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RESUMO

O ecossistema marinho consiste em uma enorme diversidade de fonte de
biomoléculas que pode ser utilizada para tratamento de diversas doencas. Entre
0s animais presentes nesse ecossistema, os recifes de corais sdo extremamente
importantes para o ambiente marinho sendo o elo inicial na cadeia alimentar que
envolve numerosas espécies de moluscos, crustaceos, peixes e outros
organismos de grande importancia biologica. Nesse ambiente altamente
competitivo, os organismos necessitam gerar varias substancias quimicas, que
sdo usadas como protecdo, reprodugdo, comunicacdo entre outros, essas
substancias quimicas tem orientado farias investigagcbes para a busca de novas
moléculas. O Palythoa caribaeorum € um zoantideo que produz um muco,
conhecido popularmente como baba de boi, cuja principal fungdo é proteger a
colénia contra dessecagdo e patdégenos. O hidroide do género Millepora
alcicornis, conhecido como “coral-de-fogo”, € membro claramente visivel nos
recifes de coral onde ocupa uma variedade de substratos e produz esqueletos
complexos. Esse fato vem despertando o interesse por estudos que desvendem
suas propriedades bioldgicas. Diante do exposto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos dos corais
Palythoa caribaeorum e Millepora alcicornis. Para tal, a atividade antimicrobiana
foram testadas in vitro contra as bactérias patogénicas gram-positivas
Staphylococcus aureus e contra as bactérias patogénicas Gram-negativas
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli em conformidade com as diretrizes
fornecidas pelo Clinical & Laboratory Standards Institute. Os resultados
demostraram que ambas as espécies de coral contém variagdes de
biomoléculas, de acordo com o método de extracao. A espécie de coral Millepora
alcicornis nao teve atividade antimicrobiana para nenhuma das cepas testadas,
ja a espécie Palythoa caribaeorum teve atividade inibitéria para as cepas das
bactérias Escherichia coli, onde o melhor resultado foi no banho de ultrassom no
tempo de 5 minutos com 8,2% de inibigdo e Klebsiella pneumoniae também no
tempo de 5 minutos de banho de ultrassom com 5,0% de inibi¢ao. Podendo ser
considerado um resultado relevante, considerando a dificuldade em se encontrar
na natureza antimicrobiana para bactérias Gram negativas.

Palavras-chaves: Coral marinho, Palythoa caribaeorum, Millepora alcicornis,
bactérias patogénicos, atividade antimicrobiana.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a quimica de produtos naturais derivados de
organismos marinhos, se tornou foco de pesquisa na area alimenticia, medica,
farmacéutica e biotecnoldgica. Isto é devido ao crescente reconhecimento
desses organismo como um fonte de compostos nutracéuticos, cosmecéuticos
e de interesse biomédico. (ALVES, 2014)

Por causa das condi¢des fisicas e quimicas do ambiente marinho, quase
todas as classes de organismos que vivem nesse ambiente possuem a
capacidade de produzir uma variedade de moléculas com caracteristicas
estruturais unicas. (ALVES, 2014)

Em meados das décadas de 70 e 80 com acesso a novas tecnologias de
mergulho, muitos organismos marinhos foram descobertos e passaram a fazer
parte das bancadas de laboratério dos cientistas de todo o mundo, entre estes
os corais marinhos. Os corais tem desempenhado um importante papel
ecoldgico, uma vez que: Constituem habitats indispensaveis para invertebrados
e peixes, provém energia para herbivoros, contribuem fortemente para a cadeia
alimentar bentdnica, atuam como modo de dispersdo para ovos de peixes,
ocupam varios nichos ecoldgicos e sao bioindicadores de mudangas climaticas.
(SOARES; RABELO, 2014)

Além da importancia ecoldgica, os ambientes coralineos, devido a alta
complexidade das suas espécies por viverem presas em um habitat densamente
povoados onde a competicdo por recurso, tais como espaco e alimento sao
intensos, geram varias substancias quimicas, que sdo usadas como protecao,
reprodugao, comunicagéo entre outros, (CASTRO; ZILBERBERG,2016) essas
substancias quimicas tem orientado farias investigagcdes para a busca de novas
moléculas, possiveis de serem utilizadas no desenvolvimento de novos farmacos
e terapias. (ALVES, 2014). Essas enormes reservas de compostos bioativos sao
muito pouco explorados, ou ainda inexplorados. (ALVES, 2014)

Segundo Rodrigues (2015) os organismos marinhos sao ricos em
variedades de metabolitos secundarios entre eles polissacaridos, glicoproteinas,

fendis, terpenos, alcaloides, esteroides etc., que ofertam uma gama de



atividades metabdlicas. Posto isto, o exposto trabalho tem o objetivo de obter

metabolitos de corais marinhos para investigar sua possivel agao antimicrobiana.

