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1. INTRODUGAO

Os antimicrobianos séo classes de moléculas de origem natural ou sintética
que sao capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de micro-organismos.
(BERNATOVA et al., 2013). A descoberta destes compostos representou um
grande avang¢o na medicina por permitir o tratamento de infecgbes bacterianas,
até entado, sem tratamento (ADEDEJI, 2016).

Os antibioticos melhoraram significativamente a qualidade de vida da
populagao, porém, surge um problema decorrente de seu uso, o desenvolvimento
de resisténcia bacteriana aos antibioticos usados (AHN et al., 2006; STEWART &
COSTERTON, 2001). A resisténcia antimicrobiana € uma grave ameacga que
cresce em todo mundo, devido ao surgimento de cepas resistentes e multidroga
resistentes (ARIAS & RICE, 2015; HOWARD et al., (2013).

A resisténcia antimicrobiana cresce de forma acelerada conduzindo a cerca
700.000 mortes por ano (ARIAS & RICE, 2015; HOWARD et al., 2013). Estima-se
que em 2050 a resisténcia antimicrobiana venha a tornar-se uma das principais
causas de morte, sendo responsavel por ceifar 10 milhdes de vidas anuais, em
todo o mundo (O’NEILL, 2016).

Nesse cenario, fatores como, pesquisas voltadas a utilizacdo da
biodiversidade e bioprospeccdo de produtos naturais, mostram-se essenciais
para o desenvolvimento de novos antimicrobianos, melhoramento dos ja
existentes, bem como o desenvolvimento de novas formulagcbes farmacéuticas
para combater a problematica da resisténcia microbiana. Neste sentido, as algas
de regides frias como a regido Sub-Antartica apresentam caracteristicas muito
especificas na composi¢ao de acidos graxos. Devido a esta especificidade, elas
sao utilizadas como produto e subproduto nas areas de alimentos, farmacéutica,
cosmética. Porém, ainda pouco estudadas quanto a atividade antimicrobiana de
seus compostos lipidicos.

2. METODOLOGIA

Extratos lipidicos:

As algas Desmarestia anceps e Durvillaea antarctica foram coletadas no
verdo de 2012 no Chile, na regido do Estreito de Magalhdes (Punta Arenas)
situado na area infralitoranea.

A extracao dos lipidios foi realizada a partir do método modificado de BLIGH
& DYER, (1959); a derivatizacdo dos acidos graxos para ésteres metilicos de
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acidos graxos (FAME) baseou-se na metodologia de MOSS, LAMBERT, &
MERWIN, (1974). A extracdo dos esteroides foi realizada segundo a metodologia
de LOPES et al. (2011). A caracterizagao quimica dos compostos foi realizada
por CG-MS e CG-FID.

Utilizou-se nos ensaios microbiolégicos o extrato lipidico apds a extragao por
Bligh & Dyer e o mesmo apds a derivatiagdo, contendo FAME’s; quanto aos
esterdides, os mesmos foram utilizados apds a extracao por saponificacdo. Teve-
se como concentragdo inicial no pogo os valores de 1,25 e 0,625 mg/mL
respectivamente, para os extratos obtidos por Bligh & Dyer/esterdides e
derivatizacéo.

Preparo do Inéculo:

Para os testes microbioldgicos foram utilizadas bactérias multirresistentes de
origem hospitalar estocadas no Laboratorio de Micologia e Bioprospeccado do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia do IB. Os micro-organismos
armazenados em refrigeragdo foram semeados em meio Agar Miieller-Hinton e
incubado a 36°C por 24 h.

Determinacéo da Concentragao Inibitéria Minima:

Para determinar a Concentragédo Inibitoria Minima (CIM) empregou-se a
técnica de Microdiluicdo em Caldo (MC), de acordo com o CLSI, 2006 (Protocolo
M7-A6), para bactérias, adaptado para aos extratos lipidicos. Os extratos lipidios
foram solubilizados em etanol 50% e 50% de caldo Mueller-Hinton. Para realizar o
teste bacteriano, placas estéreis foram previamente preenchidas com 100uL de
caldo Mueller-Hinton; realizou-se em seguida dez sucessivas microdiluigdes (1:2)
dos extratos lipidicos. A concentracdo de solvente empregado foi de 25% e
0,048%, respectivamente, no primeiro pogo e ultimo pogo.

