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RESUMO 

 
A esponja marinha Petromica citrina é considerada uma espécie nativa do 

Brasil encontrada na região sul e sudeste. Entre os compostos isolados neste 

gênero estão os sulfatos de halistanol (esteroides sulfatados) que se 

destacam por suas atividades antiviral e antimicrobiana. O presente estudo 

teve por objetivo avaliar o potencial in vitro (atividade antiviral e 

antimicrobiana) e in vivo (modelos de indução da sepse) da fração n-

butanólica (BF), da fração rica em halistanóis (TSH) e dos compostos 

isolados [sulfato de halistanol (HS) e sulfato de halistanol C (HS-C)]. O 

fracionamento bioguiado da fração BF foi realizado utilizando gel de 

permeação molecular (Sephadex LH-20) que, em um primeiro momento, 

proporcionou a obtenção da amostra bioativa TSH. Esta subfração foi 

submetida a novo processo cromatográfico com sílica de fase reversa, 

permitindo o isolamento do sulfato de halistanol (HS) e sulfato de halistanol 

C (HS-C), compostos estes identificados por ressonância magnética nuclear 

(RMN) e espectrometria de massas (ESI). Os resultados gerados com os 

ensaios de avaliação da atividade antiherpética (HSV-1) da amostra TSH, 

apresentaram índice de seletividade (IS) igual a 15,33, valor este superior 

quando comparado às amostras HS (IS=2,46) e HS-C (IS=1,45). O 

potencial antimicrobiano das amostras TSH, HS e HS-C foram 

estabelecidos por meio das técnicas de difusão em disco, bioautografia e 

microdiluição, sendo constatada atividade frente a três cepas ATCC S. 

aureus, E. faecalis e C. albicans, além de três cepas de isolados clínicos 

bacterianos multirresistentes (S. aureus, MRSA e VRE), sobretudo para 

amostra TSH foram evidenciados  valores de concentrações inibitórias 

mínimas promissoras frente as cepas MRSA (CIM=31,25 µg/mL) e VRE 

(CIM=62,5 µg/mL). Com base nos resultados de atividade antimicrobiana 

da amostra TSH, a mesma foi submetida a ensaios em modelos 

experimentais de indução de sepse (in vivo). A administração via 

intraperitoneal dessa amostra na dose de 12 mg/kg no modelo de 

pneumosepse foi capaz de retardar a morte dos animais. Contudo, no 

modelo de ligação e perfuração cecal (CLP) a amostra TSH não exerceu 

efeito na taxa de sobrevivência dos animais quando administrada na dose 33 

mg/Kg. 

 

Palavras-chaves: Atividade antimicrobiana. Atividade antiviral. Petromica 

citrina. Sepse. Sulfato de halistanol.  
  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The marine sponge Petromica citrina is considered a native species found 

in south and southeast of Brazil. Among the compounds isolated at this 

genus are the halistanol sulfates (sulfated steroids), that showed antiviral 

and antimicrobial activities. The aim of this study was to evaluate the 

potential in vitro (antiviral and antimicrobial activity) and in vivo (sepsis 

model) of the n-butanol fraction (BF), halistanol enriched-fraction (TSH) 

and compounds isolated [halistanol sulfate (HS) and halistanol sulfate C 

(HS-C)]. Herein it was performed a chemical bioguided fractionation of BF 

fraction using gel permeation (Sephadex LH-20), as a first step to obtain 

bioactive TSH sample. This TSH fraction was then submitted to a new 

purification process by reversed phase chromatography yielding the 

halistanol sulfate (HS) and halistanol sulfate C (HS-C), that were identified 

by nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectrometry (ESI). The 

results of anti-herpetic activity (HSV-1) were significantly more attractive 

to TSH sample, that showed selectivity index SI =15.33, while HS 

(SI=2.46) and HS-C (SI=1.45) showed weak activities. The antimicrobial 

potential of TSH, HS and HS-C were established by the disk diffusion, 

bioautography and microdilution techniques. The results showed 

antimicrobial activity against three ATCC strains (S. aureus, E. faecalis and 

C. albicans), as well as against three clinical multiresistant strains (S. 

aureus, MRSA and VRE). The TSH sample, presented the most promising 

results with minimum inhibitory concentrations values against MRSA 

strains (MIC=31.25 µg/ mL) and VRE (MIC=62.5 µg/mL). Finally, the 

TSH was assayed in two experimental models of sepsis (in vivo). The 

intraperitoneal administration of this sample at 12 mg/kg in Pneumosepse 

model was able to delay the death of animals. On the other hand, in the 

cecal ligation and puncture model (CLP), TSH sample at 33 mg/kg did not 

shown effect on the animal survival. 

 

Keywords: Antimicrobial activity. Antiviral activity. Petromica citrina. 

Sepsis. Halistanol sulfate. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Ao longo da história, a natureza tem contribuído na manutenção 

das necessidades básicas do homem, sobretudo, disponibilizando 

recursos naturais que podem ser aproveitados por diversos ramos, 

incluindo o seguimento farmacêutico (DIAS; URBAN; ROESSNER, 

2012; LAHLOU, 2013). 

Dados publicados recentemente apontam importantes fármacos 

provenientes de fontes naturais que revolucionaram o tratamento de 

doenças graves, como também a magnitude que os produtos naturais 

apresentam na descoberta de novas substâncias. Entre os anos de 1981-

2010 foram introduzidos no mercado 195 novas moléculas com 

atividade anti-infecciosa, e destas 69% foram inspiradas em produtos 

naturais. Esse percentual torna-se ainda maior, quando se trata de 

substâncias que podem ser empregadas no tratamento do câncer. No 

mesmo período foram inseridas no mercado 173 novas moléculas para 

tal finalidade, sendo que 75% eram derivadas de produtos de ocorrência 

natural (CRAGG; NEWMAN, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2012). 

Nesse contexto, um campo que vem se destacando é a 

investigação com produtos naturais de origem marinha. Os oceanos e 

mares, devido a área que ocupam na superfície da terra e pela 

diversidade taxonômica que abrigam, representam uma importante fonte 

para a descoberta de novos agentes bioativos. Contudo, efetivamente 

somente nos últimos 40 anos foi possível uma exploração da riqueza do 

ambiente marinho e de seus organismos que frequentemente produzem 

uma gama de metabólitos secundários com estruturas químicas 

diferenciadas e complexas (LEAL et al., 2012; MONTASER; LUESCH, 

2011). 

O primeiro relato de moléculas bioativas provenientes de fontes 

marinhas ocorreu em 1951 pelos autores Bergmann e Feeney. A partir 

de uma esponja coletada no Caribe, Tethya crypta, foram isolados dois 

nucleosídeos denominados espongouridina (1) e espongotimidina (2).  

Transcorridos cerca de 15 anos, essas substâncias serviram como 

protótipos para obtenção dos análogos sintéticos, como a Vidarabina 

(ara-A) (3) e Citarabina (ara-C) (4), indicados desde então, como agente 

antiviral (Vira-A
®
) e anticâncer (Cytosar-U

®
), respectivamente 

(COSTA-LOTUFO; WILKE; JIMENEZ, 2009). 
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A partir dessa iniciativa, teve origem toda uma geração de 

nucleosídeos terapeuticamente potentes e relevantes para a prática 

clínica, como azidotimidina (AZT) (5) e aciclovir (6) (COSTA- 

LOTUFO WILKE; JIMENEZ, 2009; FELÍCIO; OLIVEIRA; 

DEBONSI, 2012; MOLINSKI et al., 2009). 
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Outra contribuição dos produtos naturais marinhos ocorreu em 

2004 com aprovação do Ziconotídeo (7) (Prialt
®
), sendo este o primeiro 

composto ativo a ser utilizado como fármaco sem a necessidade de 

modificações estruturais. Este fármaco (ω-conotoxina), cuja estrutura é 

caracterizada como um peptídeo de 25 aminoácidos foi isolado do 

molusco Conus magus sendo recomendado para utilização no tratamento 
da dor crônica, por possuir uma ação analgésica 1000 vezes mais 

potente que a morfina (COSTA-LOTUFO WILKE; JIMENEZ, 2009; 

MAYER et al., 2010; MISHRA; TIWARI, 2011). 
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H2N-CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC-CONH2 

 

 
 

Ainda nesse mesmo ano, foi descoberto um adjuvante para 

auxiliar na dieta de adultos com elevados níveis de triglicerídeos (≥500 

mg/dL), constituído por uma mistura de ácidos graxos poli-insaturados 

ômega 3 (8), ácido eicosapentaenóico (EPA) e docosahexaenóico 

(DHA), obtidos a partir de óleos de peixe e comercializados como 

Lovaza
®
. Essa preparação também é recomendada em casos de 

arteriosclerose coronária e na prevenção secundária pós-infarto do 

miocárdio (DAYSPRING, 2011; KOSKI, 2008).  

O

O

 
 

O

O  
 

Em 2007 a Agência Europeia de Medicamentos (EMEA) 

autorizou o uso clínico da Trabectedina (9) (Yondelis
®
). Encontrado em 

um tunicado Ecteinascidia turbinata coletado no Caribe, tal substância 

mostrou-se eficaz no tratamento de sarcoma de tecidos moles. Esse 

mesmo fármaco, também está sendo avaliado para os tratamentos de 

câncer de ovário (ensaios clínicos de fase III), próstata, mama, 

osteossarcoma e tumores sólidos pediátricos (ensaios clínicos de fase II) 

(COSTA-LOTUFO WILKE; JIMENEZ, 2009; MAYER et al., 2010). 
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Com base na estrutura da substância Halicondrina B (10), isolada 

da esponja Halichondria okadai, foi obtido o análogo sintético Mesilato 

de eribulina (11) (Halaven
®
), aprovado recentemente pelo (FDA) para 

terapia do câncer de mama metastático (JAIN; VAHDAT, 2011). 
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Baseado na molécula dolastatina originalmente isolada do 

molusco Dolabella auricularia (12), foi obtido o anticorpo-fármaco 

Brentuximabe vedotina (Adcetris
®
) (13) recomendado para o tratamento 

de linfoma anaplásico de grandes células e linfoma de Hodgkin 

(SENTER; SIEVERS, 2012). 
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Recentemente, a empresa austríaca de biotecnologia Marinomed 

constatou uma inovadora aplicação para as carragenanas 

(polissacarídeos lineares sulfatados). Tais substâncias extraídas das 

                (12)            

(10)                                    

                (13)            

(10)                                    
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algas vermelhas são amplamente utilizadas e bastante conhecidas na 

indústria alimentícia por suas propriedades espessantes e estabilizantes, 

e há pouco, passaram a ser comercializadas como componentes 

antivirais (carragenanas do tipo iota) de sprays nasais (Carragelose
®
, 14) 

(MARTINS et al., 2014). 
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De forma resumida, é possível constatar que o número de 

fármacos aprovados para uso clínico originários do ambiente marinho é 

ainda limitado, embora exista um expressivo número de compostos em 

estudos pré-clínicos e clínicos conforme mostrados no quadro 1. Cabe 

enfatizar, que os dados apresentados foram embasados nas publicações 

dos autores Gerwick e Moore (2012) e Martins e colaboradores (2014), 

apesar do número de substâncias em diferentes etapas dos ensaios 

clínicos possa ser superior ao apontado por eles (COSTA-LOTUFO 

WILKE; JIMENEZ, 2009; HUSSAIN et al., 2012; LIU et al., 2012; 

MAYER et al., 2010; MOLINSKI et al., 2009). 

Blunt e colaboradores (2015) destacaram que apenas no ano de 

2013 foram isolados 1163 novos compostos de organismos marinhos, 

resultando em 379 publicações científicas. Esses números, quando 

comparados aos do ano anterior revelaram um aumento de 6% (BLUNT 

et al., 2015; BLUNT et al., 2014). 

De fato, principalmente nessas últimas três décadas, as 

investigações químicas e farmacológicas com organismos marinhos, 

contribuíram significativamente na descoberta de novas substâncias, 

com aproximadamente 15.000 compostos reportados até o ano de 2010 

(Figuras 1 e 2) (MEHBUB et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

    (14) 
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Figura 1- Número de novos compostos isolados de organismos 

marinhos entre as décadas de 1970-2010. Adaptado: Mehbub e 

colaboradores (2014). 

 
 

 

Figura 2- Número total de novos compostos isolados de diferentes 

organismos marinhos entre os anos de 2001-2010. Adaptado: Mehbub e 

colaboradores (2014). 

 
 

Possivelmente o aumento no interesse por esta classe de produtos 

naturais esta vinculado tanto à possibilidade do isolamento de estruturas 

químicas inéditas como também as promissoras e variadas atividades 

farmacológicas que estão sendo constatadas para esses compostos, tais 

como anticâncer, anti-inflamatória, antimicrobiana, antiprotozoária, 
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antiviral entre outras (BLUNT et al., 2015, BLUNT et al., 2014; 

MAYER et al., 2013; SAWADOGO et al., 2013; SENTHILKUMAR; 

KIM, 2013; VO et al., 2011).   

Essa afirmação é corroborada através da revisão elaborada por 

Mayer e colaboradores (2013). De acordo com os autores, nos ensaios 

farmacológicos pré-clínicos realizados com produtos naturais marinhos, 

entre os anos de 2009-2011, foram reportadas as atividades 

antibacteriana, antifúngica, antiprotozoária, antituberculose e antiviral 

para 102 substâncias. Ainda nesse estudo, foram identificados outros 60 

compostos isolados de organismos marinhos que além de atuarem no 

sistema nervoso e imune, também exercem atividade contra a diabetes e 

a inflamação. 
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Quadro 1- Produtos naturais marinhos disponíveis comercialmente e alguns compostos em estudos clínicos. 

Adaptado: Gerwick; Moore, 2012; Martins e colaboradores (2014). 

 

 

 

 

Status clínico Nome do Composto Natural ou 

Derivado 

Fonte de obtenção Área da doença 

Aprovado FDA Citarabina (Ara-C) Derivado Cryptotethya crypta Câncer 

Aprovado FDA Vidarabina (Ara-A) Derivado Cryptotethya crypta Antiviral 

Aprovado FDA Ziconotídeo Natural Conus magnus Dor 

Aprovado FDA Mesilato eribulina (E7389) Derivado Halichodria okadai Hipertrigliceridemia 

Aprovado FDA Ácido ômega 3-etil-ester Derivado Peixes Câncer 

Aprovado FDA Trabectedina (ET-743) Natural Ecteinascidia turbinata Câncer 

Aprovado FDA Brentuximabe vedotina Derivado Dolabella auricularia Câncer 

Aprovado FDA Iota-carragenana Natural Eucheuma/Cnondus Antiviral 

Fase clínica III Plitidepsina (Aplidina) Natural Aplidium albicans Câncer 

Fase clínica II DMXBA (GTS-21)  Derivado Paranemertes peregrina Cognição, Esquizofrenia 

Fase clínica II Plinabulina (NPI 2358) Derivado Aspergillus sp. Câncer 

Fase clínica II Elisidepsina Derivado Elysia rufescens Câncer 

Fase clínica II Zalipsis (PM00104) Derivado Joruna funebris Câncer 

Fase clínica II Glembatumumabe vedotina Derivado Dolabella auricularia Câncer 

Fase clínica II Lurbinectedina (PM01183) Derivado Ecteinascidia turbinata Câncer 

Fase clínica II 
CDX-011 

(Derivado Dolastatina-10) 
Derivado Dolabella auricularia Câncer 

Fase clínica I Salinosporamida A Natural Salinospora tropica Câncer 
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Continuação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Status clínico Nome do Composto Natural ou 

Derivado 

Fonte de obtenção Área da doença 

Fase clínica I 
Análogo da Trabectedina 

(PM01183) 
Derivado Ecteinascidia turbinata Câncer 

Fase clínica I SGN-75 Derivado Dolabella auricularia Câncer 

Fase clínica I ASG-5ME Derivado Dolabella auricularia Câncer 

Fase clínica I 
Derivado Hemiasterlina 

(E7974) 
Derivado Hemiastrella minor Câncer 

Fase clínica I Briostatina Natural Bugula neritina Câncer e Alzheimer 

Fase clínica I PM060184 Natural Lithoplocamia lithistoides Câncer 

Fase clínica I Soblidotina Derivado Dolabella auricularia Câncer 
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O estudo proposto por Hu e colaboradores (2015) apresenta um 

panorama ainda mais amplo, contemplando informações sobre a 

distribuição dos compostos bioativos durante os anos de 1985-2012, 

sendo os mesmos inseridos em oito grupos de atividades farmacológicas 

conforme mostrado na figura 3.  

