

A foliculite é uma reacdo inflamatdria no foliculo piloso (onde se originam o pelo e o sebo
que protege naturalmente a pele), causada geralmente por bactérias, principalmente
pseudomonas aeruginosa, mas também pode ser causada por fungos (Malassezia furfur) ou

virus. (Rascaroli; Silva; Valdameri, 2009).

A inflamacéo pode ser superficial ou profunda, no primeiro caso afeta apenas a parte superior
do foliculo piloso, ja as profundas atingem todo o foliculo piloso. (Albuquerque et al., 2019).
As lesbes podem ser encontradas em qualquer regido do corpo que possua pelos. Nas

mulheres é comum nas pernas, virilha e axilas, ja nos homens, podem ser encontradas na
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barba.

A sindrome da unha verde, também designada por sindrome Goldman-Fox, é uma patologia
que se caracteriza por descoloracdo verde da placa ungueal (cloroniquia), paroniquia
proximal e onicolise distal (McNeil et al.,2001; Hengge e Bardeli, 2009). As lesdes podem
surgir em uma ou duas unhas, com atingimento total ou parcial da placa ungueal, nas unhas
das maos ou dos pés. E geralmente indolor, contudo a regido periungueal pode apresentar-se

eritematosa, edemaciada e sensivel ao toque (Schwartz et al., 2020).

2.4.2.  Candida albicans
A Candida é um género de fungos que pertencem ao filo Ascomycota, a classe Saccharomycetes e a
familia Cryptococaceae (Sardi et al, 2013). A Candida albicans é um fungo dimoérfico, com células
ovaladas ou esféricas, variando em tamanho de 2 a 10 micrémetros. Elas sdo micro-organismos
eucaridticos unicelulares e podem se reproduzir tanto assexuada na forma de conidios como por
reproducdo sexuada. Devido seu &mbito adaptativo, as leveduras se desenvolvem tanto na presenca de

oxigénio quanto na auséncia (Naves, 2013).

O género Candida spp. € uma das leveduras mais frequentemente isolada em humanos, em amostras
de infecOes superficiais e invasivas de diferentes locais do corpo (Colombo et al, 2013). Atualmente o
género Candida é constituido de aproximadamente 200 espécies diferentes de leveduras, que
colonizam diversos sitios corporeos, tais como, orofaringe, cavidade bucal, dobras da pele, secrecdes

brénquicas, vagina, urina e fezes (Schulze, 2009).

A Candida apresenta-se como brotamento e filamentagdo, podendo ainda, exibir varias morfologias
durante seu crescimento formando as hifas, que sdo estruturas longas e tubulares que se ramificam, e
pseudo-hifas (Touil et al., 2020), que sdo estruturas semelhantes a hifas, mas que permanecem unidas,
formando cadeias de células. A coloracdo das células de Candida é geralmente incolor ou levemente
pigmentada, variando do branco ao creme (Naves, 2013). Além disso, as células de Candida possuem
uma parede celular composta principalmente por membrana plasmatica fosfolipidica que contém
varios esterois, com predominio do ergosterol, e quitina (Naves, 2013) uma substancia que confere

rigidez e resisténcia as células.

A estirpe Candida albicans possui inimeras caracteristicas que Ihe conferem patogenicidade e s&o
importantes para a identificagdo correta das espécies de Candida em amostras clinicas, sendo
por isso, a estirpe dentro deste género mais virulenta e das que causa maior nimero de

infecdes (EIl-Houssaini et al, 2019).
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2.4.2.1. Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos em Candida albicans

Espécies do género Candida apresentam trés maneiras principais pelas quais podem se tornar
resistentes aos azois. O primeiro mecanismo é a introducdo de bombas multidrogas na parede
celular do fungo , que permitem que a célula bombeie a droga, diminuindo a inibi¢cdo de
enzimas e alteracdo da parede celular do fungo (Araujo et al., 2020).

O segundo mecanismo que pode levar a resisténcia ao azol é por meio da alteracdo ou da
regulacao positiva do gene que codifica para a enzima que esta sendo direcionada, ERG11. Se
ERG11 é mutado, o resultado é uma alteracdo no sitio de ligacdo da enzima, impedindo a
ligacdo dos azdis. No entanto, este mecanismo parece desempenhar um papel minimo no
desenvolvimento de resisténcia aos azolicos em espécies de Candida (Pristov e Ghannoum,
2019).

O mecanismo final é a célula fangica desenvolver vias de contorno como resultado de
mutacdes. Para evitar a alteracdo da membrana celular e o acimulo de produtos toxicos,
forma-se outra via ndo interrompida pelos azois que permite ao fungo manter as membranas

celulares funcionais (Pristov e Ghannoum, 2019; Araujo et al., 2020).

2.4.2.2. Doengas causadas por Candida albicans

As infecgdes por Candida, sdo denominadas candidiase, uma doenca fangica multifacetada,
incluindo infecgdes mucoso-cutaneas, viscerais e disseminadas, ocasionada pelo desequilibrio
entre 0 fungo, mucosa e mecanismos de defesa do hospedeiro, beneficiando a transicdo do
patdgeno comensal para patogénico, além de que, fora essas condicdes, o género faz parte da
microbiota normal do ser humano (Ribeiro et al., 2019).

