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1. INTRODUCAO

A prevaléncia de Candida como comensal na cavidade oral de individuos
saudaveis varia entre 20 a 75%; no entanto, apesar de ser um microrganismo
saprobio, Candida spp. pode assumir uma forma patogénica frente a
determinadas condi¢cdes locais e/ou fatores predisponentes como: idade,
imunossupressao, xerostomia, uso de préteses dentarias, uso de aparelhos
ortodénticos, ma higienizacdo oral, tabagismo, diabetes mellitus, deficiéncias
nutricionais, uso de antibioticos, entre outros (NAGLIK et al., 2004; MISHA et al.,
2007). O principal patdgeno implicado no desenvolvimento de candidiase oral é a
espécie Candida albicans, entretanto, espécies de Candida ndo-albicans também
podem ser detectadas (MISHA et al., 2007).

Apesar do grande numero de farmacos antifangicos disponiveis, estes ainda
possuem certas limitacdes devido aos seus efeitos colaterais e toxidade; além
disso, o uso indiscriminado desses medicamentos tem resultado no surgimento de
patégenos resistentes. Neste contexto, existe a necessidade permanente de
investigacdo de novos farmacos antifungicos e com baixa toxidade permanece
bastante relevante no contexto cientifico mundial.

Enguanto o ambiente terrestre foi o foco da industria farmacéutica por muitos
anos, 0 ambiente marinho, que representa aproximadamente metade da
biodiversidade global, encontra-se praticamente inexplorado; mostrando-se um
alvo promissor para a descoberta de novos compostos com potenciais
terapéuticos. As algas sao consideradas uma grande fonte de metabdlitos
estruturalmente e biologicamente ativos. Até o presente momento, ha muitas
publicacdes demonstrando uma variedade de atividades farmacolégicas em
substéncias isoladas de algas pardas (ROSALINE et al., 2012; SATHYA et al.,
2013; GOMEZ-ORDONEZ et al., 2014). Além disso, considerando a sua grande
diversidade taxondmica, as investigacdes relacionadas com a busca de novos
compostos biologicamente ativos a partir de algas pode ser visto como um campo
quase ilimitado.

A regido Antartica € caracterizada por grandes agregacfes de macroalgas.
O ambiente natural das algas antarticas é caracterizado por condi¢cdes abidticas
extremas, com uma forte sazonalidade de luz e temperaturas baixas constantes
(ZACHER et al., 2009). Para sobreviver nas condigdes ambientais extremas, as
algas da Antartica tém desenvolvido estratégias de adaptacdo que resultam na
producdo de uma enorme diversidade de compostos que, como demostrado em
inimeros estudos envolvendo diferentes espécies de algas, podem ser
biologicamente ativos e possuir potencial farmacolégico e terapéutico. Diante do
exposto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro o potencial antifungico e
a citotoxidade de extratos da macroalga Himantothallus grandifolius originaria da
Antértica.



2. METODOLOGIA

Espécie de Macroalga e Preparacdo dos Extratos

A espécie estudada foi a macroalga H. grandifolius, coletada em janeiro de
2012, na regido da Bahia do Almirantado na llha do Rei George, Antéartica. A
amostra foi liofilizada e submetida a extracbes sucessivas em extrator soxhlet
com os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol. Apés 6h de
extracdo, os solventes foram evaporados em evaporador rotativo a vacuo e, por
fim, em fluxo de nitrogénio, originando os extratos brutos.

Avaliacdo da Atividade Antifangica

A atividade antifungica de dez concentracfes (1 a 500ug/ml) dos extratos
foi avaliada sobre cepas de Candida albicans ATCC 62342 e isolados clinicos
orais de espécies de C.albicans (3) e C. ndo-albicans: C. parapisilosis, C.
glabrata, C. lipolytica e C. famata, isoladas da cavidade bucal de pacientes com
Candidiase Atrofica Crbénica (CAC) atendidos no Centro de Diagndstico de
Doencas da Boca da Universidade Federal de Pelotas e armazenadas na
Micoteca do Laboratoério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia UFPel.

Os ensaios de susceptibilidade foram realizados pela técnica de
microdiluicdo em caldo, utilizando o documento de referéncia M27-A3 (CLSI,
2008). Controles de viabilidade microbiana e esterilidade do meio e dos extratos
foram incluidos. Fluconazol foi utilizado como farmaco de referéncia. Todos os
ensaios foram realizados em triplicada.

O efeito antifungico foi caracterizado por valores de ICsp, a concentracao
que proporciona 50% de inibicdo do crescimento dos microrganismos em relacao
ao controle de crescimento; e valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), a
menor concentracdo que inibe totalmente o crescimento dos fungos. Os valores
de ICso foram determinados por regressédo nédo linear. Apds a determinacédo da
CIM, a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi determinada pela subcultura
em placas de agar. A CFM foi definida como a menor concentracdo de cada
composto que resultou na auséncia de crescimento celular na superficie das
placas.

Avaliacdo da Citotoxidade

A citotoxidade dos extratos foi avaliada frente a linhagem celular de
fibroblastos de camundongos (NIH/3T3) proveniente do Banco de Células do Rio
de Janeiro, através do ensaio colorimétrico de reducédo do MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio). As células foram cultivadas em meio
essencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com suplemento de 10% de
soro fetal bovino (SFB) e mantidas em garrafas de cultivo celular em estufa a 5%
de COza 37°C.