 

Figura 3- Estatísticas de bioatividade dos novos produtos naturais 

marinhos por ano. Adaptado: Hu e colaboradores (2015).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

(1)= Anticâncer; (2)= Antibacteriano; (3)= Antifúngico; (4)= Antiviral; (5)= 

Ação inseticida; (6)= Prevenção de doenças cardíacas; (7)= Proteção neurônios 

e (8)= Outras atividades. 

 

Outro ponto importante de ser ressaltado é quanto à localização 

geográfica em que a maior parte desses novos compostos foram 

reportados. Segundo Leal e colaboradores (2012), nas últimas duas 

décadas, o Japão, Austrália, Coréia, Taiwan e China foram os países que 

mais investiram na investigação com organismos marinhos. Tais regiões 

são responsáveis por mais de 40% dos novos produtos naturais de 

invertebrados marinhos descobertos. Ainda em relação a esse 

levantamento foram listados um total de 25 países, porém nenhum dos 

países situados na América do Sul mostrou uma contribuição expressiva. 
Com um litoral contínuo que ultrapassa 8.500 km de extensão, o 

Brasil é um dos países com maior potencial para a descoberta de novas 

substâncias bioativas. Entretanto as pesquisas em bioprospecção e 

biotecnologia marinha ainda são incipientes em nosso país quando 

comparadas a outros países como, por exemplo, a Espanha, Estados 

1            2             3           4             5            6             7            8 
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Unidos e Japão, que contém companhias que investem na pesquisa de 

fármacos de origem marinha como PharmaMar, Nereus Pharmaceuticals 

e Eisai, respectivamente (BERLINCK et al., 2004; COSTA-LOTUFO; 

WILKE; JIMENEZ, 2009; JOLY et al., 2011; MARTINS et al., 2014). 

A fim de contribuir para o conhecimento científico de espécies 

marinhas bioativas brasileiras e direcionar essa proposta de trabalho, no 

ano 2011 teve início em nosso grupo de investigação um estudo com 27 

algas e 13 invertebrados marinhos. Os extratos destes organismos 

apresentaram potencial antimicrobiano, antiviral e antiprotozoário in 

vitro (Apêndice 1). 

Dentre as espécies ativas detectadas nesse trabalho, a esponja 

Petromica citrina, mais especificamente a fração n-butanol dessa 

espécie, apresentou resultados promissores frente às atividades antiviral 

e antimicrobiana (BIANCO et al., 2013). Estes resultados com a fração 

n-butanólica, associados à disponibilidade de material para coleta no 

litoral de Santa Catarina e ao número limitado de publicações com o 

gênero (BASTOS et al., 2013; CRISTANCHO et al., 2007; KOSSUGA 

et al., 2007; LIMA et al., 2014; MARINHO et al., 2010; MARINHO et 

al., 2012; MONKS et al., 2002; RIBEIRO et al., 2013; SILVA et al., 

2006), foram os motivos que conduziram a escolha desta espécie como 

objeto de estudo da presente tese. 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Aprofundar a investigação de metabólitos bioativos da espécie P. 

citrina por meio de um ensaio bioguiado visando caracterizar os 

compostos responsáveis pelas atividades antiviral e antimicrobiana (in 
vitro e in vivo). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Ampliar os ensaios de triagem antibacteriana e antifúngica da 

fração n-butanol frente a um maior número de cepas padrões ATCC 

(“American Type Culture Collection”) e de cepas de isolados clínicos 

bacterianos através do ensaio de difusão em disco. 

 Detectar as substâncias responsáveis pela atividade 

antimicrobiana através da técnica de bioautografia. 

 Determinar através da técnica de microdiluição a concentração 

inibitória mínima (CIM), de frações e substâncias isoladas de P. citrina, 

como também a concentração bactericida mínima (CBM). 

 Avaliar o efeito terapêutico da(s) amostra(s) ativa(s) em dois 

modelos experimentais in vivo de sepse. 

 

Considerando os objetivos apresentados, o presente trabalho está 

organizado em quatro capítulos. 

 

 O capítulo I apresenta uma breve revisão da literatura sobre o 

Filo Porífero e o gênero Petromica englobando tópicos sobre taxonomia, 

aspectos químicos e atividades biológicas.  

 O capítulo II discute os dados referentes à atividade anti HSV-1 

de frações e substâncias isoladas da fração n-butanol de P. citrina, bem 

como a elucidação estrutural dos compostos ativos presentes em tal 

fração. 

 O capítulo III apresenta os dados referentes à atividade 

antimicrobiana de frações e substâncias isoladas da fração n-butanol de 

P. citrina. 

 O capítulo IV apresenta o potencial in vivo da amostra TSH nos 

modelos Pneumosepse e de Ligação e Perfuração Cecal (CLP).   

 

Ao final, será apresentada a discussão geral dos resultados 

obtidos e as conclusões.  
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CAPÍTULO I - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA: 

 FILO PORÍFERO E GÊNERO Petromica 
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1.1 FILO PORÍFERO 

 

Dentre todas as classes de organismos marinhos, as esponjas, 

também conhecidas como poríferos, são as representantes desse habitat 

quimicamente mais prolíficas. Durante os anos de 2001-2010 

ofereceram cerca de 30% dos novos produtos naturais marinhos, o que 

representou mais de 2400 novos compostos, os quais foram obtidos a 

partir de 542 gêneros e 671 espécies de esponjas. Em termos totais, 

estima-se que até a presente data, tenham sido isolados 4.851 novos 

compostos desse filo (MEHBUB et al., 2014). 

As esponjas estão entre os mais antigos animais multicelulares, 

surgiram possivelmente há mais de 700 milhões de anos. Estes 

organismos são encontrados fixados sobre substratos sólidos (sésseis) e 

chamam atenção por sua grande variedade de cores, formas, tamanhos e 

consistências (TAYLOR et al., 2007). 

Com cerca de 15.000 espécies descritas e provavelmente muitas 

ainda para serem identificadas, as esponjas encontram-se distribuídas 

por regiões tropicais, temperadas e polares (ABBAS et al., 2011; 

MOURA et al., 2011; SEPCIC et al., 2010; TURK et al., 2013). Um 

percentual ínfimo de esponjas (1%) habitam águas doces.  
 

1.1.1 Diversidade química e biológica do filo porífero 

 
Uma das características mais marcantes desses organismos 

sésseis são os mecanismos de defesa contra predadores e assentamento 

larval de outros organismos. Além de possuírem estruturas que 

possibilitam suas defesas físicas, muitas esponjas desenvolveram 

mecanismos de proteção de natureza química através da produção de 

metabólitos secundários para superar sua inerente vulnerabilidade no 

meio, garantindo vantagens na sobrevivência e na competição por 

espaço (HILL; LOPES; YOUNG, 2005; PAWLICK et al., 1995). 

Em função desta peculiaridade, esses organismos possuem 

habilidade de sintetizar uma gama de compostos de diferentes classes 

químicas como ácidos graxos, alcaloides, esteroides, lipídeos, 

policetídeos, terpenos entre tantas outras mostradas na Figura 4 

(MEHBUB et al., 2014). 
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Figura 4- Distribuição entre diferentes classes químicas dos novos 

compostos isolados de esponjas marinhas. Adaptado: Mehbub e 

colaboradores (2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Consequentemente, essa diversidade de metabólitos secundários 

com estruturas incomparáveis propicia um amplo painel de 

bioatividades como antitumoral/citotóxicos, antimicrobiano, antiviral, 

antimalárico, anti-inflamatória, anti-alzheimer e antituberculose, 

compostos excepcionalmente interessantes para aplicações futuras na 

indústria farmacêutica (MEHBUB et al., 2014). 

Muitas publicações de revisões expressam toda potencialidade 

desse grupo de organismos que poderão representar opções terapêuticas 

como antimicrobianos (Quadro 2) e antivirais (Quadro 3). 

Classes Químicas 

N
ú

m
er

o
 d

e 
n

o
v
o
s 

co
m

p
o
st

o
s 

   1     2      3     4     5     6      7     8     9     10   11   12   13   14   15    16   17    18 

 
 (1) Ácidos; (2) Alcaloides; (3) Éster; (4) Ácidos graxos; (5) Glicosídeos; (6) 

Cetonas; (7) Lipídeos; (8) Macrolídeos; (9) Álcool; (10) Peptídeos; (11) 

Peróxidos; (12) Policetídeos; (13) Quinolonas; (14) Esteroides; (15) Esterol; (16) 

Terpenos; (17) Terpenoides e (18) Outros. 
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Quadro 2- Exemplos de compostos com atividade antibacteriana e antifúngica isolados de esponjas marinhas. 

Adaptado: Laport, Santos e Muricy (2009). 

 
 

 

Compostos Classes Espécies Espectro de ação 

(S)-(+) Curcufenol Sesquiterpeno Myrmekioderma styx M. tuberculosis 

6-Hidróxi-manzamina E Alcaloide Acanthostrongylophora sp. M. tuberculosis 

Agelasina D Derivado purina Agelas sp. Bactérias Gram positivas e negativas, M. 

tuberculosis 

Arenosclerinas A-C Alcaloides Arenosclera brasiliensis S. aureus (MRSA) 

P. aeruginosa (cepa multirresistente) 

Axinelaminas B-D Alcaloides Axinella sp. H. pylori 

Ácido acetilênico C14 Ácido graxo Oceanapia sp. E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e B. subtillis  

Caminosideos A-D  Glicolípideos Caminus sphaeroconia E. coli 

Coralidictials A-D  Hidroquinonas Aka coralliphaga S. aureus 

Cribrostatina 3  Alcaloide Cribrochalina sp. N. gonorrheae (cepa multirresistente) 

Cribrostatina 6  Alcaloide Cribrochalina sp. S. pneumoniae (cepa multirresistente) 

CvL  Lecitina Cliona varians B. subtilis e S. aureus 

Ácido isojaspico, 

Cacospongina D e 

Jaspaquinol 

Diterpenos Cacospongia sp. S. epidermidis 

Latrunculins Macrolídeo Negombata magnifica S. aureus e B. cereus 

Meloplin C Heterocíclico 

nitrogenado 

Melophlus sarassinorum B. subtilis e S. aureus 

Petrosamina B Alcaloide Oceanapia sp. H. pylori 
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Continuação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compostos Classes Espécies Espectro de ação 

Polidiscamida A Peptídeo Discodermia sp. B. subtilis 

Agelasinas /agelasiminas Alcaloides Agelas sp. C. krusei 

Psamaplina A Derivado  

Bromo-tirosina 

Psammaplysilla S. aureus (MRSA) 

Discobahamina A-B Peptídeos Discodermia sp. C. albicans 

Euristerols A-B Esteróis Euryspongia sp. C. albicans 

Manzamina A Alcaloide Acanthostrongylophora sp. C. neoformans 

Naamina D Alcaloide Leucetta chagosensis C. neoformans 

Secomanoalideo Sesteterpeno Luffariella variabilis C. glabrata, C. krusei e 

C. albicans 

Arenosclerinas A-

C/Haliclonaciclamina E 

Alcaloides Arenosclera brasiliensis C. albicans 

Jasplakinolideo/Jaspamida Despeptídeos 

macrocíclicos 

Jaspis sp. C. albicans 



 

 

47 

 

Quadro 3- Exemplos de compostos com atividade frente a diferentes vírus isolados de esponjas marinhas. Adaptado: 

Sagar, Kaur e Minneman (2010). 

 

Compostos Classes Espécies Espectro ação 

Micalamida A-B Nucleosídeos  Mycale sp. Anti-HSV-1 

Avarol Hidroquinona Disidea avara Anti-HIV 

Papuamida A, B, C e D Peptídeos Theonella mirabilis e Theonella swinhoei Anti-HIV 

Microspinosamida Peptídeo Sidonops microspinosa Anti-HIV 

4-Metilaptamina Alcaloide Aaptos aaptos Anti-HSV-1 

Dragmacidina F Alcaloide Halicortex sp. Anti-HSV-1 e Anti-HIV 

Manzamina A Alcaloide Haliclona sp. e Pachypellina sp. Anti-HIV e Anti-HSV-2 

Hamigerana B Macrolídeo Hamigera tarangaensis Anti-HSV-1 e HSV-2 
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Outro aspecto importante são associações das esponjas com uma 

ampla variedade de microorganismos, como archaeas, bactérias, fungos 

e microalgas. A estrutura morfológica, assim como a alta capacidade de 

filtração desses organismos (24000 litros de água por kg de tecido) 

favorece a formação de um ambiente microbiano, que dependendo da 

espécie pode constituir 40% da biomassa da esponja (TAYLOR et al., 

2007). 

Atualmente vários estudos sustentam a hipótese da origem 

simbiótica, em que muitas das substâncias farmacologicamente ativas 

relatadas como isoladas de esponjas, sejam provavelmente produzidas 

por microorganismos marinhos (TAYLOR et al., 2007; THOMAS; 

KAVLEKAR; LOKABHARATHI, 2010; TURQUE et al., 2010). A 

manzamina A, utilizada em ensaios clínicos contra a malária, é um dos 

exemplos de compostos que reitera essa afirmação. Originalmente, sua 

obtenção foi relatada para esponjas marinhas do gênero Haliclona 

coletadas no Japão, contudo esclareceu-se recentemente que tal 

substância é produzida por actinomicetos do gênero Micromonospora 

(VOGEL et al., 2008). 

Muitos outros exemplos nesse sentido são descritos no trabalho 

de revisão elaborado por Thomas, Kavlekar e Lokabharathi (2010), 

sendo mostrados mais de 100 compostos bioativos derivados dessa 

associação entre esponjas e microorganismos.  

 

1.1.2 Esponjas no litoral de Santa Catarina 
 

Os costões rochosos e as muitas ilhas em Santa Catarina 

oferecem substratos diversificados para a fixação da fauna de poríferos 

na região sul da costa brasileira. A primeira espécie de esponja 

identificada em nosso litoral foi a Geodia glariosa, encontrada em 

Imbituba (VOLKMER-RIBEIRO; MOTHES-DE-MORAES, 1975). 

As investigações realizadas por alguns pesquisadores (BOUZON 

et al., 2012; CARVALHO et al., 2003; LERNER; HADJU, 2002; 

LERNER, 1996; MOTHES et al., 2006) permitiram ampliar o 

conhecimento quanto a presença de poríferos (mais de 38 espécies de 

esponjas distribuídas em diferentes ordens) na costa catarinense, já que 

até a metade dos anos de 1990, apenas 17 espécies de esponjas haviam 

sido relatadas para a região (MOTHES-DE-MORAES, 1987; MOTHES; 
LERNER, 1994). Segundo Carraro (2012), dezessete localidades 

apresentam registros de esponjas no estado de Santa Catarina, 
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distribuídas basicamente em seis municípios: Bombinhas, Governador 

Celso Ramos, Florianópolis, Palhoça, Garopaba e Imbituba. 