Além da candidemia, existem outros tipos de infeccdes causadas pelo género Candida, como
por exemplo: Candidiase Vulvovaginal (CVV), Candidiase Oral, Candidiase de Pele, entre
outros. De acordo com Plas (2016), a candidiase oral é uma infecdo fungica frequente
causada por espécies de Candida spp., que esta presente na flora oral normal de individuos
saudaveis, no entanto, uma variedade de fatores sistémicos e locais pode causar seu

crescimento excessivo, tendo uma elevada incidéncia, principalmente em individuos
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imunocomprometidos, como por exemplo, portadores de HIV (Virus da Imunodeficiéncia

Humana) e pacientes de cancro sujeitos a radioterapia de cabeca e pescoco.

Como na candidiase oral, a candidiase cutanea esta associada aos portadores de HIV, e,
também aos de diabetes mellitus. A candidiase cutanea ocorre constantemente em
circunstancias de umidade, temperatura e pH propicias, principalmente em dobras da pele,
abaixo das fraldas de neonatos, e em ar tropical ou no tempo de verdo (Barbedo et al., 2013).

2.5. Testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)
A crescente incidéncia de patdgenos resistentes aos medicamentos atuais incentiva a busca de

novos agentes antimicrobianos (Amparo et al., 2017).

Considerando sua relevancia clinica, a realizacdo do antibiograma e sua interpretacdo nao €
uma tarefa facil, por suas limitacdes e, principalmente, pela crescente descoberta de novos
mecanismos de resisténcia, 0 que exige cada vez mais atualizacdo e treinamento dos

profissionais (Manual de antibiograma, 2019).

A metodologia de Kirby-Bauer para antibiograma é a mais difundida e utilizada até hoje na
rotina de analises clinicas, devido a sua praticidade de execucdo, baixo custo e confiabilidade
de seus resultados. Apesar de sua relativa simplicidade de execucdo, a técnica de Kirby e
Bauer exige que as instrucBes sejam seguidas rigorosamente de forma que os resultados
obtidos correspondam a realidade e possam ser comparados com as tabelas internacionais

(Manual de antibiograma, 2019).

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos e direcionados a descoberta de novos agentes
antimicrobianos provenientes de extratos vegetais e outros produtos naturais, com o objetivo
de descobrir compostos com atividade comparada a dos tradicionalmente utilizados, porém,
com menor toxicidade, mais eficazes contra a resisténcia de microrganismos patogénicos e

com menor impacto ambiental (De Bona et al., 2014).

O teste de disco-difusdo em agar foi descrito em 1966 por Kirby e Bauer, padronizado entre
1971 e 1975 pelo antigo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
(Manual de Antibiograma, 2019). O teste fornece resultados qualitativos. E um dos métodos
de susceptibilidade mais simples, confidvel e mais utilizado pelos laboratorios de

microbiologia (Diniz, 2018).

O procedimento consiste no preparo de uma suspensdo de bactérias de cultivo recente,
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inoculacdo desta suspensdo na superficie de uma placa de Agar Mueller Hinton, e adi¢éo dos

discos de papel impregnados com antimicrobianos. Apos a incubacéo em estufa, é analisado o
padrdo de crescimento ou inibicdo ao redor de cada disco, sendo entdo medido o tamanho de
cada halo e o resultado pesquisado em tabelas apropriadas segundo a espécie bacteriana em
andlise Ap0s a incubacdo em estufa, é analisado o padrdo de crescimento ou inibigdo ao redor
de cada disco, sendo entdo medido o tamanho de cada halo e o resultado pesquisado em
tabelas apropriadas segundo a espécie bacteriana em analise (Manual de Antibiograma,
2019).

O método de disco-difusdo possui diversas vantagens como baixo custo, metodologia
simples, sem necessidade de equipamentos especiais, reprodutibilidade, suplementacdo do
meio. Entretanto, este método apresenta algumas limitagdes, como ser restrito a
microrganismos de crescimento rapido, dificuldade na avaliagdo da suscetibilidade aos
antimicrobianos que se difundem mal através do agar, dificuldades de interpretacao e por ndo
ter a possibilidade de quantificar (Costa, 2016; Diniz, 2018; Manual de Antibiograma, 2019),

2.5.1.  Método de disco-difusédo agar

Teste de difusdo em agar ou também designado difusdo em placas, ¢ um método fisico, no qual
um microrganismo é desafiado contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura
solido e relaciona o tamanho da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado

com concentracdo da substancia ensaiada (Manual de antibiograma, 2019).

A avalicdo é feita de forma comparativa frente a um padrdo bioldgico de referéncia (controle
positivo) e a zona ou halo de inibicdo de crescimento € medida partindo-se da circunferéncia
do disco ou poco, até a margem onde ha crescimento de microrganismos. De acordo com a
dimensdo do halo os microrganismos podem ser classificados como: sensiveis, quando o
didmetro da zona de inibi¢do € maior ou ndo mais do que 3 mm menos que o controle positivo;
moderadamente sensiveis, halo maior que 2 mm, mas menor que o controle positivo de mais
de 3 mm); e resistente, diametro igual ou menor que 2 mm. Como controle positivo, emprega-
se um quimioterapico padrdo e controle negativo o solvente utilizado para a dissolucdo dos

extratos (Karaman et al., 2003 e Springfield et al., 2003 citado por Cravo, 2019).
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3. AREA DE ESTUDO

As Amostras da macroalga castanha Padina boryana foram coletadas na ilha de Inhaca.
Inhaca é umailha situada a entrada da baia de Maputo, no sul de Mocambique, com as
coordenadas geograficas de 26°S de latitude e 33°E de longitude. Tem uma area de 42 kmz2 e
dimensdes norte-sul de 12,5 km e este-oeste de 7 km. Esta situada a 32 km a leste da cidade
de Maputo, de cujo municipio faz parte administrativamente, constituindo um distrito
municipal, o distrito KaNyaka. (Cooper e Pilkey, 2002).