1.1 Justificativa

Desde o século passado existe uma enorme preocupag¢ao com o aumento
expressivo de micro-organismos patogénicos como bactérias e fungos
associados a doengas principalmente relatados em ambientes hospitalares. Com
isso, a necessidade de encontrar novos compostos que sejam efetivos contra

esses patégenos se faz necessaria uma vez que estes estdo desenvolvendo
antibioticos convencionais e outros agentes antimicrobianos.

Os produtos naturais derivados de organismos marinhos, o qual ja
contribuiu com diversas fontes de compdsitos no tratamento de diversas
patologias, vém sendo os mais estudadas dentre os produtos naturais, (CHAVES
et al, 2010) sob este enfoque destaca-se os corais marinhos.

Sendo assim, faz-se necessario pesquisar as caracteristicas quimicas
destes seres vivos e sua possivel atividade antimicrobiana que possam ser util
em composi¢des de novos farmacos. Uma vez que se trata de recurso natural

somando tecnologia e ciéncia a favor de prevenc¢ao de doencas.



1.2 Hipobteses

Ho Os extratos aquosos das espécies de corais Millepora alcicornis e Palythoa
caribaeorum nao tem efeito antimicrobiano.

H1 Os extratos aquosos das espécies de corais Millepora alcicornis e Palythoa
caribaeorum tem efeito antimicrobiano.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar atividade antimicrobiana de extratos aquosos das espécies de
corais Millepora alcicornis e Palythoa caribaeorum encontradas no litoral de
Pernambuco.

2.2 Objetivo especificos

1. Obter extratos aquosos das duas espécies de corais do litoral de Pernambuco;

2. Caracterizar quimicamente os extratos aquosos extraidos;

3. Avaliar as atividades antimicrobiana dos extratos aquosos obtidos;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Corais marinhos

Da-se o nome de corais a um grupo de animais marinhos primitivos, da
classe Antozoarios do filo Cnidarios. Eles vivem em ambientes muito restritos,
em mares tropicais de aguas quentes (acima de 20°) e claras, portanto, calmas
e rasas (menos de 40 m de profundidade). Isso torna-os excelentes indicadores
das condi¢des ambientais, acusando com clareza a ocorréncia de desequilibrios
nas condi¢cdes do ambiente em que vivem. (CASTRO; ZILBERBERG, 2016)

Os corais existem a mais de 250 milhbées de anos e constituem um
ecossistema marinho abrigando uma biodiversidade surpreendente de espécies,
atuando com uma enorme importancia ecologica para o meio ambiente, pois em
uma area de recifes de corais podem existir centenas e milhares de outras
espécies marinhas que ali buscam alimento e abrigo, (CASTRO; ZILBERBERG,
2016) como peixes, moluscos, crustaceos, cnidarios e algas, além de protecao
contra correntes marinhas e predadores. Estes seres além de terem grande
importancia para diversos organismos também participam da sustentabilidade
econdmica de pessoas e comunidades que usam estes como alimento e fonte
de renda. (TORRES, 2016)

Como mostrado na figura 1, existem dois tipos morfolégicos de individuos:
0s polipos e as medusas. Os pdlipos sdo organismos sésseis, ou seja, vivem fixo
a um substrato e as medusas sao organismos livres e nadantes. Séao
invertebrados (ndo possuem espinha dorsal) por baixo do tecido sao constituidos
por um esqueleto calcario (como nossos 0ss0s) ou corneo (como nossas unhas).
Este esqueleto e responsavel pela fixagdo do coral no fundo do mar e serve

também como protecao. (ICMBio, 2007)

Mesogléia

Cavidade
gastrovascular

Polipo
tentaculos i
/\ ectodermq. .

boca

Ml - endodermo
i/ __-Mesogléia
~ Cavidade

gastrovascular i tentaculos |


https://www.infoescola.com/biologia/crustaceos-crustacea/
https://www.infoescola.com/biologia/algas/
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Figura 1: Tipos morfoldgicos de corais
Fonte: http://www.infoescola.com

O corpo dos corais € chamado de pdlipo, uma estrutura cilindrica em
forma de saco com uma cavidade interna que se abre apenas em uma
extremidade: a boca. Rodeado por tentaculos, a boca age tanto na ingestao de
alimentos, como na eliminacdo de residuos. Os tentaculos sao estruturas com
grande numeros de células chamadas de cniddcitos, que contém substancias
urticantes e paralisantes que serve para capturar presas e defender o pdlipo.
(BORGES, 2014)

No interior do tecido do coral vivem varias algas microscopicas chamadas
zooxantelas. Estas algas possuem uma relagédo de simbiose com coral, na qual
a alga fornece ao pdlipo alimento através do processo de fotossintese e, em
troca, recebe protecado e nutrientes. Além de suprir as demandas enérgicas as
zooxantelas € um componente importante para a formacdo de recifes, pois
aumenta a taxa de calcificagcdo dos corais. (CASTRO; ZILBERBERG, 2016)

Figura 2: Recife em Fernando de Noronha (PE).