O número de esponjas registradas foi de 75 espécies sendo que, 

três gêneros se destacaram: Haliclona, Clathria e Mycale, representando 

30% de todas as espécies registradas para Santa Catarina.  

Entre os anos 2010 a 2012 foram realizadas por parte do nosso 

grupo coletas através de mergulho autônomo pela costa de Santa 

Catarina (Ilha das Aranhas, Ilha do Campeche, Ilha do Xavier, Praia 

Canasvieiras, Praia da Lagoa da Conceição e na Praia do Sambaqui) e 

pelo litoral do nordeste do nosso país (Praia Arraial d’ Ajuda, Atol das 

Rocas, Praia Cabo Branco, Praia Enseada dos Corais, Praia Farol da 

Barra, Praia do Farol Itapuã e Praia Taíba) que permitiram a preparação 

de extratos de diferentes invertebrados marinhos e algas, os quais foram 

submetidos a estudos preliminares frente às atividades antimicrobiana, 

antiparasitária e antiviral (BIANCO et al., 2013).  

 

1.1.2.1 O Gênero Petromica 

 

O gênero Petromica compreende oito espécies (P. digitata, P. 

grimaldii, P. massalis, P. plumosa, P. tubulata, P. pacifica, P. 

ciocalyptoides e P. citrina) que podem ser encontradas em diversas 

partes do mundo, ainda que no Brasil, até o momento, tenha sido 

descrita a ocorrência apenas de P. ciocalyptoides e P. citrina (Figura 5). 

Em relação à distribuição dessas duas espécies, P. ciocalyptoides pode 

ser encontrada em Búzios (Rio de Janeiro), Fernando de Noronha 

(Pernambuco) e Salvador (Bahia), enquanto que P. citrina está presente 

nos litorais dos estados de Santa Catarina, São Paulo e Rio de Janeiro 

(LERNER, 1996; MURICY et al., 2001). 

P. citrina, ordem Halichondrida, família Halichondriidae, 

apresenta coloração que pode variar entre tons de laranja e amarelo. 

Possui forma incrustante, maçiça e com superfície irregular, podendo ser 

encontrada em costões rochosos em profundidades que variam de 3 a 25 

m (MURICY et al., 2001). 

Especificamente para esse estudo, amostras dessa espécie (Figura 

6) foram coletadas em dois períodos (Janeiro-Julho/2010 e 

Janeiro/2015) por mergulho autônomo na Ilha de Xavier, localizada na 

costa do estado de Santa Catarina, distribuídas entre as profundidades de 
13 a 17 m. Tanto as coletas como as identificações dos materiais foram 

realizadas pelo Dr. João Luís Carraro do laboratório de Porifera do 

Museu Nacional (Universidade Federal do Rio de Janeiro).  
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Figura 5- Distribuição mundial de todas as espécies validadas do gênero 

Petromica. Adaptado: Muricy et al., 2001. 

 
 (A) P. grimaldii, (B) P. massalis, (C) P. plumosa, P. tubulata e P. digitata, (D) 

P. ciocalyptoides, (E) P. citrina e (F) P. pacifica.  

 

Figura 6- Foto in situ da esponja P. citrina.  

 
Fonte: João Luís Carraro. 
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1.1.2.2 Atividades biológicas relatadas para o gênero Petromica 

 

As publicações envolvendo o gênero Petromica são ainda 

limitadas, e em sua maior parte estão focadas em estudos de triagens 

farmacológicas com extratos de diferentes organismos marinhos. Uma 

tabela em ordem cronológica de publicação é apresentada para que se 

possa ter uma melhor dimensão do que foi mencionado (Quadro 4), e na 

sequência os mesmos são apresentados com maiores detalhes.
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Quadro 4- Atividades biológicas descritas para o gênero Petromica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie Local de coleta Extrato Atividade Referências 

P. citrina Santa Catarina Metanol:toluen

o (3:1) 

Triagem antimicrobiana e antiviral Monks et al., 2002 

P. citrina Santa Catarina Aquoso Triagem antiviral Silva et al., 2006 

P. ciocalyptoides Colômbia Metanol Triagem antimitótica Cristancho et al., 

2007 

P. ciocalyptoides Bahia Metanol Atividade inibitória da enzima 

adenosina fosforribosil transferase e 

isolamento do sulfato de halistanol 

Kossuga et al., 2007 

P. ciocalyptoides Colômbia Clorofórmio: 

metanol (3:1)  

 

Triagem constituição química Rodriguez et al., 

2010 

P. citrina Rio de Janeiro Aquoso Triagem antimicrobiana Marinho et al., 2010 

P. citrina Rio de Janeiro Aquoso Avaliação antimicrobiana de sulfato 

halistanol 

Marinho et al., 2012 

P. citrina Rio de Janeiro  Diclorometano Triagem antifouling Ribeiro et al., 2013 

P. citrina São Paulo Derivado 

metabolismo 

bactéria  

Efeito protetor contra o modelo 

Diarreia Viral Bovina (BVDV) 

Bastos et al., 2013 

P. citrina Santa Catarina Fração n-

butanol 

Triagem antimicrobiana, antiviral e 

antiprotozoária 

Bianco et al., 2013 

P. citrina Santa Catarina Fração n-

butanol 

Atividade antiviral Guimarães et al., 

2013 

P. ciocalyptoides Bahia Metanol Atividade do sulfato de halistanol 

frente S. mutans  

Lima et al., 2014 
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Em 2002 Monks e colaboradores realizaram triagem in vitro com 

10 esponjas marinhas coletadas no litoral de Santa Catarina frente às 

atividades antitumoral e antimicrobiana. Contudo, P. citrina não se 

mostrou ativa em nenhum dos bioensaios avaliados.  

Da mesma forma não foram observados resultados promissores 

para essa espécie nos ensaios de avaliação da atividade antiviral frente à 

Herpes simplex virus 1 (HSV-1; cepa KOS), Adenovírus humano 

sorotipo 5 (HAdv-5) e Rotavírus (RV-SA11) (SILVA et al., 2006).  

A atividade antimitótica in vitro de 15 esponjas marinhas 

coletadas na Colômbia foi avaliada em larvas do ouriço-do-mar 

Lytechinus variegatus. Os autores constataram que 80% das espécies, 

incluindo P. ciocalyptoides foram capazes de inibir a divisão mitótica 

dos ovos fertilizados dos ouriços desde o inicio do estágio celular 

(CRISTANCHO et al., 2007). 

A primeira descrição relativa à constituição química do gênero 

Petromica foi realizado por Kossuga e colaboradores (2007) em um 

estudo envolvendo 04 esponjas marinhas, 01 ascídia e 01 octocoral. 

Particularmente em relação ao extrato metanólico P. ciocalyptoides 

coletada na Bahia, foi possível verificar sua potente capacidade de inibir 

a ação da enzima adenosina fosforribosil transferase (98%) isolada de 

Leishmania tarantolae na concentração de 50 µg/mL, o qual 

posteriormente foi fracionado levando ao isolamento de um esteroide 

sulfatado, denominado sulfato de halistanol (15), substância 

originalmente isolada da esponja Halichondria cf. moorei (FUSETANI 

et al., 1981).  

CH3

CH3

CH3

CH3

NaO3SO

NaO3SO

OSO3Na

H3C

CH3

CH3

 
(15) 

 

Com o objetivo de avaliar a atividade antifúngica desse 

composto, os mesmos autores avaliaram a atividade do sulfato de 

halistanol frente cepas de C. parapsilosis (sensível) e C. krusei 
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(resistente) a antibióticos pertencentes à classe dos azóis utilizando o 

ensaio de microdiluição. O sulfato de halistanol foi mais efetivo frente 

C. krusei (25,8 μg/mL) do que o fármaco anfotericina B (49,5 μg/mL). 

A linhagem sensível C. parapsilosis apresentou-se menos suscetível à 

atividade antifúngica do sulfato de halistanol com concentração 

inibitória mínima de 59,0 μg/mL. Cabe ainda destacar, que esse foi o 

primeiro relato de isolamento de um esteroide sulfatado a partir de uma 

esponja coletada na costa brasileira (KOSSUGA et al., 2007). 

Rodriguez e colaboradores (2010) relataram a composição de 

ácidos graxos de fosfolipídios de seis esponjas marinhas (Halichondria 

magniconulosa, Halichondria lutea, Petromica ciocalyptoides, Axinyssa 
ambrosia, Didiscus oxeata e Dragmaxia undata) coletadas no mar do 

caribe colombiano pertencentes à ordem Halichondrida através da 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). 

As técnicas cromatográficas permitiram a identificação de 79 ácidos 

graxos. Particularmente em relação à P. ciocalyptoides, os autores 

caracterizaram 34 substâncias, e dentre essas foi destacado um novo 

ácido caracterizado como 20-metil-18-tetracosanóico (16). 

 

COOH

14  
(16) 

 

Marinho e colaboradores (2010) realizaram triagem 

antibacteriana in vitro de doze espécies de esponjas coletadas no Rio de 

Janeiro, visando à identificação de novas substâncias bioativas. Para 

avaliação antibacteriana foram utilizados nos ensaios 18 cepas padrão de 

referência da “American Type Culture Collection” (ATCC) e 26 cepas 

de isolados clínicos. O extrato aquoso de P. citrina foi ativo frente 28 

das 44 cepas avaliadas, incluindo cepas resistentes. 

Ainda nesse estudo, os autores realizaram fracionamento químico 

bioguiado do extrato aquoso com solventes em ordem de polaridade 

crescente (n-hexano, clorofórmio e acetato etila), e a fração residual foi 

definida como a responsável por tal atividade constatada previamente 

(MARINHO et al., 2010).  

Baseado nesses primeiros resultados, os mesmos autores 

realizaram novos estudos químicos e farmacológicos com a fração 

residual aquosa de P. citrina, que por sua vez, mostrou atividade frente a 

S. aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 12228, M. fortuitum 
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ATCC 6841, N. gonorrhoeae ATCC 49226, como também frente às 

cepas Enterococcus sp. (resistente à vancomicina), S. aureus (resistente 

à meticilina), S. epidermidis (resistente à meticilina), M. fortuitum 
(resistentes à ciprofloxacina), N. gonorrhoeae (resistente à penicilina e 

tetraciclina). Com isso, a fração residual aquosa foi então submetida a 

novos processos cromatográficos que conduziram a obtenção do sulfato 

de halistanol (15) (MARINHO et al., 2012).  

A diferença entre os resultados constatados pelos autores Monks 

(2002) e Marinho (2010) pode ser decorrente da utilização de processos 

de extrações, épocas e locais de coletas distintos entre as duas amostras, 

o que pode ter alterado a concentração e a composição das substâncias 

nos extratos avaliados. Essa justificativa também pode ser empregada na 

comparação dos resultados obtidos por Silva e colaboradores (2006) 

com o que constatamos em nossos estudos que serão mostrados na 

sequencia desse capítulo. 

P. citrina, assim como outras onze espécies de esponjas coletadas 

no litoral do Rio de Janeiro e na Bahia tiveram seus extratos avaliados 

frente à capacidade anti-incrustante do molusco Perna perna. O modelo 

empregado leva em consideração o comportamento exploratório ativo 

do mexilhão ao substrato (extratos). Dentre as espécies testadas, P. 

citrina, assim como T. rubra, T. maza e H. heliophila mostraram que 

seus extratos são capazes de reduzir significativamente a bioincrustação 

(RIBEIRO et al., 2013).  

Em 2013, Bastos e colaboradores verificaram que extratos 

produzidos pelas bactérias Bacillus sp. isoladas P. citrina mostraram um 

percentual de 98% de proteção contra Diarreia Viral Bovina (BVDV). 

Utilizado como um modelo substituto, BVDV é empregado para 

identificação de agentes antivirais para hepatite C. 

Recentemente, o sulfato de halistanol (15) previamente isolado 

por Kossuga e colaboradores (2007), inibiu a formação de biofilmes das 

cepas Streptococcus mutans, principais agentes etiológicos causadores 

das cáries dentárias humanas. Este resultado foi bastante interessante, 

visto que esse composto foi capaz de inibir as bactérias patogênicas sem 

afetar a microbiota saudável da cavidade bucal, podendo tal composto 

ser utilizado em tratamentos preventivos (LIMA et al., 2014). 

Por ser uma espécie endêmica do Brasil e amplamente encontrada 

no litoral catarinense, a continuidade dos estudos químicos e 

farmacológicos com a esponja P. citrina são relevantes, visto que 

promissoras atividades biológicas já foram detectadas. Além disso, até o 

presente momento, uma pequena quantidade de substâncias foi 

identificada tanto para o gênero como para a espécie.  
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CAPÍTULO II- ESTUDO QUÍMICO BIOGUIADO PELA 

ATIVIDADE ANTIVIRAL COM A FRAÇÃO n-BUTANOL DE 

P. citrina 
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2.1 APRESENTAÇÃO 

 

O uso de vacinas e a disponibilidade de medicamentos 

antirretrovirais potentes propiciou um grande avanço na luta do homem 

contra infecções virais possibilitando a erradicação de algumas 

patologias como a varíola e uma melhor abordagem terapêutica contra 

os vírus da imunodeficiência humana (HIV), herpesvirus, 

ortomixovirus, hepatites B e C (KITAZATO; WANG; KOBAYASHI, 

2007).  

Apesar de toda essa evolução, nos últimos anos esse tipo de 

microorganismo é responsável por 25% de todas as patologias 

infecciosas emergentes no mundo, apontando a alta prevalência de 

infecções virais para as quais não existem tratamentos específicos e o 

constante aparecimento de novas cepas virais resistentes aos fármacos 

empregados na prática clínica (STRASFELD; CHOU, 2010; 

KIMBERLIN; WHITLEY, 1996). 

Além disso, deve-se levar em conta que os vírus necessitam da 

célula hospedeira e dos fatores celulares para a sua propagação, 

característica que acaba muitas vezes acarretando em uma série de 

efeitos adversos sobre as células infectadas, em virtude da dificuldade 

da concepção de um tratamento capaz de atacar apenas o vírus (JAIME 

et al., 2013). 

Atualmente cerca de 50 fármacos encontram-se disponíveis para 

o tratamento de infecções virais (DE CLERQ, 2013). Dentre eles, 

podemos destacar os análogos dos nucleosídeos, acivlovir e 

azidotimidina (AZT), descobertos por meio do embasamento dos 

estudos de Bergmann e Feeney (1951). Desde então, o ambiente 

marinho passou a ser investigado com maior profundidade e está 

servindo como fonte de novas moléculas capazes de atuar contra 

diferentes tipos de vírus (SAGAR; KAUR; MINNEMAN, 2010; 

UZAIR; MAHMOOD; TABASSUM, 2011). 

Com intuito de contribuir para o desenvolvimento de agentes 

terapêuticos capazes de inibir ação do HSV-1 (cepa KOS), Bianco e 

colaboradores (2013) avaliaram a potencial ação antiherpética in vitro 

de 95 extratos provenientes de macroalgas e invertebrados marinhos 

coletados na costa brasileira, destacando-se naquela época o potencial 

antiviral da fração n-butanólica (BF) de P. citrina.  
Baseado nestes primeiros resultados, este capítulo esta focado no 

fracionamento biomonitorado com a fração BF de P. citrina visando o 

tratamento das infeções provocadas pelos vírus do Herpes Simples tipo 

1 (HSV-1), um vírus de DNA, que é associado à alta incidência de 
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infecções virais caracterizado pelo surgimento de cepas resistentes aos 

medicamentos tradicionalmente empregados na terapêutica, 

especialmente em pacientes imunocomprometidos (PIRET; BOVIN, 

2011). Cabe destacar que até o presente momento, não existiam relatos 

na literatura científica de compostos isolados de P. citrina com atividade 

antiviral.  