O clima da regido é tropical, verdo tem muito mais pluviosidade que o inverno e de acordo
com a Koppen e Geiger a classificagdo do clima é Aw. (Langa, 2007). A temperatura média é
de 23.3 °C e a pluviosidade média anual é 977 mm. Agosto é 0 més mais seco com 15 mm de
pluviosidade e Janeiro cai a maioria da precipitacdo, com uma média de 160 mm de
pluviosidade. Fevereiro (temperatura média de 26.2 °C) é o més mais quente do ano e Julho
(temperatura média de 18.5 °C) é o més mais frio. (Armitage, 2006; ING, 2007).
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Figura 4: Localizacdo geografica da ilha de Inhaca. [Fonte: CENACARTA, Maputo (2022)].
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4. MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram utilizados matérias e equipamentos disponibilizados pelos

laboratérios do Departamento de Ciéncias Biologicas, Departamento de Quimica e pela

Faculdade de Medicina da UEM, listados abaixo. A amostra da macroalga castanha Padina

boryana e 0s microrganismos

4.1.Materiais:

<

AN N NN Y U N U N N U N N N N N RN

Placas de Petri;
Copos de Becker;
Baldo Erlenmeyer;
Baldo volumétrico;
Funil de vidro;
Proveta graduada;
Parafilme;

Papel absorvente;
Papel de filtro Whatman;
Papel aluminio;
Colmas;

Furador de papael;
Micropipetas;

Tubos de ensaio;
Zaragatoas estéreis;
Espatulas;

Ansas bacterioldgicas;
Marcador;

Léapis de grafite HB;

Luvas;

4.2 Equipamentos laboratoriais:

Balanca analitica;
Estufa de secagem;
Moinho;

Agitador elétrico;

——

foram fornecidos pela Faculdade de Medicina.

Frigorifico;
Estufa de Pasteur
Bico de Bunsen;
Vortex;

Densitémetro;

AN N N N NN

Parquimetro.

4.3.Solucles:
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v Hipoclorito de sédio;

Acetona;

Hexano;

Metanol;

Agua destilada;

Soro fisiolégico a 0,9% de NaCl;

AN N N N NN

Meios de cultura: Agar Sangue, Agar

Mueller-Hinton, Agar Dextrose Sabouraud.
4.4 Material biolégico

v" Macroalga castanha:

v" Padina boryana;

4.5.Microrganismos:

v' Pseudomonas aeruginosa;
v/ Candida albicans;

—



5. METODOLOGIA
5.1. Coleta das algas

Através de uma amostragem aleatdria simples, foram coletadas cerca de 900g da macroalga
Padina boryana. As amostras foram coletadas manualmente com auxilio de espatulas para a
separacao destas ao substrato. As macroalgas foram transportadas até o laboratério B9 do
departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Eduardo Mondlane em caixas térmicas
(colemanss), em temperaturas baixas proporcionadas por pedras de gelo. No laboratorio, as
algas foram lavadas em &gua corrente para retirada de areia e detritos, posteriormente passadas
em agua com hipocleroto de sodio. As algas limpas foram submetidas ao processo de
secagem em uma estufa durante trés dias a uma temperatura de 50°C (£1°C). Apos esse
periodo as algas foram trituradas em um moinho até obtencdo de um p6 fino, que foi

conservado em frascos secos a temperatura ambiente.

5.2. Obtencao dos extratos
A preparacdo dos extratos da macroalga foi realizada no Departamento de Biologia da
Universidade Eduardo Mondlane. Para a preparagdo dos extratos foi usada a tecnica de
maceracdo de Peres (2016). Em trés baldes Erlenmeyer foram colocado 30g do pé da alga e
adicionado 100mL de cada solvente (acetona, hexano e metanol) e foram devidamente
identificados. Os copos Erlenmeyers foram tampados com papel parafilme para evitar a
evaporacdo e embrulhado em papel de aluminio para evitar a oxidacdo através da luz. A
mistura foi deixada de molho por 24h, posteriormente submetida a agitacdo em um agitador
elétrico por um periodo de 6 horas; apos esse periodo a solucao foi filtrada em copos de Becker
com auxilio de um funil de vidro interiormente encapado com papel de filtro Whatman 1 e as
solucdes obtidas foram evaporadas usando banho-maria, até ao volume de 10mL. Os extratos
obtidos foram conservados em tubos de 20mL e estes foram cobertos por um papel de
aluminio e armazenados em uma caixa e transportados até a Faculdade de Medicina onde foi

realizado o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA).
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5.3. Teste de esterilidade dos extratos

Para a testagem da esterilidade dos extratos obtidos, no laboratorio de microbiologia da
faculdade de Medicina, preparou-se numa placa de petri 0 meio de cultura agar sangue e
cultivou-se os extratos em forma de estrias com a ajuda de uma ansa esteril descartavel, de
seguida foi incubado por 24horas. Com o objectivo de verificar a presenca de contaminantes

nos extratos produzidos, que seria evidenciado atraves do crescimento de microrganismos.