Fonte: Foto: Divulgagdo/Zaira Matheus

Os recifes de corais (Figura 2) sao formagdes construidas a partir da
deposicdo de carbonato de célcio (CaCO3), que é secretado pelos corais
através da fotossintese das microalgas zooxantelas, quando os corais morrem,
novas coldnias crescem por cima dos esqueletos que ficaram. Por isso, um recife
de coral € composto por camadas muito finas de carbonato de calcio resultante

da sobreposicdo dos esqueletos das sucessivas geragdes de corais, formando,


http://www.infoescola.com/biologia/cnidarios-coelenterata-celenterados/
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com o tempo, os pareddes calcarios que chamamos de recife, num
processo de milhares de anos. (SEOANE; BARBOSA 2016) é um ambiente
rico em biodiversidade, servido de local para reproducgao, protecao e alimentagao
de muitas espécies, abrigam também uma diversidade de plantas e animais.
(SANTOS, 2019).
Os corais sdo encontrados em mais de cem paises e territorios diferentes,
a diversidade de espécies difere entre regido, onde o Mar Vermelho, Oceano
indico, Sudeste Asiatico e Oceano Pacifico contribuem com a maior parte,
abrigando 91,9% das espécies. Em contrapartida os recifes do Oceano Atlantico
e do Mar do Caribe possuem uma diversidade mas baixa com 7,6% do total.
(CASTRO; ZILBERBERG, 2016) No Brasil, os recifes de coral se distribuem por
aproximadamente 3 mil km de costa, do Maranhdo ao Sul da Bahia,
representando as unicas formacgodes recifais do Atlantico Sul. (PIRES et al, 2016)
Varios autores destacaram a importancia biolégica dos recifes de coral
por serem o0s ecossistemas marinhos de maior diversidade, considerado mais
elevado do que nas florestas tropicais. A maioria das espécies de coral que
formam esses recifes, sdo endémicas de aguas brasileiras, ou seja, contribuem
na formagao de estruturas que sé sao vistas aqui. (TORRES, 2016) Em termos
fisicos, protegem as regides costeiras da agao de ondas e tempestades,
incluindo diversas areas do litoral brasileiro. A enorme diversidade e abundancia
de organismos presentes, produz uma teia alimentar de grande complexidade.
Essa teia culmina nos grandes predadores, que incluem muitos peixes utilizados
para a alimentacdo humana. Nesse sentido, os recifes funcionam como
verdadeiros criadouros de peixes, renovando estoques e, principalmente no caso
de areas protegidas, favorecendo a reposicdo de populagbes de areas
densamente exploradas. (OLIVEIRA; CORREIA, 2013)

3.1.1 Espécies de corais Millepora alcicornis e Palythoa caribaeorum

Dentre os organismos formadores dos recifes brasileiros, o hidréide
calcario zooxantelado do género Millepora, conhecido como “coral-de-fogo”, &
membro claramente visivel nos recifes de coral onde ocupa uma variedade de
substratos e produz esqueletos complexos. Os corais-de-fogo podem causar

queimaduras dolorosas devido a presenca de nematocistos de forte acdo. O
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contato acidental € muito comum, pois este hidréide é frequentemente
confundido com uma alga marinha. (ROJAS et al., 2002)

O género Millepora ocorre em mares tropicais de todo o mundo entre as
profundidades de menos de 1 até cerca de 40 metros. A espécie Millepora
alcicornis, alvo do presente estudo, possui crescimento ramificado e coloracéo
laranja-amarronzada parda. (Figura 3). Estes organismos, notadamente
conhecidos como construtores recifais, sdo comuns nas bordas dos recifes.
Apesar de sua importancia, poucos trabalhos foram realizados com este grupo,

havendo informagao escassa sobre as Milleporas. (AMARAL et al, 2002)

.\L-‘,{G‘ll - = x-. ¢ =
Figura 3: Espécie Millepora alcicornis

Fonte: /www.imgrumweb.com/hashtag/recifesdecorais

Na espécie Palythoa caribaeorum os polipos estdo conectados por um
espesso tecido chamado cenénquima, o qual também agrega particulas na sua
superficie. Estas colonias formam extensos “tapetes” localizados nas areas
submersas, mas quando estdo expostos durante a maré baixa, seus polipos
produzem um muco, que protege a colbénia da dessecagao, conhecido popular
de “baba-de-boi”. Relatos populares, principalmente de pescadores, estimulam
o estudo farmacolégico e toxicolégico, ja que seu muco € usado entre eles,
sendo aplicado diretamente sobre as feridas e/ou pancadas. (SOARES et al,
2006)


http://www.imgrumweb.com/hashtag/recifesdecorais
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Figura 4: Espécie Palythoa caribaeorum