 

2.2 OBJETIVOS 

 

Realizar estudo químico com a fração n-butanol (BF) de P. 

citrina visando identificar os compostos responsáveis pela atividade 

antiviral. 

 

2.2.1 Objetivos específicos 

 

 Determinar a citotoxicidade de amostras purificadas e compostos 

isolados a partir de P. citrina, através do ensaio colorimétrico do MTT, 

em células Vero. 

 Avaliar a potencial atividade antiherpética (anti-HSV-1, cepa 

KOS) de amostras purificadas e dos compostos isolados, por meio do 

ensaio de redução do número de placas de lise. 

 Analisar o mecanismo de ação antiherpético dos compostos 

isolados. 

 Verificar o possível sinergismo entre os compostos. 

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Este capítulo será apresentado na forma de artigo, o qual descreve 

o isolamento de uma amostra ativa enriquecida em esteroides sulfatados 

(TSH) e de dois compostos isolados (HS e HS-C) a partir de P. citrina, 

guiado por meio de bioensaios com o vírus HSV-1, como também a 

avaliação dos prováveis mecanismos de ação antiherpética e a potencial 

ação sinérgica entre os compostos isolados e o fármaco de referência 

aciclovir. Os dados espectrais que permitiram a caracterização do núcleo 

fundamental da amostra TSH e a elucidação estrutural dos compostos 

isolados HS e HS-C são apresentados nos apêndices (2-12). 
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2.3.1 Publicação  
 

Anti HSV-1 activity of halistanol sulfate and halistanol sulfate C 

isolated from brazilian marine sponge Petromica citrina 

(Demospongiae). 

 

Tatiana da Rosa Guimarães; Carlos Guillermo Quiroz; Caroline Rigotto 

Borges; Simone Quintana de Oliveira; Maria Tereza Rojo de Almeida; 

Éverson Miguel Bianco; Maria Izabel Goulart Moritz; João Luís 

Carraro; Jorge Alejandro Palermo; Gabriela Cabrera; Eloir Paulo 

Schenkel; Flávio Henrique Reginatto e Cláudia Maria Oliveira Simões. 
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CAPÍTULO III- AVALIAÇÃO ANTIMICROBIANA DA 

ESPÉCIE P. citrina 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

Um dos acontecimentos mais marcantes na história da ciência e 

da humanidade foi à descoberta da penicilina no ínicio do século XX 

pelo médico microbiologista Alexander Fleming. Infecções até então 

incuráveis, e responsáveis pelas elevadas taxas de mortalidade, como 

pneumonia, sífilis, gonorreia, febre reumática e tuberculose puderam ser 

controladas e tratadas com eficácia (SINGH; BARRETT, 2006).  

O impacto que a penicilina ocasionou na sociedade daquela época 

levou o governo, as instituições acadêmicas e as indústrias 

farmacêuticas a investirem na descoberta de outros compostos 

provenientes de fontes naturais, semissintéticas e sintéticas para o 

tratamento de infecções bacterianas, resultando em quase todas as novas 

classes de antibióticos que conhecemos hoje (GUIMARÃES; 

MOMESSO, PUP, 2010). 

Nos meados do século XX, esse ciclo foi repetido e bem 

sucedido, considerando o elevado número de antibióticos que passaram 

a ser comercializados desde então, como as cefalosporinas, sulfonamidas, 

estreptomicina, clortetraciclina, eritromicina, vancomicina, cloranfenicol 

entre tantos outros fármacos que são apresentados na ilustração da Figura 7 

(LIVERMORE, 2011; SILVER, 2011). 

Contudo nos últimos 25 anos, essa estratégia fracassou. Observa-se o 

aumento da disseminação das bactérias que apresentam genes resistentes aos 

antibióticos, que em contrapartida têm sido desenvolvidos e licenciados em 

números cada vez menores, com uma determinada escassez, principalmente 

de novos agentes contra bactérias gram negativas (COLE et al., 2014; 

LIVERMORE, 2011). 

De modo geral, o processo de desenvolvimento e planejamento 

(P&D) de novos medicamentos é custoso, longo e complexo envolvendo 

várias etapas que devem garantir a segurança e eficácia para 

administração na população. Basicamente a primeira etapa implica na 

descoberta de um composto com atividade terapêutica, que 

posteriormente terá suas propriedades biológicas avaliadas in vitro e 

sequencialmente, in vivo por meio de bioensaios que sejam capazes de 

investigar suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas em 

animais (“Estudos pré-clinicos”). Por fim, esses compostos são 

avaliados em humanos (“Estudos clinicos”) (GUIDO et al., 2010; DIAS; 

DESSOY,  2013). 
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Figura 7- Ilustração com as datas das descobertas ou das patentes das diferentes classes de antibióticos. Adaptado: 

Silver e colaboradores (2011).  
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Frente a tantas pesquisas e investimentos decorrentes aos 

processos de P&D, que podem durar cerca de doze anos, as indústrias 

farmacêuticas disponibilizam seus recursos para pesquisa sobre áreas 

terapêuticas mais lucrativas como é o caso dos fármacos utilizados nas 

terapias de doenças crônicas (LIMA et al., 2003). 

Segundo Butler, Blaskovich e Cooper (2013) nos anos 90 

existiam 18 grandes empresas farmacêuticas ativamente envolvidas na 

investigação e no desenvolvimento de antibióticos, ao passo que 

atualmente há apenas quatro: Astrazeneca e GSK (Reino Unido), 

Novartis (Suíça) e Sanofi-Aventis (França). Essa relutância por parte das 

mesmas pode ser explicada tanto pelos desafios regulatórios impostos 

pelo Food and Drug Administration (FDA) como pelo baixo retorno 

financeiro. 

Em se tratando de novos antibióticos, desde os anos 70 ocorreram 

poucas inovações, sendo apenas observadas modificações estruturais em 

moléculas já existentes (LIVERMORE, 2011). A criação de novas 

classes de antibióticos é uma situação mais excepcional. Nos últimos 15 

anos foram lançados apenas cinco novas classes: linezolida, 

daptomicina, retapamulina, fidaxomicina e bedaquilina, todos limitados 

à ação frente a bactérias gram positivas (Quadro 5) (BUTLER, 

BLASKOVICH; COOPER, 2013). 

Segundo Takahashi e Lucas (2008) os esforços para se descobrir 

novas classes de antibióticos são decorrentes da necessidade de novos 

alvos bacterianos, especialmente pela evolução das doenças infecciosas 

nos últimos 20 anos, pelo desenvolvimento da resistência aos 

antibióticos existentes pelas bactérias patogênicas, pela elevada 

toxicidade de alguns antibióticos em uso clínico, como é o caso da 

gentamicina, além da melhor adequação da antibioticoterapia a 

indivíduos imunossuprimidos, portadores do vírus HIV, idosos, recém-

nascidos, alérgicos, entre outros. 
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Quadro 5- Fármacos antimicrobianos lançados desde o ano 2000 no mercado farmacêutico. Adaptado: Butler, 

Blaskovich e Cooper (2013). 

 Ano  Nome fármaco Classe  Tipo de Bactéria Fonte Obtenção 

2000 Linezolida Oxazolidinona Gram+ Sintético 

2001 Telitromicina Macrolídeo Gram+ e Gam- Derivado Produto Natural 

2002 Biapenem Carbapenem Gram+ e Gam- Derivado Produto Natural 

2002 Ertapenem Carbapenem Gram+ e Gam- Derivado Produto Natural 

2002 Prulifloxacino Fluoroquinolona Gram+ e Gam- Sintético 

2002 Pazufloxacino Fluoroquinolona Gram+ e Gam- Sintético 

2002 Balofloxacino Fluoroquinolona Gram+ e Gam- Sintético 

2003 Daptomicina Lipopeptideo Gram+ Produto Natural 

2004 Gemifloxacino Fluoroquinolona Gram+ e Gam- Sintético 

2005 Doripenem Carbapenem Gram+ e Gam- Derivado Produto Natural 

2005 Tigeciclina Tetraciclina Gram+ e Gam- Derivado Produto Natural 

2007 Retapamulina Pleuromutilina Gram + Derivado Produto Natural 

2007 Garenoxacino Quinolona Gram+ e Gam- Sintético 

2008 Ceftobiprola medocaril Cefalosporina Gram+ e Gam- Derivado Produto Natural 

2008 Sitafloxacino Fluoroquinolona Gram+ e Gam- Sintético 

2009 Tebipenem pivoxil Carbapenem Gram+ e Gam- Derivado Produto Natural 

2009 Telavancina Glicopeptideo Gram+ Derivado Produto Natural 

2009 Antofloxacino Fluoroquinolona Gram+ e Gam- Sintético 

2009 Besifloxacino Fluoroquinolona Gram+ e Gam- Sintético 

2010 Ceftarolina fosamil Cefalosporina Gram+ e Gam- Produto Natural 

2011 Fidaxomicina Tiacumicina Gram+ Sintético 

2012 Bedaquilina Diarilquinolina Gram+ Sintético 
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Essa realidade demanda por estratégias que possam modificar 

essa circunstância. Nos últimos anos, os pesquisadores retomaram as 

investigações em triagens com produtos naturais de origem microbiana, 

fonte primordial de muitos dos antibióticos que conhecemos.  

A molécula Teixobactina (17) isolada de uma bactéria cultivada 

no solo é um dos exemplos mais recentes que rememoram o potencial 

microbiano. Tal substância foi ativa contra uma gama de bactérias 

patogênicas, incluindo cepas de S. aureus resistentes a meticilina 

(MRSA) (WRIGHT, 2015).  
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O controle de infecções ocasionadas por MRSA representam um 

grande desafio clínico em todas as partes do mundo, o que acentua a 

importância desse tipo de descoberta. Nos hospitais dos Estados Unidos, 

por exemplo, as mortes causadas por esse tipo de bactéria resistente já 

são superiores as que são ocasionadas pela tuberculose e pelo HIV em 

conjunto (BOUCHER et al., 2009). 

Outra possibilidade de obter novos agentes diferenciados 

estruturalmente e biologicamente é a investigação de fontes marinhas. O 

primeiro Censo da Vida Marinha realizado entre os anos de 2000-2010  

revelou um impressionante nível de biodiversidade, com uma estimativa 

de mais 250.000 espécies marinhas (MONTASER; LUESCH, 2011).  

(17) 
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O isolamento da Antramicina (18) de um actinomiceto coletado 

na Califórnia é um dos exemplos que comprova o potencial que 

podemos encontrar nesse ambiente. 

 

O

O

CH3

H3C

CH3

H

CH3

H

HH

O

H

O

 
(18) 

 

Essa substância foi bastante eficaz contra bactéria causadora da 

doença Antrax (Bacillus anthracis; cepa UM23C1-1) em baixas 

concentrações inibitórias (CIM= 0,031 mg/mL). Esse tipo de descoberta 

é de grande importância, considerando que os esporos dessa bactéria já 

foram utilizados como arma de bioterrorismo no ano de 2001, em que 

foram deliberadamente espalhados através do sistema postal dos Estados 

Unidos levando a morte de cinco pessoas naquela época (JANG et al., 

2013). Em 2014, Hensler e colaboradores constataram uma nova 

aplicabilidade para essa molécula, que se mostrou ativa contra cepas S. 
aureus em ensaios realizados in vitro e in vivo, incluindo cepas S. 

aureus resistentes à vancomicina (VRSA) e meticilina (MRSA). 

Recentes publicações científicas ressaltam o potencial de fontes 

marinhas na descoberta de novas substâncias com ação frente a bactérias 

(CHENG et al., 2013; ELLIS et al., 2014; LAPORT; SANTOS; 

MURICY, 2009; LIU et al., 2014;  PROMPANYA et al., 2015). 

 

3.1.1 Resistência bacteriana e fúngica 
 

O surgimento dos antibióticos no inicio do século XX propiciou 

um notável progresso no tratamento das doenças infecciosas, suscitando 

inclusive na época a ideia equivocada da cura para todas as doenças 

causadas por microorganismos. De fato, a terapia com antibióticos 

associados ao advento de programas de vacinação em massa e as 

melhorias em serviços de saúde pública conduziram a sociedade a uma 

importante revolução social e cultural na área da saúde (BUTLER; 

BUSS, 2006; OVERBYE; BARRETT, 2005). 
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No entanto, desde a utilização dos primeiros antibióticos já houve 

relatos de resistência bacteriana (Figura 8). Inicialmente devido ao 

pouco entendimento sobre os mecanismos pelos quais os 

microorganismos adquirem resistência bacteriana, subestimou-se a 

importância dessas informações (SAGA; YAMAGUCHI, 2009). 

Neste sentido, podemos destacar S. aureus, um dos mais comuns 

agentes patogênicos causadores de infecções hospitalares, que tem a 

capacidade de promover uma grande variedade de doenças, 

principalmente em procedimentos invasivos, como os associados a 

cateteres intravenosos, nos ventiladores utilizados em pacientes com 

pneumonia e em infecções de feridas cirúrgicas (UHLEMANN et al., 

2014).  

Até o início da década de 60 essa bactéria pode ser controlada 

com a utilização da penicilina, momento em que começaram a surgir os 

primeiros isolados resistentes a esse medicamento. Como solução, foi 

desenvolvida por via sintética uma nova penicilina denominada 

meticilina, resistente à ação das enzimas beta-lactamases voltadas para 

S. aureus (MRSA). Não obstante, passados poucos anos da sua 

descoberta surgiram registros de amostras resistentes também a esse 

antimicrobiano, além da expressão de multirresistência (GELATTI et 

al., 2009).  

Desde então, o glicopeptídeo vancomicina isolado do fungo 

Amycolatopsis orientalis em 1956, tornou-se a opção de escolha clínica 

para o combate do MRSA. Apesar do excelente desempenho frente a 

tais cepas por um período, em 1996 foram identificados os primeiros 

isolados de S. aureus com susceptibilidade reduzida à vancomicina 

(VRSA) (SILVEIRA et al., 2006). 

O problema da resistência bacteriana tomou proporções 

alarmantes, sendo vista como uma séria questão mundial de saúde 

pública diretamente vinculada ao aumento de morbidade e mortalidade. 

Segundo os autores Fischbach e Walsh (2009) cerca de 70% das 

bácterias causadoras de infecções hospitalares apresentam resistência a 

pelo menos um dos medicamentos considerados padrões nos 

tratamentos. 

Particularmente, no Brasil a resistência bacteriana representa um 

grande desafio terapêutico nos hospitais, o que torna a situação ainda 

mais acentuada pela inexistência de um laboratório central de referência 

em microbiologia e pela falta de publicações oficiais contemplando 

dados nacionais sobre a resistência bacteriana. Até pouco 
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Figura 8- Cronograma de desenvolvimento de agentes antimicrobianos e surgimento de bactérias resistentes aos 

medicamentos. Adaptado: Saga e Yamaguchi, 2009. 