5.4. Ensaios da atividade antimicrobiana dos extratos da macroalga
Padina boryana

54.1. Preparacao dos discos e impregnacgdo com os diferentes extratos

Para preparagdo dos discos foi usado papel de filtro, tipo "Whatman N°.1" e com auxilio de
um furador de papel foram preparados discos uniformes com didmetro de 5mm. Usando um
lapis de grafite, os discos resultantes foram enumerados de 1 a 3 (correspondentes aos
diferentes extratos com  acetona, hexano e metanol da macroalga P. boryana,
respectivamente) e uma parte dos discos mantidas em branco (controle negativo).
Posteriormente, os discos foram acondicionados em uma placa de Petri de vidro e este foi
embrulhado em um papel para permitir a esterilizacdo. A esterilizacdo foi realizada em uma

estufa de Pasteur por 30 minutosa uma temperatura constante de 116°C.

Apos o periodo de esterilizacdo e devido arrefecimento dos discos, embebedou-se os discos
enumerados com seus respectivos extratos. O processo de impregnacdo dos discos foi
realizado de forma faseada, onde embebedou-se os dicos e impregou-se nos meios de cultura com
0s microrganismos directamente. Todo o procedimento foi realizado ao pé da chama (bico de
Bunsen) para evitar a contaminagéo dos discos.

54.2. Teste de sensibilidade aos diferentes extratos da macroalga alga
Padina boryana
A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos (acetona, hexano e metanol)
da macroalga foi efetuada pelo método de difusdo em disco, segundo a metodologia descrita
no Manual de Antibiograma (2019).

Os testes da atividade antimicrobiana foram realizados a partir de culturas puras e de cultivo

recente (18h a 24h) de P. aeruginosa (cultivados em Agar Mueller-Hinton) e C. albicans
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(cultivados em Agar Dextrose Sabouraud). Foram isoladas das culturas algumas coldnias com

auxilio de um ansa bacterioldgica estéril e adicionadas em tubos de ensaio que continham
uma solucéo salina (soro fisiolégico a 0,9% deNaCl). Com ajuda de um misturador (Vortex) a
solucdo foi homogeneizada e em seguida com ajuda de um densitdmetro foi medida a
turvacdo com o objetivo de compara-la a turvacdo padrdo na escala de 0,5 de MacFarland,
que equivale a um valor de absorvancia entre 0,08 a 0,1 no comprimento de onda de 580nm e
a mesma turvacdo equivale a 1,2 x 10 unidades formadoras de col6nias (UFC). Com auxilio
de uma zaragatoa estéril, foi retirada a suspensédoe distribuida de forma suave e em pelo
menos 5 direcdes na superficie das placas de agar Muller-Hinton (para P. aeruginosa) e

Dextrose Sabouraud (para C. albicans), abrangendo toda superficie das placas.

Apds o processo de semeadura, foram colocados os discos, previamente impregnados com 0s
respectivos extratos, na superficie das placas incorporadas com 0s microrganismos em questao
e como controle positivo foram usados discos Ciprofloxacina (5 pg) para a bactéria P.
aeruginosa e fluconazol (25 pg) para C. albicans. As placas foram incubadas em uma estufa
a 37°C por 24h para P. aeruginosa e para o fungo C. albicans. Cada ensaio foi repetido seis
(6) vezes. O potencial antimicrobiano dos extratos foi observado através dos halos formados
em volta dos discos e foi medido o didmetro dos halos formados em volta dos discos em

milimetro (mm) com auxilio de uma regua.

De acordo com o tamanho do halo formado os microrganismos foram classificados como
(Karaman et al., 2003 e Springfield et al., 2003 citado por Cravo, 2019):

» Resistente (-): valor médio do didmetro do halo de inibicdo = ou <que 2 mm
(Concentracgdes sistémicas usuais do antimicrobiano, ndo inibem o microrganismo,

gerando ineficacia clinica.);

> Intermediario (+): valor médio do didmetro do halo de inibicdo> 2mm mas <CP
(controle positivo) por +3mm (Microrganismos com CIMs do antimicrobiano que

alcangam niveis sisttmicos e teciduais, mas a resposta é baixa);

»  Sensivel (++): valor médio do didmetro do halo de inibicdo> 2mm ou n&o menos que

3mm que CP (A infeccdo pode ser tratada com a dosagem recomendada do antimicrobiano).
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5.5. ldentificacdo de fitocompostos presentes nos extratos da
macroalga Padina boryana, pelo método espectrometria de massa
por cromatografia em fase gasosa (GC-MS)

A identificacdo de fitocompostos nos diferentes extratos (acetona,hexano e metanol) da
macroalgas P. boryana, seguiram a metodologia apresentado em de Dias et al., (2020). Foi
pesado 5g de pé da amostra de alga, transferida para trés frascos e adicionado cada solvente
(acetona, hexano e metanol) em cada frasco até que o pd estivesse totalmente imerso. As
misturas foram incubadas durante 5horas e de seguinda filtradas com ajuda de um papel de
filtro Whatmann juntamente. Os filtrados foram ent&o concentrados até 1 ml fazendo borbulhar

0 azoto gasoso na solucdo.