Fonte: www.instasaver.org/naturezaperfeita

O estudo quimico com cnidarios teve grande impulso durante a década
do 60 com o descobrimento das prostaglandinas em varias espécies de corais
do Caribe. Desde entéo, ficou em evidencia o potencial destes organismos como
produtores de compostos de interesse bioldgico e farmacoldgico. (CORREIA et
al, 2002)

Existem muitos exemplos de corais que possuem atividade bioldgica ou
farmacologica. Rinehart et al, (1981) estudaram a atividade antiviral,
antimicrobiana e antineoplasica dos produtos extraidos 142 espécies de corais.
Venkateswarlu et al. (1998) encontrou atividade antibacteriana de metabdlitos
secundarios em espécies de zoantideos; Kuramoto et al. (1998) isolaram um
alcaléide com atividade inibidora da osteoporose de uma espécie do género
Zoanthus e Grace e Jacobs (1998) descobriram atividade anti-inflamatéria e

analgésica num alcaldide extraido de Zoanthus sp.
3.2 Bactérias Patogénicas
Os organismos multicelulares de uma maneira geral, vivem em forte

cooperagao com 0Ss micro-organismos ao redor e também com os seres

humanos. O corpo humano, por exemplo, pode ser ocupado por um grande


http://www.instasaver.org/naturezaperfeita
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numero de bactérias, fungos, virus e eucariontes unicelulares (SEKIROV et al.,
2010). A flora bacteriana normalmente encontrada nos seres humanos pode ser
extremamente complexa sendo composta por mais de 200 espécies bacterianas.
Calcula-se que o ser humano normal possua aproximadamente 1012 bactérias
sobre a pele, 1010 na boca e 1014 no trato gastrointestinal (TODAR, 2012). A
Tabela 1 exibe alguns dos principais géneros de micro-organismos normalmente
encontrados em associagcdo com as superficies corporais. As superficies
mucosas, por exemplo, proporcionam a presenca de uma microbiota distinta pelo
fato de oferecerem um ambiente protegido e umido, bem como uma grande area
superficial total (MANDIGAR et al, 2010).

Enterobacter, Kiebsiella, Proteus,

Pele Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus
Boca Streptococcus
Trato respiratorio Streptococcus, Staphylococcus
Trato gastrintestinal Streptococcus, Escherichia, Klebsiella,

Proteus, Staphylococcus, Enterococcus

Trato urogenital Streptococcus, Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Staphylococcus

Tabela 1. Géneros de micro-organismos bacterianos representativos da microbiota normal de
humanos.
Fonte: Adaptada de Mandigan (2010).

Dentre os beneficios desses micro-organismos para o0 ser humano
destacam-se o impedimento da colonizagdo por patdégenos competindo por
locais de fixacdo ou por nutrientes essenciais. Adicionalmente, o estimulo do
desenvolvimento de determinados tecidos, onde se destacam alguns tecidos
linfaticos no trato gastrointestinal e o 6rgao vestigial ceco. Por fim, o estimulo da
producao de anticorpos com reatividade cruzada, ou seja, habilidade de um sitio

de combinagao de anticorpo em particular de reagir com mais de um



16

determinante antigénico ou a habilidade de uma populagdo de moléculas de
anticorpos de reagir com mais de um antigeno (MAYER, 2009).

Por outro lado para muitas bactérias, o corpo humano pode ndo ser o local
ideal para que elas possam se estabelecer, pois algumas necessitam de oxigénio
e no interior das células a concentragao desse elemento é inferior a do ar. Ainda,
existe um grupo de bactérias anaerobicas obrigatorias que ndo suportam a
presenca de oxigénio (MANDIGAN et al., 2010). Além destes fatores, o nosso
organismo possui mecanismos de defesa contra micro-organismos tais como, a
presencga de sal em nossa pele e a falta de ferro que pode ser inacessivel para
a maioria dos microrganismos em nosso corpo consistindo em um elemento
essencial uma vez que atua como co-fator para muitas proteinas como a
hemoglobina (WASSENAAR, 2012). Os micro-organismos encontrados em
humanos, em muitos casos ndo apresentam maleficios sendo muitas vezes
necessarios na manutencao da saude e bem estar. Contudo, outros micro-
organismos, conhecidos como patdégenos sdo responsaveis por colonizar,
invadir e causar danos ao corpo humano por meio de mecanismos diretos e
indiretos dando inicio a processos de doencgas infecciosas (MANDIGAN et al.,
2010).