 
 

Surgimento de bactérias resistentes aos fármacos Desenvolvimento dos agentes antimicrobianos 

1928 Descoberta da penicilina 

1935 Descoberta da sulfonamida 

1940 Aplicação clínica da penicilina 

1950 Descoberta dos aminoglicosídeos, cloranfenicol, 

tetraciclinas e macrolídeos 

Surgimento de S. aureus produtoras de 

penicilinases 

Surgimento e propagação de cepas de S. 

aureus resistentes a múltiplos fármacos  1956 Descoberta da vancomicina 
1960 Síntese da meticilina 
1962 Síntese do ácido nalidíxico Surgimento MRSA 1961 

Surgimento PISP 1967 

Surgimento H. influenzae produtoras de penicilinases 1974 

Surgimento PRSP 1977 
Surgimento BLNAR H. influenzae 1980 

Surgimento de bacilos gram negativos produtores de ESBL 1983 
Surgimento de VRE 1986 

Aumento das infecções com MRSA, PRSP, BLNAR 1990 
Aumento da resistência gonococci 

Desenvolvimento da primeira geração de cefalosporinas 

Desenvolvimento da segunda geração de cefalosporinas 

Desenvolvimento da terceira geração de cefalosporinas 

Desenvolvimento 

carbapenem  

e monobactam 

Desenvolvimento de novas 

quinolonas 

Aumento do uso de cefalosporinas de terceira 

geração, carbapenem, cefalosporinas orais e novas 

quinolonas  
Diminuição do desenvolvimento de novos 

agentes antimicrobianos  

Aumento da resistência MDPR 2000 
Aumento de E. coli resistente a quinolonas 

PISP= S. pneumoniae resistente à penicilina; PRSP= S. pneumoniae resistente a macrolídeos; BLNAR= Enterobactérias 

resistente a Carbapenem; MDPR= Resistência múltipla a medicamentos. 
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tempo em nosso país, os antibióticos podiam ser comprados sem 

prescrição, levando a automedicação e consequentemente contribuindo 

para o aumento da prevalência da resistência antimicrobiana (ROSSI, 

2011). 

Atualmente os índices de resistência no Brasil e nos países latino 

americanos são superiores aos da Europa e dos Estados Unidos, 

principalmente entre bactérias gram-negativas não fermentadoras, 

Enterobacteriaceae produtoras de β-lactamase de espectro estendido 

(ESBL) e algumas linhagens de bactérias gram positivas, como é o caso 

de S. aureus resistente à meticilina em que as taxas de cepas resistentes 

já ultrapassam 60% (ROSSI, 2011). 

Outro fato a ser destacado, é que bactérias como Escherichia coli 

apresentam resistência as cefalosporinas e fluoroquinolonas, Klebsiella 

pneumoniae contra cefalosporina e carbapenens, Staphylococcus aureus 

contra meticilina, Streptococcus pneumoniae contra penicilina, 

Salmonella e Shigella contra fluoroquinolonas, Neisseria gonorrhoeae 

contra cefalosporina e Mycobacterium tuberculosis contra a rifampicina, 

isoniazida e fluoroquinolona (TANWAR et al., 2014).  

Da mesma forma, foi constatado nos últimos vinte anos que a 

frequência das infecções fúngicas sistêmicas têm crescido 

drasticamente, e medicamentos como anfotericina, cetoconazol, 

fluconazol, itraconazol, voriconazol e flucitosina já não satisfazem as 

necessidades clínicas (KATHIRAVAN et al., 2012; PFALLER et al., 

2012).  

Essa situação crítica foi fomentada principalmente pelo uso 

generalizado e empírico de antibióticos e antifúngicos, por meio de 

dosagens inadequadas e com baixas adesões de tratamentos.  Além 

disso, o elevado aumento de pacientes imunocomprometidos (HIV), 

diabéticos e transplantados tornam os organismos alvos fáceis para 

adquirir doenças infecciosas contribuindo assim para uma maior 

propagação da multirresistência (COLE et al., 2014). 

Paradoxalmente, ainda se pode mencionar a questão da utilização 

dos antibióticos na agricultura e como promotores de crescimento em 

animais. Somente nos Estados Unidos são consumidos diariamente um 

total de 51 toneladas de antibióticos, de modo que 80% desse recurso é 

utilizado na agricultura e na aquicultura (Figura 9), para as mais 

variadas finalidades como aceleradores de crescimento para suínos, 

adicionados em pellets em gaiolas para salmões, pulverizado em frutos 

nas árvores e incorporados a tintas para inibir o crescimento de cracas. 

Esse uso exacerbado pode ser justificado pelo baixo custo desses 
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medicamentos ($25 por Kg) e principalmente, pela falta de 

regulamentação (HOLIS; AHMED, 2013). 

 

Figura 9- Estimativa anual do uso de antibióticos nos Estados Unidos. 

Adaptado: Holis e Ahmed, 2013. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainda em relação ao gráfico acima, observa-se que o uso de 

antibióticos na pecuária é um dos principais contribuintes no problema 

da resistência, sendo que quando utilizados em doses subterapêuticas 

são associados a uma elevada frequência de bactérias resistentes 

presentes nas microbiotas intestinais de animais produtores de alimentos 

como frangos, bovinos e suínos (AARESTRUP; WITTE, 1999). 

Todavia, suas aplicações também são bastante abrangentes em outras 

áreas (HOLIS; AHMED, 2013). 

A adoção generalizada do uso de antibióticos representa um risco 

para a saúde humana, à medida que o aparecimento de patógenos 

resistentes tem evoluído rapidamente e possam circular entre os seres 

humanos, animais, alimentos, água, levando a falha terapêutica e 

consequentemente, a limitação nas opções de tratamento (CHANG et 

al., 2015). 

Dessa forma, o cenário atual exige a busca por novos compostos 

antimicrobianos, com novas estruturas e novos mecanismos de ação, 

capazes de atuar frente a estes microorganismos de forma efetiva. Nesse 

contexto, a espécie P. citrina, mais especificamente a fração BF, 

previamente reportada por sua atividade antimicrobiana contra S. 

Pecuária 

Humanos 

Colheitas Aquicultura 

Animais de estimação 
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aureus, E. faecalis e C. albicans (BIANCO et al., 2013) surge como 

uma alternativa para obtenção de metabolitos ativos. A fração BF, a 

amostra TSH, os compostos isolados HS e HS-C, assim como as demais 

frações obtidas no fracionamento químico de P. citrina descritas no 

capítulo anterior, foram avaliadas paralelamente contra oito isolados 

clínicos bacterianos multirresistentes a medicamentos (Apêndice 13) 

provenientes de amostras de pacientes hospitalizados no hospital São 

José na cidade de Criciúma a partir de projetos de pesquisa previamente 

realizados em nosso laboratório em parceria com o Prof. Dr. Felipe Dal 

Pizzol e contra 14 cepas da American Type Culture Collection (ATCC) 

por meio dos ensaios de difusão em disco, bioautografia e microdiluição.  

 

3.2 OBJETIVOS  

 

Avaliar o potencial antimicrobiano de P. citrina, visando à 

identificação dos compostos ativos presentes na fração BF. 

 

3.2.1 Objetivos específicos 

 

 Avaliar o potencial antimicrobiano das amostras provenientes do 

fracionamento químico de P. citrina contra 8 cepas de isolados clínicos 

e 14 cepas ATCC por meio do ensaio de difusão em disco. 

 

 Detectar as substâncias responsáveis pela atividade 

antimicrobiana através da técnica de bioautografia. 

 

 Determinar através da técnica de microdiluição a concentração 

inibitória mínima (CIM) de frações e substâncias isoladas de P. citrina, 

como também a concentração bactericida mínima (CBM). 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Os resultados obtidos na avaliação antimicrobiana de P. citrina 

estão expostos na proposta de publicação para o periódico científico 

Marine Drugs a qual o mesmo será submetido. 
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3.3.1 Manuscrito a ser submetido para avaliação ao periódico 

Marine Drugs 
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Abstract: The antimicrobial activity of marine sponge Petromica 

citrina (Demospongiae) was evaluated against twenty bacteria and two 

fungi strains by the disk diffusion method. Antimicrobial bioassay-

directed fractionation of BF fraction by bioautography led to the 

identification of bioactive fraction (TSH) and its two major isolated 

compounds; halistanol sulfate (HS) and halistanol sulfate C (HS-C). 

The BF fraction, TSH fraction, halistanol sulfate (HS) and halistanol 

sulfate C (HS-C) inhibited, respectively, the growth of E. faecalis and 

S. aureus (MIC: 500, 125, 250 and 250 µg/mL) and C. albicans (MIC: 

2000, 500, 1000 and 1000 µg/mL). Moreover, these samples were 

effective against S. aureus (MIC: 500, 125, 250 and 250 µg/mL), 

MRSA (MIC: 1000, 31.25, 125, and 125 µg/mL) and VRE (MIC: 1000, 

62.5, 125, and 125 μg/mL), respectively.  
 

Keywords: antimicrobial activity; Petromica citrina; halistanol sulfate 

 

Abbreviations  

 

BF, Butanol Fraction; DMSO, Dimetilsulfoxide; HS, Halistanol 

Sulfate; HS-C, Halistanol Sulfate C; HSV, Herpes Simplex Virus; 

MBC, Minimum Bactericidal Concentration; MIC, Minimum Inhibitory 

Concentration; MRSA, Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus; 

TLC, Thin Layer Chromatography; TSH, Halistanol-Enriched Fraction; 

VRE-Vancomycin-Resistant Enterococci. 
 

1. Introduction  

 

Despite remarkable advances in antimicrobial chemotherapy, 

indiscriminate use of antibiotics has resulted in the emergence of 

resistant opportunistic pathogens through a variety of mechanisms. 

Antibiotic resistance is now a worldwide public health problem, 

involving a broad spectrum of microorganisms and different classes of 

antibiotics, including bacteria that are resistant to multiple antimicrobial 

drugs [1].  

In this context, it is imperative to find novel drugs with new 

mechanisms of action, and treatments to overcome this problem. In this 

context, marine organisms constitute an important source of structurally 

diverse and biologically active secondary metabolites, with promising 

biological activities. Some such organisms have inspired the 

development of new classes of therapeutic agents [2-3]. Moreover, in 

recent years, bioprospecting of marine natural products has yielded a 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCYQFjABahUKEwiwrvC53dDGAhXFHJAKHdrZC8I&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FMethicillin-resistant_Staphylococcus_aureus&ei=w9CfVfDAIsW5wATas6-QDA&usg=AFQjCNEl5BDtLr8IuU-TGY6zwDfIFUnkBQ&sig2=hfO6s8xOPHDAlLgjSzI-Tw&bvm=bv.96952980,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&ved=0CCkQFjACahUKEwi6zLjt3dDGAhVMI5AKHfx1DNE&url=http%3A%2F%2Fwww.webmd.com%2Fskin-problems-and-treatments%2Ftc%2Fvancomycin-resistant-enterococci-vre-overview&ei=L9GfVfr4KszGwAT867GIDQ&usg=AFQjCNE0nbRQKGbrSiVXFQbfzV375Wi-UQ&sig2=lHCWJyTvsrEtRrBdO8REyQ&bvm=bv.96952980,d.Y2I
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considerable number of drug candidates. Most of these molecules 

possess a broad-spectrum of potential therapeutic targets, justifying an 

approach to identify new effective biomolecules for the prevention and 

treatment of diseases [4].  

Petromica citrina (Porifera, Demospongiae) belongs to a marine 

sponge genus that occurs only on the Brazilian coast. It was recently, 

reported that anti-HSV-1 was isolated from n-butanol fraction (BF 

fraction) from P. citrina, and after a bioguided investigation, a halistanol 

trisulfate enriched fraction (TSH fraction), as well as its two major 

isolated compounds; halistanol sulfate and halistanol sulfate C, were 

identified as anti HSV-1 bioactive compounds [5]. 

A preliminary evaluation of antibacterial and antifungal activities of 

BF fraction from P. citrina against a yeast strain and gram-negative and 

gram-positive bacteria was also performed. The BF fraction showed 

activity against Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus 

faecalis (ATCC 29212) and Candida albicans (ATCC 10231) [6].  

In view of our previous results, the aim of this study was to increase 

our knowledge of the antimicrobial properties of BF fraction; to 

investigate its action against clinical antibiotic-resistant bacteria 

including Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and 

Vancomycin-resistant Enterococcus faecalis (VRE); and to characterize 

the bioactive compounds responsible for these antimicrobial properties. 

 

2. Results and Discussion  

 

Antimicrobial activity of the BF fraction was evaluated against 12 

bacterial and 2 yeast from the American Type Culture Collection 

(ATCC strains) [Clostridium sporogenes, Enterobacter cloacae, 

Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus 

pneumonie, Streptococcus pyogenes, Candida albicans, Candida 
tropicalis]. Its potential antibacterial activity was also evaluated against 

eight clinical strains [Acinetobacter baumannii, Enterobacter cloacae, 

Enterococcus faecium, Klebsiella pneumonie, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA) and Vancomycin-resistant Enterococcus faecalis (VRE)] by 

the disk diffusion assay. 

The results for potential antimicrobial activity of the BF fraction 

against the microorganisms assayed are presented in Table 1. BF 
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fraction, showed moderate activity against E. faecalis (ATCC 29212), S. 

aureus (ATCC 25923), C. albicans (ATCC 10231), and the S. aureus 

clinical strain as well as the MRSA and VRE strains. 

Table 1. Antibacterial and antifungal activity of BF fraction, TSH 

fraction, halistanol sulfate (HS) and halistanol sulfate C (HS-C) from P. 

citrina by the disk diffusion method. 

(-): not active; (+): 7-8.5 mm; (++): 9-12 mm; (+++): 13-16 mm; (++++): 17-20 

mm. BF: n-BuOH fraction; TSH: halistanol fraction; HS: halistanol sulfate; HS-

C: halistanol sulfate-C; MRSA: Staphylococcus aureus Methicillin-resistant; 

VRE: Enterococcus faecalis Vancomycin-resistant. 

 

In view of the antibacterial activity of BF fraction detected, a 

bioautography assay was performed on silica gel TLC plates using two 

mobile phases conditions: [system 1: n-BuOH: acetic acid: H2O (6:1:2 

Fractions assayed 
ATCC Strains BF TSH HS HS-C 
C. albicans  ++ ++ ++ ++ 
C. tropicalis  − − − − 
C. sporogenes  − − − − 
E. cloacae  − − − − 
E. faecalis  ++ +++ ++ ++ 
E. coli  − − − − 
K. pneumonie  − − − − 
P. aeruginosa  − − − − 
S. typhimurium  − − − − 
S. flexneri  − − − − 
S. aureus ++ +++ ++ +++ 
S. epidermidis  − − − − 
S. pneumonie  − − − − 
S. pyogenes  − − − − 
 
Clinical 

Strains 
BF TSH HS HS-C 

A. baumannii − − − − 
E. cloacae − − − − 
E. faecium − − − − 
K. pneumonie − − − − 
P. aeruginosa − − − − 
S. aureus ++ +++ ++ ++ 
MRSA ++ +++ +++ +++ 
VRE ++ +++ +++ +++ 
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v/v) and system 2: n-BuOH: EtOH: H2O (20:5:10 v/v)]. The results 

showed the presence of antimicrobial components at Rf 0.30 (system 1) 

and 0.50 (system 1) against E. faecalis (ATCC 29212), S. aureus 
(ATCC 25923), C. albicans (ATCC 10231), S. aureus clinical strain as 

well as the MRSA and VRE strains (Figure 1).  

Figure 1. Bioautography assay of BF fraction from P. citrina against 

MRSA. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Mobile phase: system 1= n-BuOH: acetic acid: H2O (6:1:2 v/v) and system 2: n-

BuOH: EtOH: H2O (20:5:10 v/v).(A) Bioautography assay/Vis, (B) 

Bioautography assay after spraying 2,3,5-triphenyltetrazolium cloride 0.5% 

reagent and (C) TLC analysis after spraying anisaldehyde sulfuric acid reagent. 

 
These results enabled the targeting of the active sample (TSH) and 

two isolated compounds (HS and HS-C), as previously reported [5]. 

These sub-fractions were therefore assayed again by the disk diffusion 

method. The results are shown in Table 1.  

The fractions that showed antibacterial activity by the disk diffusion 

method were further tested by the microplate assay, to determine the 

minimum inhibitory concentration (MIC). In addition, the wells that 

showed negative visible growth after 18 h of incubation were replated 

Rf=0.30 

1A 1B 

2A 2B 

1C 

2C 

Rf=0.50 
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on agar nutrient plates, to obtain the minimum bactericidal 

concentration (MBC).  