Cerca de 2ul da solugdo da amostra foi empregado em GC-MS para andlise de diferentes
compostos. A analise GC - MS foi realizada usando um cromatografo de gas do sistema
Agilent 7820A GC equipado e acoplado a um detector de massa Turbo mass gold, coluna - 5
MS 30 m (comprimento) 250 um (didmetro interno) 0,25 pum (filme). O instumento foi
configurado para temperatura inicial de 110°C, e mantida nesta temperatura por 2 minutos.
No final deste periodo, a tempertura do forno foi aumentada para 280°C, uma taxa de
aumento de 5°C/min, e mantida por 9 minutos. Atemperatura da porta de injeccéo foi
garantida como 250°C e a taxa de fluxo de hélio como umml / min. A voltagem de ionizagéo
foi de 70 eV.

As amostras foram injectadas em modo “Split” na propor¢ao de 10:1. A faixa de varredura
espectral de massa foi fixada em 45-450 (m / z). A interpretacdo no espectro de massa GC-
MS foi conduzida usando o banco de dados do National Institute Standard and Technology
(NIST) 2014, tendo mais de 62.000 padrdes. O nome, peso molecular e a estrutura dos

componentes dosmateriais de teste foram verificados
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5.6. Analise de dados

Os dados obtidos neste trabalho foram introduzidos no programa Microsoft exel 2013.

Posteriormente foram analisadas as variaveis descritivas, média e desvio padrdo, em cada ensaio e
os resultados obtidos foram apresentados sob forma de tabelas. A estatistica inferencial foi
realizada utilizando o teste de ANOVA One-Way a um nivel de significancia de 5% (0.05)
através da ferramenta Analise de Dados do programa Microsoft exel 2013.




6. RESULTADOS

No presentre estudo foi testado o potencial antimicrobiano da espécie de macroalga castanha
P. boryana, sob dois microrganismos patogénicos ao Homem, uma espécie de bactéria (P.

aeruginosa) e uma espécie de fungo (C. albicans).

6.1. Efeito inibitdrio dos extractos (acetona, hexano e metanol) de Padina
boryana frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa
Os valores obtidos na medicdo dos halos de inibicdo, sdo em milimetros (mm). Apds a
realizacdo do ensaio antimicrobiano, foi observado que os trés extratos apresentaram uma
destacada acc¢do inibitéria contra a bactéria P. aeruginosa. O extrato com metanol da
macroalga P. boryana apresentaram maior ac¢do antimicrobiana exibindo valor médio de
didmetro de halo de inibicdo de 35.80 (+3.76) mm, seguido de extratos com acetona da
macroalga P. boryana com 20.51 (+4.59) mm e os extratos com hexano da macroalga P.
boryana apresentaram com menor valor médio de didmetro de halo de inibicdo com 12,0

(£1.82) mm. Como controle positivo foram usados discos de Ciprofloxacina (100/10ug) e estes

mostraram uma acao inibitéria bastante eficaz, tendo-se observado uma média do halo de
inibicdo de 25 (x0.57) mm (Figura 3).

Figura 3: Fotografias dos resultados do teste antimicobiano dos extratos de P. boryana frente a
bactéria P. aeruginosa. Extratos ( 1- Acetona, 2- Hexano,3- Metanol, Ciprofloxacina 5 ug -
controle positico-). (Fonte: Autor).




Tabela 1: Média (+DP) do teste da actividade antimicrobiano da macroalgas P. boryana, em

diferentes solventes.

Solventes
Réplicas Acetona Hexano Metanol Con.tlrole
positivo
1 28 11 35 25
2 17 11 40 23
3 19 10 38 25
4 19 14 39 22
5 24 15 32 25
6 16 11 31 25
Média de Halos 20.50 12.00 35.8 24.10
Desvio Padrao 4.59 1.82 3.76 1.33

6.2. Efeito inibitorio dos diferentes extractos (acetona, hexano e metanol) de

Padina boryana, sobre o fungo Candida albicans
Os valores obtidos na medi¢do dos halos de inibigdo, s&o em milimetros (mm). Apds a
realizacdo do ensaio antimicrobiano, foi observado que apenas dois extratos apresentaram uma
destacada acgdo inibitdria contra a bactéria C. albicans. O extrato com metanol da macroalga
P. boryana apresentou maior ac¢do antimicrobiana exibindo valor médio de diametro de halo
de inibicdo de 18.10 (£ 1.47) mm, seguido de extratos com acetona da macroalga P. boryana
com 14.00 (x1.67) mm, nos extratos com hexano da macroalga P. boryana ndo apresentaram
nenhuma inibicdo 0 (x0) mm. Para o controle positivo foram usados discos de Fluconazol
(25pg) e estes mostraram ser ineficiente, a C. albicans mostrou resisténcia contra o antibiotico
(Figura 4).
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Figura 4: Fotografias dos resultados do teste antimicobiano dos extratos de P. boryana ao fungo C.
albicans. Extratos (1-Acetona, 2-Hexano, 3-Metanol e Fluconazol 25ug - controle positico).
(Fonte: Autor).

Tabela 2: Média (xDP) do teste da actividade antimicrobiano da macroalgas P. boryana, em

diferentes solventes.