Os micro-organismos envolvidos em IrAS (infec¢cbes relacionadas a
assisténcia a saude) sdo comumente encontrados na flora microbiana normal de
individuos sadios. Entretanto, com alguma frequéncia, esses micro-organismos,
tornam-se patogénicos quando se multiplicam em locais normalmente estéreis,
como o trato respiratério inferior ou o sangue (LIPSITCH et al., 2000). Apesar de
toda exposi¢cdo, o trato respiratério inferior, por exemplo, permanece estéril
devido a uma abundéncia de mecanismos que protegem as vias aéreas da
aderéncia bacteriana e dos fatores de viruléncia como, por exemplo, a presenga
de células ciliadas das superficies mucosas ou pélos (cilios) que dificultam a
fixagdo de micro-organismos (MANDIGAN et al., 2010).

Os patégenos mais frequentes em IrAS (infecgbes relacionadas a
assisténcia a saude) podem ser transferidos ao individuo tanto pela via
enddgena, ou seja, pela microbiota particular do paciente quanto pela via
exdégena, que abrange veiculos como as maos, secrecdo salivar, fluidos

corpéreos, ar e materiais contaminados, dentre as quais pode-se citar os
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equipamentos e instrumentos empregados em procedimentos medicos. Muitos
destes processos sdo invasivos, isto €, atravessam as barreiras de protegao do
corpo humano de modo a elevar o risco de infeccdo (MANDIGAN et al., 2010).
Algumas dessas espécies patogénicas causadoras destas infecgbes estédo
descritas simplificadamente na Tabela 2 que mostra os patégenos e sua
ocorréncia na corrente sanguinea, casos de pneumonia e trato urinario em UTI
nos EUA (MANDIGAN ET AL., 2010). Podemos observar que as infec¢des
podem ser causadas por um numero relativamente pequeno de patégenos que

estdo presentes em quase todos locais aonde sdo capazes de produzir

patogenias.
Enterobacter spp. 1.083 4444 1.560
Escherichia coli 514 1.725 5.393
Klebsiella pneumoniae 735 2.865 1.891
Haemophilus influenzae ND 1.738 ND
Pseudomonas aeruginosa 841 6.752 3.365
Staphylococcus aureus 2.758 7.205 497
Staphylococcus spp. 8.181 ND 838
Enterococcus spp. 2.967 682 4226
Candida albicans 1.090 1.862 4 856
Qutros patdgenos 3774 12.537 8.075
Numero total* 21.943 39.810 30.701
Total (%) 23,7 43,1 33,2

Tabela 2. Numero de IrAS em unidades de terapia intensiva nos Estudos Unidos por local de
ocorréncia e organismo.

Fonte: Registro do Sistema Nacional de Vigilancia de Infec¢bes Relacionadas a Assisténcia a
Saude, Centro de Controle e Prevencao de Doengas, Atlanta, Georgia, EUA. Adaptada de
Mandigan (2010).

3.3 Resisténcia Antimicrobiana

Os microrganismos patogénicos estdo cada vez mais resistentes aos
tratamentos com drogas convencionais, tornando-se um sério problema de
saude publica, por causa da rapida ascensdo e disseminagao de linhagens
mutantes nao suscetiveis ao tratamento médico (MANIKANDAN et al. 2011). Na
definicdo de resisténcia bacteriana consideram-se os aspectos clinicos e

laboratoriais do uso de antibitticos. A partir de resultados laboratoriais do teste
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do antibiético contra a bactéria, a resisténcia significa que o micro-organismo
tem a capacidade de crescer in vitro na existéncia da concentragdo que essa
droga chega ao sangue (BARROS et al., 2008).

A resisténcia bacteriana pode ser intrinseca (natural) ou adquirida. A
intrinseca corresponde a uma caracteristica da espécie bacteriana, que
“naturalmente” cria uma barreira de permeabilidade contra o antibiotico, como
por exemplo, a presenga de membrana externa nas bactérias Gram-negativas
(JAWETZ et al. 2009). Ainda se refere ao género e algumas vezes espeécie-
especifica, o que define o espectro de acdo do antibidtico. A resisténcia
bacteriana adquirida corresponde a uma caracteristica da espécie resultante da
alteragcdo do material genético existente ou a aquisicdo de novo material genético
de outra fonte. Ela pode ser revelada em apenas algumas cepas de uma mesma
espécie bacteriana resultando da mutagdo ou desrepressao (na inativagao do
gene repressor, o gene operador torna-se ativo novamente, fazendo com que se
manifeste a resisténcia ndo sé a droga em uso, mas também a outros
antibioticos). Este tipo de resisténcia ja foi descrito em praticamente todas as
espécies de bactérias, conhecendo-se detalhes dos mecanismos de aquisi¢ao e
0s mecanismos moleculares da manifestacao da resisténcia (GOERING et al.
2014)

Segundo MADIGAN et al. (2010), em muitos casos, estas bactérias e
fungos podem desenvolver resisténcia simultdnea de duas ou mais classes de
antibioticos o que faz com que o tratamento de infecgdes causadas por estes

micro-organismos se torne extremamente dificil.