Among the samples screened, the TSH fraction displayed the most 

promising results, with an MIC range of 125 μg/ml against ATCC 

strains (S. aureus and E faecalis). Additionally, this fraction also 

exhibited significant activity against clinical strains of S. aureus (MIC= 

125 μg/ml), MRSA (MIC= 31.25 μg/ml) and VRE (MIC= 62.5 μg/ml). 

The isolated compounds, halistanol sulfate and halistanol sulfate C 

showed the same MIC values against the ATCC strains S. aureus and E. 

faecalis (250 μg/ml). Hence, their MICs against clinical strains were 250 

μg/ml against S. aureus and 125 μg/ml against the MRSA and VRE 

strains. In regard to the MBC values, the TSH fraction showed 125 

μg/ml (S. aureus and E faecalis, ATCC strains), 250 μg/ml (S. aureus) 

and 62.5 μg/ml for MRSA and VRE. It is important to emphasize that 

the TSH fraction showed higher MIC and MBC values than halistanol 

sulfate and halistanol sulfate C. These results suggest that the 

antimicrobial activity of TSH fraction may be related to the synergic 

effects of compounds HS and HS-C. The results of the MIC, MBC and 

MBC/MIC ratio of BF fraction, TSH fraction, halistanol sulfate (HS) 

and halistanol sulfate C (HS-C) from P. citrina are presented in Table 2. 

Olecha and co-workers [7] showed that low MBC/MIC ratios (≤4) 

demonstrate bactericidal activity, while ratios higher than four indicate 

the bacteriostatic mode of action. Our results therefore indicate 

bactericidal activity for all the samples assayed, against all the strains 

available. 

These findings showed the higher antimicrobial potential of the 

samples assayed, particularly the TSH fraction, which was highlighted 

for its MIC and MBC values.  Regarding the pharmacological effect of 

Petromica genus, there are only three reports of its antimicrobial 

activity. Kossuga and co-workers [9] performed the first study of this 

genus, involving antileishmanial and antifungal activities. The authors 

demonstrated that halistanol sulfate isolated from P. ciocalyptoides 
exhibited promising antifungal activity against Candida krusei (IC50 of 

25.81 µg/mL).  
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Table 2- Results of MIC (μg/mL), MBC (μg/mL) and MBC/MIC ratio of BF fraction, TSH fraction, halistanol sulfate 

(HS) and halistanol sulfate C (HS-C) from P. citrina.  

 
 BF  TSH  HS  HS-C  

ATCC 

strains 

MIC      MBC 

µg/mL 

MBC/ 

MIC 

MIC      MBC 

µg/mL 

MBC/ 

MIC 

MIC      MBC 

µg/mL 

MBC/ 

MIC 

MIC    MBC 

µg/mL 

MBC/ 

MIC 

C. albicans 2000      2000 1 1000      1000 1 1000      1000 1 1000      1000 1 

E. faecalis 500        1000 2 125        250 2 250       250 1 250       250 1 

S. aureus 500        1000 2 125        250 2 250        250 1 250        250 1 

 

Clinical 

strains 

BF 

MIC      MBC 

µg/mL 

 

MBC/ 

MIC 

TSH 

MIC      MBC 

µg/mL 

 

MBC/ 

MIC 

HS 

MIC      MBC 

µg/mL 

 

MBC/ 

MIC 

HS-C 

MIC    MBC 

µg/mL 

 

MBC/ 

MIC 

S. aureus 500      1000 2 125     250 2 250     250 1 250     250 1 

MRSA 1000      1000 1 31.25  62.5        2 125    125        1 125    125        1 

VRE 1000      1000 1 62.5  62.5 1 125    250        2 125    250        2 

Samples with MIC>1000 μg/mL were considered inactive; MIC from 500-1000 μg/mL antibacterial activity was considered 

weak; MIC from 100 to 500 μg/mL the antibacterial activity was considered moderate; MIC is equal or smaller than 100 μg/mL, 

the antibacterial activity was considered significant. MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; VRE: Vancomycin-

resistant Enterococcus faecalis. 
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In another work, Marinho and co-workers [9] the in vitro screening 

of 12 Brazilian marine sponges in the search for novel antibacterial 

substances against 44 bacterial strains, including 14 antibiotic-resistant 

strains. The best result was obtained from the aqueous extract from P. 

citrina (collected in Rio de Janeiro state, Southeastern Brazil), which 

showed activity against resistant-bacteria strains. Hence, the same 

research group demonstrated that halistanol sulfate present in the 

aqueous extract of P. citrina had bactericidal effect against S. aureus 
[10]. These findings are in agreement with the results described here, 

althought in the present study, it was found that TSH fraction, an 

enriched halistanol trisulfate fraction, had higher bactericidal potential 

than halistanol sulfate. Moreover, as far as we aware, this is the first 

time the antibacterial activity of halistanol sulfate C has been reported.  

 

3. Experimental Section  

 

3.1 General methods 

 

Column chromatography was carried out using a Sephadex LH-20 

(GE Healthcare
®

) and reverse phase C18 (Merck
®

). TLC analysis was 

performed on silica gel F254 plates (Merck
®
) and reverse phase C18 

(Merck
®
). Spots were visualized by UV light (λ 254 and 366 nm) and 

sprayed with anisaldehyde/sulfuric acid reagent followed by heating.  

 

3.2 Sponge Material 

 

Petromica citrina was collected between January and July 2010, at 

Xavier Island (27°36'39'' S, 48°23'32'' W), Florianópolis, Santa Catarina, 

Brazil. The material was identified by the Dr. João Luís Fraga Carrraro, 

and vouchers (MCNPOR no. 8777; 8778; 8779; 8780; 8781) were 

deposited in the Porifera collection of the Museu de Ciências Naturais 

da Fundação Zoobotânica do Rio Grande do Sul, RS, Brazil. 

 

3.3 Extraction and isolation of the chemical constituents 

 

The bioactive fraction and isolated compounds were obtained as 
previously described by Guimarães and co-workers [5]. Briefly, P. 

citrina (1.7 kg) was extracted by maceration at room temperature with 

ethanol 92% for three days. Solvent was removed at reduced pressure, 

yielding 49.0 g of crude extract (CHE). Subsequently, CHE extract was 
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dissolved in H2O, extracted with ethyl acetate (EtOAc) and n-butanol 

(n-BuOH)  yielding EtOAc fraction (3.20 g, EAF), n-BuOH fraction 

(6.10 g, BF) and residual aqueous fractions (39.70 g, AR), respectively. 

An aliquot of the BF fraction (2.0 g) was then submitted to Sephadex 

LH-20 chromatography column and eluted with MeOH, yielding five 

sub-fractions including a halistanol trisulfate enriched fraction (TSH 

fraction). This fraction, after column chromatography fractionation, 

yielded the compounds halistanol sulfate (HS) and halistanol sulfate C 

(HS-C) (Figure 2). 

 

Figure 2. Overview of the strategy used for the purification of sulfate 

halistanol (HS) and sulfate halistanol C (HS-C) from the butanol 

fraction of Petromica citrina.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Petromica citrina 

(1,7 Kg; frozen sponge) 

Maceration with ethanol for 3 days  

Resuspend in water 

Partition in ethyl acetate  

EtOAc fraction Aqueous residue 

 

BF fraction Aqueous residue 

   Partition with n-butanol 

 

Ethanol extract 

Sep-1    Sep-2   Sep-3   Sep-4   Sep-5=TSH 

HS HS-C 

Sephadex LH-20 using MeOH as eluent 

 

Reversed phase using MeOH:H20 (1:1)  

as eluent 
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3.4 Antimicrobial activity 

3.4.1 Microorganisms 

 

Twenty microbial species were analyzed, including 14 ATCC 

strains: C. albicans (ATCC 10231); C. tropicalis (ATCC 13803); C. 

sporogenes (ATCC 11437); E. cloacae (ATCC 13047); E. faecalis 

(ATCC 29212); E. coli (ATCC 25922); K. pneumonie (ATCC 13883); 

P. aeruginosa (ATCC 27853); S. typhimurium (ATCC 14028); S. 
flexneri (ATCC 12022); S. aureus (ATCC 25923); S. epidermidis 

(ATCC 12228); S. pneumonie (ATCC 49619); S. pyogenes (ATCC 

19615), and 8 clinical strains (isolated from patients in São José 

Hospital [Criciúma city/Brazil]): A. baumannii; E. cloacae, E. faecium; 

K. pneumonie; P. aeruginosa, S. aureus; Methicillin-resistant S. aureus 

(MRSA) and Vancomycin-resistant E. faecalis (VRE). 

 

3.4.2 Disk diffusion method 

 

The disk diffusion assay was performed according to the standard 

protocol described by the Clinical Laboratory Standard Institute [11-12]. 

Briefly, filter paper disks (6 mm diameter) were impregnated with 20 µl 

of the BF fraction and placed on Muller-Hinton agar plates (HiMedia
®
) 

which were inoculated with the testing microorganisms. The plates were 

incubated at 35
o
C (± 1

o
C, bacteria) and 25

o
C (± 1

o
C, fungus). After 18-

24h (bacteria) and 24-48h (yeast), the diameters of the inhibition zones 

were measured. Filter paper disks containing DMSO without any test 

compound were used as negative control and no inhibition was 

observed. Standard antibiotic disks were selected according to the 

sensitivity of the microorganism tested. Each experiment was performed 

in triplicate. 

 

3.4.3 Determination of the clinical strains sensitivity to antibiotics 

 

Antibiotic sensitivity testing of the clinical isolates was performed 

using the disk diffusion method [11-12]. Antibacterial agents of different 

classes were used, including amikacin; ampicillin; ampicillin/sulbactam; 

cephepime; ceftazidime; ceftriaxone; ciprofloxacin; chloramphenicol; 

erytromycin; gentamicin; imipenem; levofloxacin; meropenem; 

oxacillin; penicillin; piperacillin/tazobactam; sulphazotrim; vancomycin 

and clindamycin. 

 



102 

 

 

 

3.4.4 Bioautography 

 

Thin-layer chromatography (TLC) plates (Marcherey-Nagel
®
) were 

loaded with 20 µl of the BF fraction at 100 mg/ml. The plates were 

developed using two chromatographic systems as mobile phase: n-

BuOH: acetic acid: H2O (6:1:2; v/v/v) or n-BuOH: EtOH: H2O (20:5:10 

v/v). TLC plates were placed inside petri plates (150 mm diameter) in 

bacteriological incubator for 24h, when all the solvent was evaporated. 

Muller Hinton agar (HiMedia
®
) (40 ml) was deposited over the plates 

and after solidification the microorganism suspension was added over 

the culture medium. The plates were then incubated [35
o
C (bacteria) and 

25
o
C (fungus)]. After 18-24h, the bioautogram was sprayed with an 

aqueous solution of 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 0.5% (TTC) 

(Vetec
®
) and incubated for a further 4h. Inhibition zones indicate the 

presence of active compounds [13-14]. For all experiments, control 

plates were prepared in the same chromatographic systems as those used 

in the assays, but they were revealed with anisaldehyde/sulfuric acid. 

 

3.4.5 Microdilution 

 

The procedure to determine the minimum inhibitory concentrations 
(MICs) was performed according to the Clinical and Laboratory 

Standards Institute criteria [15-16]. Briefly, 100 ml of culture medium 

[Muller Hinton broth (bacteria) and Sabourad broth (fungus)] was added 

to each well of the microplate. Next, 100 µl of the BF fraction and 

isolated compounds were placed in the first well of the microplate for 

subsequent serial dilutions (2000 to 3.9 µg/ml). The bacterial or fungal 

suspensions (density adjusted to McFarland 0.5 turbidity standard) were 

diluted at a ratio of 1:10 for the broth microdilution procedure. 

Microplates were incubated [35
o
C (bacteria) and 25

o
C (fungus)] and the 

MICs were recorded between 24-48h of incubation. Finally, subculture 

was performed in petri plates containing nutrient agar to determinate 

minimum bactericidal concentration (MBC). All experiments were 

performed in triplicate. 

4. Conclusions  

The BF fraction, TSH faction, halistanol sulfate (HS) and halistanol 

sulfate C (HS-C) inhibited respectively, the growth of E. faecalis, S. 

aureus and C. albicans. Moreover, these samples were effective against 

the S. aureus clinical strain, and the MRSA and VRE strains. 
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CAPÍTULO IV- AVALIAÇÃO PRELIMINAR DO POTENCIAL 

DE AÇÃO DE P. citrina EM MODELO DE SEPSE 
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Apesar de todos os progressos envolvendo a assistência de pacientes 

com sepse no decorrer dos últimos anos, e dos altos custos dispostos no 

tratamento, essa patologia permanece com elevada prevalência e mortalidade 

nas unidades de tratamento intensivo (UTIs) em todo mundo. Com base nos 

resultados da atividade antimicrobiana in vitro da espécie P. citrina contra 

seis cepas [ATCC (S. aureus, E. faecalis e C. albicans) e isolados clínicos (S. 
aureus, MRSA e VRE)] mostradas no capítulo III, o foco nessa parte do 

estudo foi avaliar a potencial atividade da fração TSH em dois modelos 

animais de indução de sepse: (1) Modelo Experimental de Sepse por 

Pneumonia (Pneumosepse) e (2) Modelo de Ligação e Perfuração Cecal 

(CLP).  

 

4.1 INTRODUÇÃO 

 
A sepse é uma síndrome complexa decorrente de uma infecção 

que pode ser ocasionada por diferentes microorganismos como fungos, 

helmintos, vírus e principalmente por bactérias. Esta patologia é 

caracterizada pela presença de um foco infeccioso, por alterações 

hemodinâmicas e pela resposta inflamatória (local e/ou generalizada), 

que pode levar a disfunção ou falência de um ou mais órgãos ou até 

mesmo a morte (BATISTA et al., 2011; CARVALHO; TROTTA, 

2003).  

Segundo os critérios propostos em 1991 pelo consenso American 

College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine 
(ACCP/SCCM) a sepse pode se apresentar em diferentes graus de 

complexidade associados a uma variedade de fatores (HENKIN et al., 

2009). 

Nesse mesmo consenso, foram ainda estabelecidas algumas 

definições para auxiliar principalmente a equipe médica e pesquisadores 

no enquadramento da sepse. Com isso, ficou definido como Síndrome 

da Resposta Inflamatória Sistêmica (SIRS) o processo inflamatório 

desencadeado por várias condições clínicas, e que independente da 

causa, apresente pelo menos dois desses sintomas: temperatura (maior 

que 38°C ou menor que 36° C), frequência cardíaca e respiratória 

aumentada (maior que 90 bpm e 20 rpm, respectivamente), pressão 

parcial de gás carbônico (PaCO2) menor que 32 mmHg, leucometria 

alterada (maior que 12.000/mm
3
 ou menor que 4.000/mm

3
, ou 10% de 

formas jovens) (BONE et al., 1992).  

Quando o processo da SIRS é resultado de uma infecção 

confirmada passa então a ser denominada sepse. No quadro de sepse 

grave, observa-se ainda disfunção orgânica, hipotensão ou hipoperfusão 
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(acidose láctica, oligúria e alteração do estado mental) (BONE et al., 

1992). 

Com a evolução da síndrome, pode ocorrer a apresentação do 

choque séptico que é um subconjunto da sepse grave, caracterizado 

como hipotensão induzida pela sepse, que não responde a administração 

por via intravenosa de drogas vasoativas, apesar da reanimação 

adequada com líquidos (BONE et al., 1992). 

O diagnóstico precoce dessa doença ainda é um grande desafio, 

pois a inespecificidade de uma variedade de sinais e sintomas também 

podem ser detectados para outras patologias (ANGUS; POOL, 2013). 