Solventes
- Controle
Réplicas Acetona Hexano Metanol .

positivo

1 16 0 19 0

2 15 0 16 0

3 12 0 20 0

4 14 0 17 0

5 15 0 19 0

6 12 0 18 0

Média de Halos 14 0 18.1 0

Desvio Padréao 1.67 0 1.47 0
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Segundo o tamanho dos halos pode-se observar diferentes padrbes de susceptibilidade dos

microrganismos aos diferentes extratos da macroalga P. boryana (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacdo de niveis de susceptibilidade dos microrganismos aos diferentes

extratos da macroalga P. boryana

Microragnismo/Extratos Acetona Hexano Metanol
P. aeruginosa ++ + ++++
C. albicans + _ ++

(-) — Resistente; (++) - Intermediario; (+++) — Sensivel. (Cravo, 2019).

6.3. Anélise de fitoquimicos em diferentes extratos (acetona, hexano
e metanol) da macroalga castanha Padina boryana pelo método de

espectrometria de massa por cromatografia em fase gasosa.

A partir das analise da composicdo fitoquimica dos trés extratos feitas por espectrometria de
massa por cromatografia em fase gasosa (GC-MS) foi possivel identificar o total de 27
fitocompostos diferentes. Os extratos da macroalga Padina boryana em acetona
apresentaram um total de 9 fitocompostos, seguidos dos extratos em hexano com 13
fitocompostos e 0 metanol com o total de 12 fitocompostos. Dos fitocompostos identificados,
um foi comum para os trés extratos, nomeadamente: Stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol,
(3.beta.,24Z7)-.

Para os extratos de acetona e metanol foram identificados 6 fitocompostos em comum,
nomeadamente: 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-; 3,7,11,15-Tetramethyl-2- hexadecen-1-
ol; n-Hexadecanoic acid; 6 Hydroxy-4,4,7a-trimethyl-5,6,7,7atetrahydrobenzofuran-2 (4H)-
one; Phytol e Stigmasta-5,24 (28) -dien-3-ol,(3.beta.,24Z) - (Tabela 4).

Diferentes solventes
N° Nome do fitocomposto Formula Acetona Hexano Metanol
1 Methyl tetradecanoate C15H3002 _ _ X
2 2-Pentadecanone, 6,10,14- C18H360 X _ X
(o]



trimethyl-
3 Methyl stearate C19H3802
4 Neophytadiene C20H38
5| 9-Hexadecanoic acid, methyl C17H3202
ester, (z)
3,7,11,15-Tetramethyl-2-
6 C20H400
hexadecen-1-ol
7 | Hexadecanoic acid, methyl ester C17H3402
8 n-Hexadecanoic acid C16H3202
9 6-Hydroxy-4,4,7a-trimethyl- C11H1603
5,6,7,7atetranydrobenzofuran-
2(4H)-one
9-Octadecenoic acid, methyl
10 C19H3602
ester, (E)-
11
Phytol C20H400
Stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol,
12 C29H480
(3.beta.,24Z7)-
13 Benzene, 1,3-bis(1,1-
dimethylethyl)- C14H22
1H-Tetrazol-5-amine
14 CH3N5
Pentanoic acid, 5-hydroxy-, 2,4-
15 ) C19H3003
di-t-butylphenyl
Esters
1,3-Dimethyl-5-
16 ] Cl2H24
isobutylcyclohexane
2-Pentadecanone, 6,10,14-
17 ) C18H360
trimethyl-
Hexanal, 5,5-dimethyl-
18 C8H160
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1,2-Benzenedicarboxylic acid,

19 ) C16H2204 _ X _
bis(2-
methylpropyl) ester
Pentadecanal-
20 C15H300 X

Phthalic acid, cyclobutyl tridecyl
21 , C25H3804 X
ester

3-Hexanone, 2,5-dimethyl-
22 C8H160 X

Oxalic acid, allyl pentadecyl

23 C20H3604 _ X _
ester
1H-Tetrazol-5-amine
24 CH3N5 _ X _
25 C14H220 X

2,4-Di-tert-butylphenol

17-(1,5-Dimethylhexyl)-10,13-
26 C27H460 X
dimethyl-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,
17-
tetradecahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-3-

ol

24-Norursa-3,9(11),12-triene
27 C29H44 X

(X)- Composto detectado; (-) - Composto nédo detectado

Tabela 4. Composicao fitoquimica das macroalgas castanhas P. boryana identificada por
GC-MS
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7. DISCUSSAO

Neste estudo pode-se verificar, através de teste de sensibilidade, o potencial antimicrobiano

dos extratos de acetona, hexano e metanol da macroalga castanhas da espécie P. boryana

contra microrganismos patogénicos ao Homem da espécie P. aeruginosa e C. albicans.

Os trés extratos utilizando os solventes acetona, hexano e metanol estudados, mostraram
marioritariamente acdo antimicrobiana contra as estirpes de P. aeruginosa e C. albicans. Estes
resultados estdo de acordo com estudos realizados em varias espécies de algas, como
Sargassum elegans e Sargassum ilicifolium que tem destacado seu potencial anticoagulante,
antitumoral, antioxidante (Dore et al., 2013) anti-inflamatorio (Saraswati et al., 2019)
antimicrobiano e antiviral (Huynh et al., 2011) incluindo especies de Padina, que ja
demonstrou ter efeito antimicrobiano (Anjali et al., 2019) para microrganismos patogénicos

como S. aureus e C. neoformans.