3.4 Extratos Marinhos

As grandes companhias comegaram a colaborar, disponibilizando
investigadores conceituados e foi dado um grande passo quando través de um
Programa Cooperativo de Descoberta de Farmacos do Instituto Nacional do
Cancro, dos Estados Unidos da América (EUA), se descobriu que os bioensaios
realizados com extratos de organismos marinhos possuiam mais potencial em
obter medicamentos anticancerigenos, do que os de origem natural terrestres
(GLASER E MAYER, 2009).
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A aprovacado de extratos marinhos para uso terapéutico, da-se apos
muitos anos de investigacao, onde cerca de 70% destes metabolitos sao obtidos
a partir de esponjas marinhas, corais € microrganismos, enquanto organismos
como moluscos, ascidiase algas contribuem apenas com 30%. A grande
vantagem dos PNM (Produtos Naturais Marinhos) com relagdo aos PNT
(Produtos Naturais Terrestres), esta na sua baixa dose/efeito, na melhor
seletividade contra alvos malignos dos tecidos e na fraca vulnerabilidade de
resisténcia desenvolvida, o que torna estes produtos em moléculas-alvo
bastante atrativas (VINOTHKUMAR E PARAMESWARAN, 2013)

As moléculas de origem marinha, tém-se mostrado extremamente
potentes, o que reforca ainda mais a hipétese da sua fungao protetora, ja que
elas devem superar a incrivel capacidade de se diluir na agua do mar para
alcangar o seu alvo e produzir efeito. Os PNM possuem metabolitos com
estruturas muito caracteristicas, uma seletividade bem marcada na
diversidade de alvos moleculares, que aumenta o seu potencial
farmacoldgico e terapéutico de forma exponencial. Os canais ionicos, as
enzimas, os microtubulos, o ADN, os lisossomas, a calmodulina e os
proteossomas, em conjunto com a inducdo de stressoxidativo e a
modulag&o do sistema imunoldgico, s&o os principais alvos terapéuticos
observados nos protétipos em fase de testes clinicos e apresentam
especial importancia no tratamento de neoplasias, onde podemos
observar um maior impacto dos PNM (HAEFNER, 2003).

No processo de transformacdo das “armas quimicas” dos
organismos marinhos em farmacos para uso humano, essa particularidade
repercute-se na alta toxicidade destas moléculas, ou em intoleraveis
efeitos secundarios. No entanto, o baixo rendimento destas substancias,
a frequente complexidade estrutural dos produtos naturais e as
consequentes dificuldades de sintese, sdo caracteristicas que dificultam o
desenvolvimento dos novos farmacos de origem marinha (HAEFNER,
2003).

A primeira vista, o sucesso parece garantido, sendo que nos ultimos

anos, o potencial dos microrganismos marinhos foi reconhecido como uma
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nova fonte de produtos farmacéuticos, como por exemplo, novos
antibidticos para combater a resisténcia das bactérias e patologias aos
antibidticos existentes. A esqualamina, isolada do tubardo Squalus
acanthias, com uma potente atividade antimicrobiana contra os
Staphylococcus aureus; a cribrostatina isolada da esponja marinha
Cribrochalina sp., com atividade contra a Neisseria gonorrheae; ou a
bromosphaerone um diterpeno com uma potente atividade antibacteriana
presente na alga vermelha Sphaerococcus coronopifolius, sdo exemplos
disso (MAYER et al., 2010).

A sintese organica de PNM, sempre foi um desafio para os
investigadores, devido a generalidade de estruturas complexas e de
elevada quiralidade, estruturas otimizadas pela selecdo do meio ambiente
a exercer pressao durante milhdes de anos, utilizando multiplas sinteses
enzimaticas de forma a produzir fungdes bioldgicas 6timas, fornecendo as
espécies como que um kit de sobrevivéncia. O uso potencial de
combinacdes de peptideos conhecidos, no intuito de diversificar e otimizar
novas moléculas junto com métodos inovadores, tem um enorme potencial
na obtencdo de novas terapéuticas baseadas em PNM (GLASER E
MAYER, 2009).
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4. METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa de carater experimental e exploratoria,

tomando como base estudos publicados na literatura.

4.1 Materiais e métodos
4.1.1 Espécime

Os corais da espécie Millepora alcicornis e Palythoa caribaeorum foram
doados para este projeto de pesquisa por pesquisadores da LABENZ da UFPE
0s quais trabalham com cultivos de corais em extingdo. Os fragmentos das
espécies foram embalados em sacos plasticos individuais acondicionados em

banho de gelo para transporte e em laboratério conservados em freezer.

4.1.2 Obtengao dos extratos

A preparacao dos extratos foi realizado adaptado da metodologia de Shen
e Boyle, 1988. Onde foi testado dois métodos de extragdo: Macerado e Banho
de ultrassom. Foi pesado em balanga de precisédo seis amostras de cada espécie
contento massa de 200mg, em cada amostra foi adicionado 1ml do tampéao Tris
Hcl.