Contudo, a presteza na identificação e intervenção da sepse, aumenta a 

eficácia da terapia e a chance de sobrevida do paciente, evitando às 

complicações inerentes a doença, além reduzir o tempo e custo do 

tratamento. 

 

4.1.1 Dados Epidemiológicos  
 

A sepse permanece como um problema de saúde pública 

emergente com altas taxas de incidência e de mortalidade, sendo 

considerada a principal causa de morte nas UTIs em todo mundo, 

inclusive em países desenvolvidos como os Estados Unidos, em que os 

índices de incidência dessa doença já superam aos da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS) e dos principais tipos de câncer 

(MORENO; MARTIN, 2013).  

Em estudo realizado por Angus e colaboradores (2001) com 

acompanhamento de 192.980 casos de sepse grave com pacientes 

internados em 847 hospitais dos Estados Unidos, os autores constataram 

altos valores de incidência da sepse grave correspondendo 751.000 

casos/ano (três casos por mil habitantes). Da mesma maneira esse perfil 

é observado para os países membros da União Europeia, cuja estimativa 

é de 150.000 óbitos/ano (BRUN-BUISSON, 1995). 

Particularmente em relação ao Brasil, essa situação não é 

diferente, já que a incidência de sepse grave é de 400.000 novos casos 

por ano (SILVA et al., 2004). De fato, o Brazilian Sepsis 
Epidemiological Study (BASES) proporcionou o primeiro estudo 

brasileiro de grande porte que teve como objetivo avaliar a incidência da 

sepse em pacientes internados nas UTI das regiões Sul e Sudeste. Como 

resultado desse estudo, foi possível determinar uma incidência de 57,9 

casos por 1000 pacientes/dia (30,5% das admissões na UTI). Além 

disso, a taxa de mortalidade escalonada com base na gravidade da 
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doença foi de 24,2%, 33,9%, 46,9% e 52,2% para SIRS, sepse, sepse 

severa e choque séptico, respectivamente (SILVA et al., 2004). 

Em outro estudo realizado por Júnior e colaboradores (2006) 

foram avaliados 75 UTI distribuídas em diferentes regiões do Brasil, 

com a inclusão de 521 pacientes diagnosticados com sepse, sepse grave 

e choque séptico dos 3128 pacientes avaliados. Os autores constataram 

uma mortalidade global de 46,6% (243 pacientes) em 28 dias. Já quando 

analisados os pacientes com choque séptico, sepse grave e sepse os 

percentuais de mortalidade foram de 65,3%, 34,4% e 16,7%, 

respectivamente. Investigações desse caráter são de grande relevância, 

principalmente para nortear na elaboração de diretrizes internacionais e 

locais e sobremaneira, auxiliar no sentido da redução das taxas de 

incidência e mortalidade. Contudo, informações contemplando dados 

epidemiológicos de sepse são limitadas em todas as partes do mundo 

(Quadro 6) (JAWAD, LUKSIC; RAFNSSON, 2012).  

Dados obtidos do relatório do Instituto Latino Americano (ILAS), 

comparados com os da Sepsis Surviving Campaign mostraram altos 

índices de mortalidade decorrentes dessa patologia tanto nos setores 

públicos como privados em nosso país. A mortalidade brasileira por 

choque séptico pode chegar a 65% dos casos registrados, enquanto que a 

média mundial não ultrapassa 40% (Tabela 1). 
 
. 
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Quadro 6 - Principais estudos identificando a incidência, prevalência e mortalidade por sepse. Adapatado: Jawad, 

Lukšić e Rafnsson (2012). 
 

País Estudo 
Configuração 

geográfica 
População Estudada 

Tempo de 

Duração 
Incidência conforme relatada 

Mortalidade 

Reportada 

Estados 

Unidos 

Em todo país 750 milhões de internações, 

identificados 1.0319.418 

casos de sepse 

22 anos 240,4 por 100 000 habitantes 

 

17,9% 

(1995-2000) 

Brasil  Cinco UTIs 

(Estado de São 

Paulo e Santa 

Catarina) 

O número total pacientes foi 

de 1383 dos 1688 pacientes 

internados  

08 meses Sepse: 61,4 por 1000 pacientes-dia; 

Sepse grave: 35,6 por 1000 pacientes-

dia e Choque séptico: 30 por 1.000 

pacientes-dia 

Sepse: 33.9%, 

Sepse grave: 

46.9% e 

Choque 

séptico: 52.2% 

Kuwait Hospital de ensino 

Mubarak AI-

Kabeer na cidade 

de Jabriya-Kuwait  

 

3845 casos de pacientes 

com sepse dos 19.606 

pacientes internados  

 

18 meses 10,9 por 1000 admissões hospitalares 

 

---------------- 

Noruega Em todo país Pacientes hospitalizados em 

1999  

01 ano Nacional: 1,49 casos / 1000 habitantes 13,5% 

Reino Unido Em todo país 343.860 admissões de 

adultos de 172 unidades  

05 anos Sepse severa: 66 episódios por 100 000 

habitantes 

---------------- 

Estados 

Unidos 

Florida, Maryland, 

Massachusetts, 

Nova Jersey, 

Nova York, 

Virginia e 

Washington 

942 hospitais 

(Admitidos apenas menores 

de 19 anos) 

01 ano Sepse grave: 0,56 casos por 1000 

crianças, Sepse grave lactantes (<1 

ano): 5,16 por 1000, Sepse grave 

1-4 anos: 0,49 por 1000; Sepse grave 5-

9 anos: 0,22 por 1000; Sepse grave 10-

14 anos: 0,20 por 1000; Sepse grave 

15-19 anos: 0,37 por 1000 

---------------- 
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Continuação 

País Estudo 
Configuração 

geográfica 
População Estudada 

Tempo de 

Duração 
Incidência conforme relatada 

Mortalidade 

Reportada 

Vietnã Cidade Ho Chi Minh 

(Sul do Vietnã) 

Todos os pacientes 

admitidos no hospital 

com cultura de sangue  

Positiva 

11 meses 20,4 episodios por 1000 admissões 6% 

Estados 

Unidos 

Centro-Oeste, Nordeste, 

Sudeste e Oeste 

Estados Unidos 

Inscritos em 16 planos 03 anos e 

05 meses 

Sepse severa: 0,91 casos por 

1000 inscritos 

--------------- 

Australia e 

Nova 

Zelândia 

23 UTIs de 21 hospitais 

multidisciplinares 

Os resultados são 

apresentados para 3543 

internações em UTI  

 

01 ano 0,77 por 1000 habitantes ---------------- 

Alemanha  Amostra aleatória de  

310 hospitais em dos 16 

estados federais  

1380 hospitais  ---------- Prevalência sepse: 12,4% 

Prevalência sepse grave: 11,0% 

--------------- 

Itália 99 UTIs  1101 pacientes 11 meses --------------------------------------- Sepse: 36%, 

Sepse grave: 

52% e Choque 

séptico: 88% 
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Tabela 1- Dados gerais de mortalidade. 

PS - pronto socorro; Enf - enfermaria; UTI - unidade de terapia intensiva.UTI (PS) – 

Tratado na UTI advindo do PS; UTI (Enf) – Tratado na UTI advindo da enfermaria; 

UTI – Sepse na UTI; PS – tratado no pronto socorro; Enf – Tratado na enfermaria. 

Dados expressos em percentagem. *Dados da Surviving Sepsis Campaign (Levy et al., 

2010). 

 

4.1.2 Tratamento da sepse 

 

Em relação ao tratamento, já esta bem estabelecida à importância da 

administração da primeira dose dos agentes antimicrobianos em relação ao 

risco de vida do paciente. O ideal é que antibioticoterapia seja iniciada o mais 

rapidamente possível, com até uma hora após o diagnóstico (SWEET et al., 

2012; KUMAR et al., 2006). 

Segundo o guia Instituto Latino Americano Sepse, em um primeiro 

momento, a escolha do antibiótico acontece de maneira empírica, quando o 

foco da infecção é desconhecido, sendo priorizados medicamentos com 

amplos espectros de ação. Após a determinação do agente causador da 

infecção, é indicado buscar por terapias mais específicas. De modo geral, as 

classes mais prescritas são as cefalosporinas, carbapenêmicos e as quinolonas 

conforme mostrados no Quadro 7. De acordo ainda com as manifestações 

clínicas do paciente, são utilizadas medidas de suporte, que podem incluir 

emprego corticoesteróides, manobras de reposição volêmica, suporte 

respiratório e renal (BATISTA et al., 2011). 

 Dados 

Brasil 

Hospitais 

Públicos 

(n= 10.481) 

Dados 

Brasil 

Hospitais 

Privados 

(n= 13.409) 

Dados Brasil 

(ILAS 2005-

2014) 

(n= 23.890) 

Dados 

Mundiais 

* 

Gravidade     

Sepse Grave 45,0% 23,1% 31,6% 23,9% 

Choque séptico 72,5% 55,4% 64,2% 37,4% 

Local de 

desenvolvimento 

    

Tratado na UTI 

(PS) 

57,6% 28,3% 37,0% 26,5% 

Tratado na UTI 

(Enf) 

64,9% 42,7% 53,2% 39,8% 

Sepse na UTI 63,1% 53,0% 57,4% 42,8% 

Tratado no OS 47,4% 13,9% 39,5% - 

Tratado na Enf 49,6% 10,8% 36,4% - 

Global 58,0% 34,5% 44,8% 30,8% 
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Quadro 7- Guia de antibioticoterapia empírica para sepse elaborado pelo 

Instituto Latino Americano de sepse. 

Foco Infecção Comunitária Infecção Nosocomial 

Sem foco 

definido 

Cefalosporina de 4ª geração 

(cefepime) + metronidazol 

Carbapenêmicos (imipenem ou 

meropenem) + Glicopeptideos 

(vancomicina ou teicoplanina) ou 

linezolida 

Pulmão Cefalosporinas de terceira 

geração (ceftriaxona, cefotaxima) 

+ claritromicina 

Piperacilina-tazobactam ou 

cefalosporina de 4ª geração 

 Quinolonas (levofloxacina, 

moxifloxacina 

Se alta prevalência de 

estafilococos resistente a oxacilina 

na instituição – associar 

glicopeptideo (vancomicina ou 

teicoplanina) ou linezolida 

 Se história de doença pulmonar 

crônica – utilizar cefalosporina 

de 4ª geração (cefepima) 

Se uso prévio de cefalosporinas ou 

quinolonas = trocar piperacilina-

tazobactam por carbapenêmicos 

(imipenem ou meropenem) 

 Se pneumonia aspirativa – trocar 

associar clindamicina. A 

utilização de claritromicina nesse 

contexto não é necessária. 

Se alta prevalência de germes 

multiresistentes (Pseudomonas 

/Acinetobacter e Klebsiella 

produtora de carbapenemase) – 

avaliar associação empírica de 

polimixinas (B ou E) 

Infecção 

abdominal 

Cefalosporina 3ª geração 

(ceftriaxona ou cefotaxima) + 

metronidazol + ampicilina + 

aminoglicosideo (gentamicina ou 

estreptomicina) 

Cefalosporinas de 4ª geração ou 

carbapenêmicos (imipenem ou 

meropenem) (se opção pela 

cefalosporina, associar 

metronidazol) + aminoglicosideo 

(gentamicina ou estreptomicina) 

Pele e partes 

moles 

Cefalosporina de 1ª geração ou 

oxacilina. Se sinais de necrose – 

associar clindamicina 

Glicopeptideos (vancomicina ou 

teicoplanina) + cefalosporinas de 

4ª geração 

Infecção de 

corrente 

sanguínea 

associada a 

cateter 

-------------------------------- Carbapenêmicos (imipenem ou 

meropenem) ou piperacilina-

tazobactam + glicopeptideos 

(vancomicina ou teicoplanina) Se 

fatores de risco para candidemia – 

avaliar necessidade de cobertura 

para fungos com imidazólicos 

(fluconazol) ou equinocandinas 

(caspofungina, anidulafungina ou 

micafungina) 
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Os dados apresentados quanto à prevalência da sepse no mundo, 

bem como no Brasil (Tabela 1), são alarmantes. Neste contexto, trabalhos 

que busquem novas terapias alternativas podem ser muito relevantes na 

melhora dos dados epidemiológicos apresentados, sobretudo no contexto 

atual de elevada resistência bacteriana.  

Recentemente, alguns estudos demostraram que moléculas com 

presença de enxofre em suas estruturas, como é caso do sulfeto de 

hidrogênio (H2S), são capazes de regular o metabolismo celular, o sistema 

imunológico, respostas inflamatórias e vários aspectos cardiovasculares 

atuando na diabetes mellitus, na angiogênese e em disfunções miocardicas 

(SZABO et al., 2012; SZABO et al., 2011; LORIGADOS; SORIANO; 

SZABO, 2010). 

Assim, levando-se em consideração o potencial antimicrobiano e o 

núcleo fundamental dos compostos presentes na fração TSH, neste 

capítulo foram avaliados os efeitos dessa amostra na sepse induzida 

experimentalmente nos modelos de Pneumosepse e ligação e perfuração 

cecal (CLP). 

Com o primeiro modelo foi possível investigar a ação direta da 

amostra TSH no foco infeccioso, por meio da instilação da suspensão 

bacteriana na traqueia dos camundongos, visto que as infecções 

pulmonares são as mais predominantes na sepse (69%) (Júnior 2006). Por 

outro lado, no modelo CLP, foi procedida à perfuração da parede 

intestinal, com consequente liberação do conteúdo fecal para a cavidade 

peritoneal, sendo este modelo o que mais se aproxima ao quadro de sepse 

em humanos (BENJAMIN, 2001). 
 

4.2 OBJETIVOS 

 

Avaliar por meio dos modelos de ligação e perfuração cecal (CLP) 

e Pneumosepse, o potencial da fração enriquecida em compostos 

sulfatados (fração TSH) contra a sepse.  

 

4.2.1 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a eficácia da amostra enriquecida em compostos sulfatados 

(amostra TSH) sob parâmetro de mortalidade em modelos animais de 

sepse com foco pulmonar e abdominal. 

 

 Avaliar a eficácia da amostra TSH sob a bacteremia no sangue 

durante o curso temporal da doença. 
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4.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.3.1 Obtenção da amostra TSH  
 

Conforme metodologia descrita no artigo da Marine Drugs 

apresentada no Capítulo II. 

 

4.3.2 Animais 
 

Os procedimentos no modelo experimental de sepse por 

pneumonia foram realizados com camundongos da linhagem Swiss, 

todos machos, com idade média de 90 dias e peso entre 50 e 60g, 

fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa 

Catarina (UFSC). Enquanto que para o modelo experimental de CLP 

foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar com peso entre 250-

300g alocados no Biotério da Universidade do Sul de Santa Catarina. Os 

animais foram todos mantidos em condições padronizadas de 

temperatura e umidade, sob luz natural, em gaiolas apropriadas com 

acesso livre à dieta e água até o momento dos experimentos.  

Foi concedido ao presente trabalho aprovação Comitê de Ética 

para Uso de Animais (CEUA/UFSC PP00953) segundo normas da 

sociedade brasileira de ciência em animais de laboratório (COBEA). 

 

4.3.3 Grupos Experimentais 

 

4.3.3.1 Modelo experimental de sepse por pneumonia 

 

O desenho experimental consiste na aplicação de 50 µL da 

suspensão bacteriana intratraqueal de K. pneumoniae (1.10
9
UFC). Os 

animais foram divididos em três grupos: 

(1) Sham: Sem inoculação bacteriana, aplicação de volume 

equivalente de PBS (n= 5). 