Para o teste foram utilizadas microplacas de 96 po¢os. Em cada pog¢o foram
adicionadas 2 x 10* células suspendidas em 100 pL de DMEM e a placa
incubada em estufa a 5% de CO, a 37°C, por 24 horas. Posteriormente, as células
foram incubadas com 100 pL de diferentes concentragbes (62,25 a 500 pg/mL)
dos extratos por 24 e 48 horas. Apds este periodo, os produtos foram removidos
e, em seguida, 180 pL de DMEM e 20 pL de MTT foram adicionados em cada
poco e a placa incubada por mais 3 horas. Passado o periodo, o meio foi
descartado e os cristais de formazan ressuspendidos em 200 uyl de DMSO.
Subsequentemente, os resultados foram lidos em leitor de microplaca (MR-96A,
Mindray Shenzhen, China) a um comprimento de onda de 492 nm. Os valores de



absorbéancia foram considerados como indicadores da viabilidade celular e a
porcentagem de inibicdo do crescimento das células determinada através da
formula: % de |n|b|(}é-0 = (1' Ab5492 células tratadas/AbS492(:éIuIas controles) x 100. Os
ensaios foram realizados em triplicata e repetidos em tempos diferentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etil acetandlico (AE) de H. grandifolius demonstrou a melhor
atividade entre todos os extratos testados. Esse extrato exibiu notavel atividade
antifingica/fungicida contra todas as cepas testadas, incluindo as cepas
resistentes ao fluconazol (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividade antifungica in vitro do extrato etil acetandlico da macroalga
Himantothallus grandifolius e do farmaco Fluconazol.

Espécie Ensaio Microrganismos
Extrato (ug/mL) Ca Cal Ca2 Ca3 Cp C.g Cl C.f

Himantothallus  ICsg 49,6 46,7 174 49 197 30 13,6 25,8
grandifolius CIM 500 250 62,5 31,3 250 125 625 125
CFM 500 250 625 31,3 250 125 625 125

Fluconazol [or 53 21,2 <1 <1 <1 146 <1 <1
CIM >500 >500 19 31,3 39 125 39 3,9
CFM >500 >500 625 31,3 78 250 7,8 39

Ca: Candida albicans ATCC62342, Cal: Candida albicans isolado clinico 1, Ca2: Candida albicans
isolado clinico 2, Ca3: Candida isolado clinico 3, Cp: Candida parapsilosis isolado clinico, Cg:
Candida glabrata isolado clinico, Cl: Candida lipolytica isolado clinico, Cf: Candida famata isolado
clinico.

De acordo com Sufian et al. (2013), extratos de plantas com valores de CIM
abaixo de 1000 pg/mL sdo considerados notaveis, e compostos isolados com
CIMs < 100 pg/mL sao considerados ativos. Portanto, com base neste critério, AE
foi claramente o extrato mais ativo, demonstrando valores iguais ou melhores do
que o fluconazol, o farmaco de referéncia. Além disso, enquanto os valores CIM /
CFM > 69 upg/mL sado considerados toxicos para o fluconazol (CLSI 2008), a
avaliacao citotoxica demonstrou uma baixa citotoxidade do AE de H. grandifolius
sobre as células de fibroblastos de camundongos em concentracdes de até 500
pug/mL (Figura 1), demonstrando uma possivel seletividade desse extrato contra
células fungicas, com baixos danos sobre células normais. ApG6s 48h de
exposi¢cdo, o AE da macroalga em estudo foi capaz de estimular o crescimento
das células, podendo ser util em estudos de cicatrizagcdo, por exemplo. Além
disso, a maioria dos extratos testados demonstraram baixa citotoxidade sobre as
células NIH/3T3, abrindo possibilidade de se investigar outras importantes
atividade biolégicas desses extratos.

A caracterizacdo quimica dos extratos e a identificacdo do(s) composto(s)
bioativo(s) s&o necessarias para se compreender a atividade de cada
componente individual e a contribuicdo de cada um na atividade do extrato como
um todo. Estudos de identificacdo das moléculas serdo efetuados mediante a
separacdo em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e emprego de
padrées cromatograficos. As estruturas serdo confirmadas posteriormente por
Espectrometria de Massas.
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Figura 1- Efeito de diferentes tipos e concentracbes de extratos da
macroalga H. grandifolius na inibicdo da linhagem celular NIH/3T3 apds 24 e 48h
de exposicdo aos extratos. Letras mailsculas indicam diferencas significativas
entre as concentracdes e letras minusculas indicam diferencas significativas entre
0s tempos de exposicao. ( ) indica diferenca significativa entre os tipos de
extratos. p-value < 0,05 foi considerado significativo (teste de Tukey). HE: Extrato
hexanico; CE: Extrato cloroférmico; AE: Extrato etil acetandlico; EE: Extrato
etandlico.

4. CONCLUSAO

Os dados obtidos demonstram o potencial antifingico e a baixa citotoxidade
da macroalga da Antartica H. grandifolius, indicando que a alga em estudo pode
ser promissora para o isolamento de substancias com importante potencial
biologico.
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