Macerada 30 segundos 2,5 minutos 5 minutos 15 minutos 30 minutos

k J
|

Banho de ultrassom

Primeira amostra foi maceragdo com auxilio do almofariz e pistilo e as
demais passou pelo processo de banho ultrassénico em temperatura 60°C, em
tempos pré-definidos em estudos com corais marinhos pela LABENZ da UFPE
como mostra a ilustragdo acima, em seguida centrifugados a 15.000 rpm por 15
minutos. O sobrenadante da centrifugacéao foi coletado e armazenado em freezer
para ser utilizado nos experimentos seguintes. Todo o estudo foi feito em

duplicata
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4.1.3 Caracterizacdo quimica

A caracterizagao dos extratos foi feita através do Kit interteck Katal pelo
método colorimétrico, medindo a absorbancia em espectrofotometro, onde foi
pesquisado: Glicose, Magnésio, Calcio e Ferro de acordo com os parametros de
cada kit. A caracterizacao da proteina foi adaptada pelo método Bradford onde
foi adicionado 1ml do tamp&o de Bradford + 1ml de agua Milli-Q a 100uL da
amostra, a reagao foi incubada por 5 minutos, em seguida medido a absorbancia

em espectrofotometro.

4.1.4 Avaliagao da capacidade antimicrobiana

Os extratos aquosos dos corais foram testados in vitro contra as bactérias
patogénicas gram-positivas S. aureus e contra as bactérias patogénicas Gram-
negativas K. pneumoniae e E. coli. Os ensaios foram conduzidos em placas de
microtitulagao de fundo plano de poliestireno com 96 pogos, em conformidade
com as diretrizes fornecidas pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI,
https://clsi.org/). Uma aliquota (100 pyL) do meio de cultura de caldo Mueller
Hinton contendo células bacterianas (0,080 unidade de absorbéncia a 630 nm)
foi incubada no escuro, a 37 °C, com 100 pL dos respectivos extratos proteicos
preparado em NaCl 500 mM. Os valores de absorbancia foram obtidos a 630 nm
apos 0 (controle) 1, 2, 3, 4 e 5 h de contato usando um leitor de microplacas de
absorbancia automatizado (Epoch, BioTek Instruments Inc., EUA). O controle
negativo (crescimento de 100%) consistiu nas células bacterianas incubadas na
presenca de 100 uL de solugéo salina 500 mM e o controle positivo (inibicao de
100%) consistiu nas células bacterianas suspensas no meio de cultura contendo
100 pL de Norfloxacina (780 mM), um agente antibacteriano sintético. O calculo
do percentual de inibicdo foi realizado tomando como base o tempo de 5h, a

partir da seguinte equagao:

ODamostra x 100
ODCN

100 — (

Sendo CN= controle negativo OD= densidade optica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéao dos extratos

Diferente de outros organismos biomonitores, como ostras e mariscos, a
coleta, o preparo e a determinacdao de elementos em amostras de coral é
complexa. A rotina de coleta de amostras inclui muitas etapas de manipulacéo,
as quais sao importantes fontes potenciais de contaminacéo.

Segundo Gilmara et al, 2012 para a remog¢ao dos tecidos, podem ser
utilizadas solugdes oxidantes, em banho ultrassénico, que atuam na degradacgao
da matéria organica, entanto em concordéancia com o método usado neste
experimento. Este € um ponto que deve ser melhor investigado para que os
resultados das analises quimicas nao representem concentragdes subestimadas
dos analitos na matriz carbonatica.

No processo de maceragao Gilmara et al, 2012 relata, que pode ser usado
o gral e o pistilo para macerar a amostra, como foi utilizado neste experimento,
no entanto o uso de moinho produz particulas finas e relativamente mais
homogéneas, de forma que, apesar de pouco utilizado, a maceragdo com o
moinho seria mais recomendado.

Infelizmente, em muitos destes artigos, as informag¢des sobre as
condi¢cbes experimentais sdo muitas vezes insuficientes para a reproducao do
procedimento empregado. Isto se deve, em parte, aos artigos de corais serem,

principalmente, de cunho ambiental.

5.2 Caracterizagao quimica
Com relagdo aos testes feitos para a pesquisa de glicose, magnésio,
calcio, ferro e proteinas das espécies de corais Millepora alcicornis e Palythoa

caribaeorum foi possivel estimar os seguintes resultados.