No estudo feito por Sameeh et al., (2016) utilizando os solventes etanol, hexano e acetona, 0s
extratos da alga P. boryana também apresentaram amplo espectro de actividade
antimicrobiana contra varios microrganismos testados incluse contra a C. albicans. Lim et al.
(2008) avaliaram o extrato metandlico de U. pinnatifida utilizando a técnica de disco-difusdo
em agar, obtendo, dessa forma, um halo inibitério frente ao crescimento de Staphylococcus
aureus. Bibiana et al. (2012) concluiu que os extratos de K. alvarezii com diferentes solventes
organicos (éter etilico, benzina, acetona e &cido etanoico) apresentaram eficacia contra

bactérias patogénicas Gram positivas e negativas.

Os compostos produzidos pelo metabolismo secundéario, desempenham fungdes ndo essenciais
a sobrevivéncia da espécie que o produz, mas estdo diretamente relacionadas a manutencao do
individuo no ambiente e as interacdes ecoldgicas. Estas substancias sdo comumente limitadas
em sua distribuicdo bioldgica, na maioria das vezes produzidas em pequenas quantidades,
encontradas geralmente em alguns grupos de organismos especificos, revelando, assim, a

individualidade das espécies (Hay, 2009).

A composicdo fitoquimica de Padina sp inclui alcaloides, terpenos, saponinas, quinina,
flavonoides, polissacarideos, entre outros (Anjali et al., 2019). Os polissacarideos presentes
nas algas se mostram diferenciados por serem sulfatados, o que lhes confere propriedades
diferenciadas e benéficas a saude (Peso-Echarri et al., 2012), como os fucoidanos, que é
caracteristico das algas pardas/castanhas e ja mostrou ter atividade antiviral, antitumoral, anti-

inflamatdria, antioxidante, antimicrobiano (Liu et al., 2012).
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O desenvolvimento de resisténcias a antimicrobianos esta intimamente relacionado com a

capacidade de determinados microrganismos entrarem em estado de laténcia, quando expostos
a agentes nocivos. Este mecanismo de resisténcia tem sido verificado para alguns

antimicrobianos comerciais que tém como alvo a membrana celular (Windels et al., 2019).

Os diferentes perfis de sensibilidade podem estar vinculados com as diferencas na composicao
das suas paredes celulares. Estudos relatam que a estrutura e permeabilidade da parede celular
séo razdes de diferentes sensibilidades em bactérias gram-positivas, bactérias gram-negativas e
fungos (Albouchi et al., 2013; Kosani¢ et al., 2012) P. aeruginosa e C. albicans sdo algumas
das espécies referenciadas pela OMS como uma ameaca para a saude publica, pelas

resisténcias que possui a diversos antibioticos.

O extrato com o solvente hexano produzido apartir da macroalga Padina boryana mostrou-se
ineficiente frente ao fungo C. albicans. Em um estudo feito por Begum et al., (2018) os
extratos da alga P. boryana provenientes de diferentes solventes tais como o Diclorometano,
petroleo éter e inclusive o hexano, quando testado a sua actividade antimicrobiana pelo método
de microdiluicdo em caldo, também mostraram-se ineficazes contra varios microrganismos
incluindo o fungo C. albicans. Sugerindo que o solvente hexano ndo é eficiente para testar

actividade frente a fungos.

Dentre os antifingicos utilizados na terapéutica de candidiases invasivas destacam-se
triazolicos, como fluconazol, derivados poliénicos, como anfotericina B, e, do grupo das

equinocandinas, a caspofungina (Dignani et al., 2009; Pfaller & Diekema, 2007)

Neste estudo, o fungo C. albicans mostrou-se resistente ao fluconazol (controle positivo),
confirmando que os microrganismos vem desenvolvendo mecanismos de resisténcia contra o0s
antibioticos. Jia et al., em 2009, reportaram que o gene RTA2 esta envolvido no surgimento
de resisténcia aos azolicos em C. albicans por meio da regulacdo positiva da calcineurina. A
calcineurina € uma fosfatase ativada por Ca2+ e calmodulina, que estd presente em células
eucariontes e atua na sinalizacdo da célula fngica em resposta a estimulos externos (Jia et al.,
2009). A RTAZ2 estad envolvida na reducdo de sensibilidade in vitro de C.albicans ao
fluconazol, blogueando sua capacidade de danificar a membrana através da regulacdo da

calcineurina (Jia et al., 2012).

A proteina do choque térmico Hsp90 também é um regulador da resposta ao estresse, ela esta
envolvida de producéo de biofilme (Becherelli et al., 2013). O estresse oxidativo induzido pela

acdo de fluconazol pode ser reparado por resposta adaptativa, contribuindo para a reducdo da
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sensibilidade ao antifingico (Linares et al., 2013).

As algas castanhas séo relatadas com mais de 1.140 metabdlitos secundérios, sendo estes
maioritariamente isolados nos géneros Sargassum, Dictyota e Padina (Lozano e Pichon,
2018).

Os resultados indicam maior diversidade de fitocompostos para 0 extrato com o solvente
hexano em relacdo aos outros. Dos fitocompostos identificados, um foi comum para 0s trés
extratos, nomeadamente: Stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol,(3.beta.,24Z)-.