A CIM foi determinada por método colorimétrico com cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio (TTC) 0,015%.

Determinacéo da Concentracao Bactericida Minima:

Para obter a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), foi utilizada uma
aliquota de 5 pL do primeiro poco da microplaca em que houve o crescimento, e
de dois pogos anteriores a esse (pog¢o onde ndo se verificou crescimento), as
quais foram semeados em placa com meio de cultura Agar Mieller-Hinton e
incubadas por 24 h, de forma que se fosse possivel determinar as concentracdes
que foram bactericidas e bacteriostaticas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés extratos obtidos das algas de D. antarctica e D. anceps
apresentaram atividade frente as bactérias Enterobacter faecium e
Staphylococcus aureus multirresistentes de origem hospitalar. Sendo que os
melhores resultados estdo atribuidos a atividade do extrato contendo esterdides,
tendo em vista que 0 mesmo apresentou atividade para ambas cepas. Contudo,
para a atividade bactericida (CBM) o extrato derivatizagdo apresentou os
melhores resultados frente as trés cepas de Acinetobacter baumannii, com
valores inibitérios na faixa de 0,3125 a 0,156 mg/mL.

Os achados do presente estudo, vao de acordo com o disposto na literatura
ROSELL & SRIVASTAVA (1987), analisaram o extrato de nove algas marrom da
costa da Columbia britanica, houve uma alta proporcdo de AG insaturados,
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presentes tanto livres quanto na forma de mono, di e triglicerideos. Nesse estudo,
todos os extratos mostraram atividade contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas.

Table 1. Atividade antimicrobiana in vitro de diferentes extratos lipidicos de D.
antarctica e D. anceps frente a bactérias multirresistentes de origem hospitalar

Concentracao Inibitéria Minima (mg/mL)
Bligh Dyer Derivatizacdo Esterdides
D. D. D. D. D. D.
antarctica anceps antarctica anceps antarctica anceps

Isolados bacterianos

Acinetobacter baumannii' - - - - - -
Acinetobacter baumannii? == = - — - -
Acinetobacter baumannii® - - - - - -
Enterococcus faecium 0,625* 0,625* 0,234* 0,117 0,625* 0,468*
Enterobacter cloacae - - - - - -
Klebsiella pneumoniae == = - - - -
Klebsiella oxytoca -- -- - - - -

Staphylococcus aureus -- -- 0,234* -- 0,625* 0,625*
* Subtragao da atividade atribuida ao veiculo de diluicdo (Etanol), cepas em que os extratos
lipidicos apresentaram atividade antimicrobiana .

Diversos estudos na literatura também relatam a atividade biolégica de
ésteres metilicos, tais como os descritos por CHANDRASEKARAN et al. (2008),
KANNATHASAN & SENTHILKUMAR (2008).

E possivel que a atividade atribuida aos extratos, seja decorrente da acdo de
acidos graxos, tendo em vista que ha muitos relatos da atividade antimicrobiana
desses compostos. Ainda nao esta muito claro o mecanismo preciso da atividade
antimicrobiana atribuida aos acidos graxos, mas sabe-se que o principal alvo
parece ser a membrana celular bacteriana e os varios processos essenciais que
ocorrem nela e dentro da mesma (DESBOIS & SMITH, 2010).

4. CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente estudo mostram-se promissores,
contudo é necessario a caracterizagao quimica de todos os extratos, para melhor
compreensao dos resultados. Somado, pretende-se avaliar a atividade citotoxica
dos extratos de forma que se possa avaliar a viabilidade de utiliza-los como
agentes antimicrobianos.
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