Tabela 3: Comparacao das quantificagdes da caracterizagao quimica realizado por dois
métodos: Banho Ultrasonico em tempos diferentes e maceragéo das espécies de corais Millepora
alcicornis e Palythoa caribaeorum.
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Zlicose maldl Ferro mofdl Froteina mgfdl
MWillepora | Palythoa | Millepora | Palythoa | Millepora | Palythoa
20 segundos 266 588 129 524 05 24 5
25 minutos 321 939 263 544 249 311
S minutos 187 59 66 4 1092 16 295
15 minutos 236 588 107 6 55 04 315
30 minutos 225 92 296 524 1.7 2972
Macerado 243 100 45 2245 14 54 7
i_alcio maofdl MWagn ésio mgidl
Millepora | Palythoa | Millepora | Palythoa
30 segundos 7.3 5.5 07 a7
2,5 minutos 76 =6 07 36
5 minutos 7T 5.1 05 35
15 minutos 74 =56 o7 36
A0 minutos 7.3 5.8 15 36
tacerado 10,2 10,7 1.3 35

A Tabela 3 mostra os valores de quantificagdo da caracterizagdo quimica
de cada espécie na qual pode-se observar uma heterogeneidade entre os
resultados e entre os métodos, mostrando variagdes entre a quantidade de
glicose, magnésio, calcio, ferro e proteinas de cada espécie apresentada em
cada um dos métodos.

Com base nos resultados acima a espécie Palythoa caribaeorum foi a que
mostrou resultados um pouco mais significativos no ferro, glicose e proteina, e
onde entre os dois métodos propostos a técnica do macerado mostrou-se mais
adequada.

Nao existe trabalhos com corais marinhos sobre a informacdo da
caracterizagao quimica, no entanto foi realizado trabalhos com algas marinhas e
segundo Gressler, 2010 de uma maneira geral as algas séo ricos em proteinas
e carboidratos, desta forma, conclui-se que para este fim precisa-se de mais
estudos em corais marinhos para se caracteriza adequadamente a

especie.

5.3 Capacidade Antimicrobiana
A espécie de coral Millepora alcicornis nao teve atividade antimicrobiana
para nenhuma das cepas testadas, ja a espécie Palythoa caribaeorum como

mostrado na tabela 4, a formacéo do alo de inibicdo ocorreram para a cepa das
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bactérias Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae nos tempos de 5 e 15
minutos, por outro lado a cepa da bactéria Staphylococcus aureus nao teve

atividade inibitoria detectada.

Tabela 4: Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos da espécie de coral Palythoa

caribaeorum contra bactérias patogénicas.

Extratos E. coli K. pneumoniae S. aureus
aquosos

30 segundos ND ND ND

2,5 minutos ND ND ND

5 minutos 2248,2% 1215,0% ND

15 minutos 50+7,6% 3913,9% ND

30 minutos ND ND ND
Macerado ND ND ND

Legenda: Os dados sao representativos de trés experimentos. ND = atividade inibitéria
nao detectada. % de Inibicao é calculado com base na inibigdo do crescimento bacteriano em 5

tempos: (1, 2, 3, 4 e 5 horas)

Barbosa et al, 2016 relata que a Escherichia coli € uma bactéria do trato
intestinal, considerada como um patdégeno oportunista, causa a maioria das
infecgdes do trato urinario. A Klebsiella pneumoniae € uma bactéria importante
da familia das Enterobactérias. A sua implicagdo maior é infecgdes hospitalares
(aparelho urinario e feridas) principalmente em pacientes imunocomprometidos
com HIV.

Em concordéncia com nosso resultado Marllyn, 2016 verificou que o
extrato do Palythoa caribaeorum possui caracteristicas antimicrobianas,
principalmente contra o crescimento de Klebsiella pneumoniae e a Escherichia
coli.

Isso nos indica que o extrato de organismos marinhos sdo moléculas
promissoras € uma alternativa aos antibiéticos comuns, confirmando os
resultados que obtivemos com o extrato da espécie Palythoa caribaeorum.
Podendo ser considerado um resultado relevante, considerando a dificuldade em

se encontrar na natureza antimicrobiana para bactérias Gram negativas.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Através da pesquisa foi apontado que o extrato das espécies de corais

estudadas contém glicose, proteinas e ions ferro, calcio e magnésio em
diferentes concentracdes de acordo com a metodologia de extracao utilizada.
A espécie de coral Millepora alcicornis nao teve atividade antimicrobiana para
nenhuma das cepas testadas, no entanto o extrato da espécie de coral Palythoa
caribaeorum possui caracteristicas antimicrobiana, principalmente contra o
crescimento de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Isso nos indica que o
extrato de organismos marinhos s&do moléculas promissoras e uma alternativa
aos antibiéticos comuns. Contudo é importante a realizacdo de novos estudos
de uma analise quantitativa no que se refere a caracterizacdo quimica das
espécies. Aponta-se a importancia de repetir os testes usando outra metodologia
de extracao.

Por isto, os resultados alcancados incentivam a continuacdo da pesquisa
dos compostos do extrato de corais marinhos, a fim de identificar novas
propriedades farmacologicas de constituintes, bem como aperfeicoa

metodologia de extragao.
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