O Stigmasteol é um fitoesterol presente em numerosas espécies vegetais, cuja principal acéo
farmacologica € a hipocolesterolemica (Talati et al, 2010). O uso de esterdis demonstrou
efeitos redutores ndo somente sobre os niveis de colesterol total e colesterol LDL, mas também
uma tendencia de melhora nos niveis de colesterol HDL (Reiner, 2010). A Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aconselha o uso dos fitoester6is como auxiliares na reducao
da absorcdo de colesterol, mas orienta que o consumo de produtos que contenham estes

compostos deve ser associado a uma alimentacdo equilibrada e a habitos de vida saudaveis.

Da mesma forma que os fitoester6is promovem o deslocamento do colesterol das micelas,
tambem podem promover o deslocamento de outros compostos lipofilicos, tais como

nutrientes antioxidantes lipossoluveis (Brufau; Canela e Rafecas, 2008).

Estudos epidemiologicos sugerem que o uso de fitoesterdis pode ser associado com a redugdo
da incidéncia de canceres comuns como cancer de pulmao, estomago, colon, mama e prostata
(Rudkowska, 2010). Estima-se, de modo geral, que o consumo de dietas enriquecidas com
fitoesterdis pode reduzir significativamente o risco de cancer em ate 20 % (Braford; Awad,
2007).

Segundo informacdes baseadas nos bancos de dados fitoquimicos e etnoboténicos do Dr. Duke
(2013) do Servigo de Pesquisa Agricola/USDA, os compostos: 1,2-Benzenedicarboxylic acid,
bis(2- methylpropyl)-ester e 3,7,11,15-Tetramethyl-2- hexadecen-1-ol sdo identificados como
compostos com atividade antimicrobiana e n-Hexadecanoic acid como um antioxidante e anti-

inflamatério.

Balamurugan et al (2013) estudou a riqueza das algas marinhas e constatou que elas exibem
constituintes com potencial bioactivos, como Hexadecanoic acid, methyl ester e 9-

Octadecenoic acid, methyl ester, (E)-.

De entre os trés solventes usados para a produgéo de extratos da macroalga Padina boryana no
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presente estudo, o mas indicado para pesquisas subsequentes é o metanol, pois apresentou 0s
melhores resultados. Sendo que o presente estudo € uma continuidade de outros, pode-se
compilar todos eles e formar uma base cientifica com as informac6es obtidas para futuramente

produzir farmacos/antimicrobianos para estes e/ou mas microrganismos patogenicosc.




8. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

v Os extratos da macroalga P. boryana, apresentam actividade antimicrobiana sobre a P.
aeruginosa e C. albicans.

v' A cepa de C. albicans ndo é sensivel ao extrato produzido com hexano e ao controle
positivo (fluconazol 25 pg).

v As analises fitoquimicas revelaram que os trés extratos da macroalga castanha Padina
boryana apresentam uma diversidade de compostos fitoquimicos pertencentes as
classes potencialmente bioativas como a dos terpenos e acidos graxos. Fitocomposto
como o0 Stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol, (3.beta.,24Z) que apresentam propriedades

importantes foi comum para os trés extratos.

Pode-se concluir que a macroalga P. boryana revela grande importancia no desenvolvimento e
na descoberta de novas moléculas com capacidade antimicrobiana, que poderdo ser utilizados
como ponto de partida para o desenvolvimento de novos antibi6ticos.
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9. LIMITACAO

Durante a realizacao do presente trabalho, o fator limitante foi a medi¢do dos halos de

inibicdo com formacao irregular, ou seja, halos com formas néo circulares.




10. RECOMENDACOES

O presente trabalho constitui apenas uma base de conhecimento para se prosseguir com a
investigacdo e aplicacdo da espécie aqui estudada, em termos de sustentabilidade, P. boryana
ndo é uma macroalga invasora e, como tal, sendo um recurso natural a sua sobre-exploracéo
pode ser nefasta para o equilibrio dos ecossistemas. Desta forma, uma aplicabilidade destas
descobertas pela industria farmacéutica ou outras, tera sempre de passar por uma sintese do(s)
composto(s) bioativo(s) e/ou aplicagdo da engenharia genética a biossintese desses compostos

em bioreator, sob condic¢des controladas.
Dessa forma recomenda-se, em estudos futuros analisar:

v" O potencial antimicrobiano desta macroalga em outros microrganismos tais como

Staphylococcus aureus, Cryptococcus neoformans e Staphylococcus aureus;

v Estudo da atividade biolégica dos compostos fitoquimicos detetados nesse estudo e

avalicdo de outros possiveis fitocompostos presentes nas espécies de algas castanhas.

v" A influéncia de diferentes concentracdes dos extratos nos niveis da acdo inibitdria

dessa macroalga;
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12. ANEXOS
12.1. Imagens representativas da macroalga Padina boryana

> llustracdo da macroalga Padina boryana.

Anexo 1: Fotografia da macroalga P. boryana depois de lavadas em &gua corrente para
retirada de areia e epifitas. (Fonte: Autor).

» llustracdo das macroalgas trituradas.

Anexo 2: Fotografia da macroalga P. boryana triturada em um moinho até a obtencdo de um
po fino. (Fonte: Autor).