(2) Pneumosepse + Meropenem: Inoculação bacteriana e 

administração intraperitoneal de Meropenem (12,5 mg/kg) uma vez ao 

dia por três dias (n= 8). 

(3) Pneumosepse + Amostra TSH (Composto extraído da esponja 

marinha P. citrina): Inoculação bacteriana e administração 

intraperitoneal da fração TSH (12 mg/kg, baseado na MBC 250 µg/mL 

encontrada nos experimento in vitro) uma vez ao dia por três dias (n= 

7). 
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4.3.3.2 Modelo experimental de sepse por ligação e perfuração cecal 

 

O ensaio de CLP foi realizado no laboratório de Fisiopatologia e 

Clinica Experimental da Universidade do Sul de Santa Catarina em 

Tubarão em parceria com a Prof. Dra. Fabrícia Petronilho. Os animais 

foram divididos em três grupos: 

(1) CLP+Sal – Animais submetidos à ligação e perfuração cecal, 

mas tratados apenas com solução salina isotônica (s.c), no mesmo 

volume proposto para o composto de interesse (n= 10).  

(2) CLP+Ceftriaxona - Animais submetidos à ligação e perfuração 

cecal, mas tratados com Ceftriaxona 30 mg/kg (s.c), a cada 12 h, por 3 

dias (n= 10). 

(3) CLP + Amostra TSH - Animais submetidos à ligação e 

perfuração cecal, mas tratados com amostra TSH 33 mg/kg (s.c), a cada 

12 h, por 3 dias (n= 10). 

Para realização da hemocultura, foi coletado em eppendorfs 

previamente heparinizados, uma alíquota de sangue (50 µL) da veia 

caudal de todos os animais, após 6 e 24 h do processo cirúrgico. Ao 

volume de sangue foi acrescido (450 µL) de meio de cultura 

Hemoprov
®
, mantendo a proporção (1:10). Posteriormente a amostra foi 

incubada em estufa bacteriológica a 37 °C por 48 h. Transcorrido esse 

período, o conteúdo de cada eppendorff foi plaqueado em meio 

MacConkey para proceder à contagem de colônias. Essa contagem foi 

realizada 24 horas após o plaqueamento. Os resultados foram expressos 

como UFC/mL.  

 

4.3.4 Procedimentos experimentais 

 

4.3.4.1 Modelo experimental de sepse por pneumonia 

 

Esse ensaio foi realizado com a bactéria patogênica Klebsiella 

pneumoniae, conforme descrito por Sordi e colaboradores (2013). A 

bactéria foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Jamil Assreuy do 

Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa 

Catarina. 
Anteriormente ao processo cirúrgico, os animais foram 

previamente identificados, pesados e anestesiados com uma mistura de 

tribromoetanol e cetamina (375/25 mg/kg; i.p.). Após ausência de 

reações motoras, verificadas pela preensão com pinça no coxim adiposo 
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da pata dianteira, os animais foram colocados em posição supina 

inclinada a 45°. 

Realizou-se a assepsia da região ventral do pesoço, para posterior 

incisão (5 mm) da pele. A musculatura da região foi levemente afastada 

e a traqueia identificada. Com auxílio de uma seringa de calibre 30 G 

foram injetados 50 μL da suspensão bacteriana (1.10
9 

UFC) pela via 

intratraqueal.  

Na sequência a pele dos animais foi suturada com monofilamento 

de nylon (5-0) com pontos simples. Todos os animais receberam, pela 

via subcutânea, 30 mL/kg de solução de tampão fosfato de sódio (PBS) 

para reposição fluídica.  Adicionalmente, ao grupo II foi administrado 

Meropenem (50 mg/kg) e ao grupo III a amostra TSH (12 mg/kg) 1 vez 

ao dia, por 3 dias, por via intraperitoneal. Todos os animais foram 

mantidos em ambientes aquecidos até a recuperação da anestesia, que 

variou entre 30 a 45 minutos. 

Os mesmos procedimentos cirúrgicos foram realizados com os 

animais controles, porém foi instilado pela via intratraqueal 50 μL de 

solução PBS estéril, ao invés da suspensão contendo a bactéria. 

 

4.3.4.2 Modelo experimental sepse por ligação e perfuração cecal  

 

Da mesma forma que no modelo anterior, procedeu-se no 

primeiro momento a anestesia dos ratos com cetamina (90 mg/kg) e 

xilazina (10 mg/kg). Posteriormente, os animais foram submetidos à 

laparotomia com incisão mediana abdominal. O ceco foi ligado abaixo 

da junção íleo-cecal com fio seda 3-0 e perfurado com uma agulha 14 G, 

delicadamente comprimido até a extrusão de conteúdo fecal. Em 

seguida, o ceco foi recolado na cavidade peritoneal e os planos 

cirúrgicos foram suturados com fio de seda. Imediatamente após o 

processo cirúrgico, os animais receberam reposição fluídica (salina em 

50 mL/kg) e foram colocados nas gaiolas, mantidas aquecidas, até a 

recuperação dos animais, que levou cerca de 60 minutos. O grupo Sham 

foi constituído por animais submetidos à laparotomia, sem ligação ou 

perfuração (RITTER et al., 2003). 

 

4.3.5 Análise Estatística 

 
Para a análise de sobrevivência foram utilizadas curvas Kaplan-

Meier, com teste de significância Logrank Test para comparação entre 

os grupos. Para a análise da hemocultura, foi utilizado ANOVA de uma 

via, com pos teste Tukey e para a comparação entre os grupos foi 
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realizado um Teste t não pareado. O nível de significância considerado 

com diferença estatística foi p≤0,05. Os dados foram analisados no 

programa GraphPad Prism 5.0. 

 

4.4 RESULTADOS 

 

A amostra de TSH foi analisada nos modelos experimentais de 

Pneumosepse e CLP nas doses 12 e 33 mg/kg, respectivamente. Ao final 

dos sete dias observados, foi avaliada a sobrevida dos animais pela 

determinação entre o tempo transcorrido da indução da sepse e a hora do 

óbito do animal. Os resultados foram expressos através da curva de 

sobrevivência de Kaplan-Meier. 

A figura 10 mostra os resultados para o modelo de Pneumosepse. 

Como é possível observar, foi verificada diferença quanto à mortalidade 

entre os três grupos: Sham, pneumosépticos tratados com fármaco 

meropenem (PS+MER) e com amostra TSH (PS+TSH) (qui-quadrado= 

9,357 e p= 0,0093). Dos oito animais que compunham o grupo 

PS+MER morreram três no ínicio das 40 horas, do grupo PS+TSH 

morreram dois animais no ínicio das 60 horas. Nenhum animal do grupo 

Sham morreu nesse experimento. 

 

Figura 10- Avaliação da atividade in vivo da amostra TSH em modelo 

de Pneumosepse. 
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Em termos estatísticos, quando os grupos foram avaliados 

individualmente foi possível observar que o grupo Sham é diferente do 

grupo com pneumosepse tratado com meropenem (qui-quadrado= 8,135 

e p= 0,0043). No entanto, não houve diferença entre os animais doentes 

tratados com meropenem ou amostra TSH (qui-quadrado= 3,522 e p= 

0,0606), nem dos animais Sham em comparação aos com pneumosepse 

tratados com a amostra TSH (qui-quadrado= 3,063 e p= 0,0801). 

Com base nessa semelhança entre o tratamento proposto e o 

grupo sham e o valor de p próximo à margem quando comparado o 

antibiótico padrão a fração de estudo, sugere-se que estes ensaios sejam 

realizados com aumento do número (n) de animais. Além do aumento 

do n, um intervalo menor entre cada aplicação, a utilização de outra via 

de administração, como a via intravenosa, para que a amostra TSH 

possa atuar mais rapidamente no foco da infecção, devem ser 

investigadas para uma avaliação mais eficaz do potencial da fração 

TSH. Essas modificações no desenho experimental podem melhorar a 

eficácia do tratamento, visto que a fração TSH parece retardar a 

mortalidade no modelo animal proposto. 

Analisando a Curva de sobrevivência Kaplan-Meier para o 

modelo CLP (Figura 11), não foram encontradas diferenças entre os três 

grupos analisados (qui-quadrado= 4,750 e p= 0,0930). Comparando a 

diferença entre os grupos, foi possível observar que o tratamento padrão 

do modelo, Ceftriaxona reduz a mortalidade quando comparado aos 

animais tratados apenas com salina (qui quadrado= 5,532 e p= 0,0187) e 

com a amostra TSH (qui-quadrado= 4,092 e p= 0,0431), principalmente 

no intervalo entre 40 e 70 h, período em que ocorre a maior mortalidade 

nesse modelo animal. Esses dados nos permitem inferir que o tratamento 

proposto com a amostra TSH nesse delineamento experimental, não 

apresentou efeito sobre a sobrevivência dos animais. 
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Figura 11- Avaliação da atividade in vivo da amostra TSH no modelo 

CLP. 
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Adicionalmente, foi realizada a hemocultura com os três grupos 

desse modelo nos tempos de 6 e 24 h (Figura 12). Os dados encontrados 

na hemocultura corroboram com os achados da análise de sobrevivência, 

o tempo de 6 horas já indica a presença de bactérias na corrente 

sanguínea, ainda sem a presença de efetividade dos tratamentos 

propostos, na análise realizada 24 horas após a indução de sepse, o 

tratamento com Ceftriaxona reduziu significativamente a contagem 

bacteriana no plasma dos animais, o que em longo prazo cursou com a 

diminuição da mortalidade. O tratamento com a amostra TSH não 

conseguir reduzir significativamente a contagem bacteriana e, por 

conseguinte, não teve impacto na mortalidade dos animais.  
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Figura 12- Dados microbiológicos de hemocultura dos três grupos no 

modelo CLP. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 CONCLUSÕES 

 
Quando comparados os dois modelos experimentais, é possível 

concluir que a amostra TSH mostrou melhores resultados no modelo de 

Pneumosepse, ainda que novos parâmetros devam ser avaliados em 

ensaios futuros, como uma maior amostragem e um intervalo menor 

entre as administrações dessa amostra. Já em relação ao ensaio de CLP 

não foram constatados resultados promissores. 
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3 DISCUSSÃO GERAL 

 

A avaliação dos potenciais anti-infecciosos (antiviral, 

antimicrobiano e antiprotozoário) de diferentes espécies de 

invertebrados marinhos e algas coletados na costa brasileira foi o ponto 

inicial para determinação dos objetivos deste trabalho (BIANCO et al., 

2013), visto que os resultados obtidos durante essas triagens 

preliminares permitiram a identificação das espécies promissoras sob o 

ponto de vista farmacológico e, por consequência, o direcionamento dos 

estudos subsequentes.  

Os primeiros estudos farmacológicos publicados com os extratos 

brutos da espécie P. citrina datam de 2002 e 2006. Contudo naquela 

época não foram observados resultados promissores para a espécie 

(MONKS et al., 2002; SILVA et al., 2006).  

Pouco se conhece especificamente sobre a constituição química 

dessa esponja. Como vimos previamente, até o presente momento a 

única substância que havia sido identificada para o gênero era o sulfato 

de halistanol (KOSSUGA et al.,2007; MARINHO et al., 2012).  

Esse fato pode ser decorrente da limitada distribuição geográfica 

da espécie e dos poucos grupos de pesquisas que existiam em nosso país 

até o fim dos anos 1990 dedicados a estudos com esponjas marinhas. 

De posse dos resultados da triagem realizada e com intuito de 

isolar as substâncias ativas presentes na fração n-butanol (BF) de P. 

citrina, foram realizados fracionamentos monitorados pelas atividades 

antimicrobiana e antiviral. Cabe destacar, que especificamente em 

relação à atividade antimicrobiana, visando tornar mais preciso o 

monitoramento e a identificação da substância (s) ativa (s) presente em 

tal fração, foi realizado o ensaio bioautográfico antes do fracionamento 

químico, o que permitiu o conhecimento antecipado das características 

de polaridade da(s) substância(s) ativas para tal atividade através dos 

valores dos fatores de retenção (0,30 e 0,50), conforme relatadas no 

Capítulo III. 

A metodologia adotada para a purificação da fração BF foi 

realizada em duas etapas. A primeira caracterizou-se pelo fracionamento 

por cromatografia de exclusão molecular em coluna Sephadex LH-20, 

(Sep-1 a Sep-5), as quais foram posteriormente avaliadas nos ensaios 

biológicos propostos. Em ambos os testes (antimicrobiano e antiviral) a 

fração ativa foi à mesma (TSH= Sep-5).  

No caso da avaliação antimicrobiana, os resultados positivos da 

amostra TSH frente às cepas ATCC (S. aureus, E. faecalis, C. albicans) 

e clínicas (S. aureus, MRSA e VRE) foram obtidos empregando-se as 
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técnicas de difusão em disco, e corroboraram os primeiros resultados 

constatados na bioautografia. No que tange a potencial ação 

antiherpética (cepa KOS) evidenciada previamente para a fração BF de 

P. citrina foi constatado para a amostra TSH um índice de seletividade 

(IS) de 15,33. 

Quando analisada por CCD, TSH apresentou uma única mancha 

de coloração azulada após revelação com agente cromogênico 

anisaldeído sulfúrico, levando a conclusão preliminar de se tratar de um 

único composto. Contudo, as integrações dos hidrogênios observados 

nos espectros de RMN 
1
H apresentados no Capítulo III não permitiram a 

identificação estrutural da mesma, assim como sugeriram tratar-se de 

uma mistura de compostos. 

Baseado nestas informações, foi realizada uma nova etapa de 

purificação com a amostra TSH utilizando uma coluna empacotada com 

sílica de fase reversa (C18), que acarretou na obtenção de dois 

compostos codificados como HS e HS-C, nas quantidades de 30 mg e 12 

mg, respectivamente. 

No que concerne aos espectros de RMN
1
H da amostra TSH esta 

característica de similaridade de sinais também é verificada, visto que os 

compostos HS e HS-C possuem sinais com valores de deslocamentos 

químicos muito semelhantes. Esta característica é verificada 

principalmente para os sinais considerados diagnósticos na identificação 

dos halistanois, como H-2, H-3, H-6 e as metilas em C-18 e C-19. 

Somente após a obtenção dos espectros de RMN 
1
H das substâncias 

isoladas foi possível observar as diferenças estruturais entre os 

compostos HS e HS-C. As diferenças mais evidentes são a presença de 

um dupleto em δ
H
 0,84 (J= 6,8 Hz) atribuído à metila ligada ao carbono 

na posição 28 para o sulfato de halistanol, característica que não é 

observada no sulfato de halistanol C, além da presença de um simpleto 

em δ
H
 0,86 atribuído para as metilas ligadas aos carbonos nas posições 

C-26, C-27 e C-29 no sulfato de halistanol, enquanto que no sulfato de 

halistanol C não é verificada a presença deste sinal, mas sim de dois 

dupletos em δ
H
 0,87 (J= 6,6 Hz) atribuídos para as metilas ligadas aos 

carbonos C-26 e C-27. 

Os espectros ESI-MS (Apêndices 9 e 10), revelaram a presença 

dos íons com a razão m/z 731 e m/z 703, os quais propõem-se ser 

resultante das perdas de íons de Na
+
, confirmando as estruturas químicas 

propostas para o HS e HS-C, com os mesmos perfis de fragmentação. O 

espectro de ESI-MS do composto HS fornece íons de m/z 611[M
+
− 

NaHSO4], m/491 [M
+
−(NaHSO4)2] e m/z 354[M

+
−(NaHSO4)3]), 
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enquanto que para o composto HS-C são observado íons de m/z 

583[M
+
−NaHSO4], m/z 463 [M

+
−(NaHSO4)2] e m/z 340 [M

+
− 

(NaHSO4)3]. 
Os trabalhos científicos englobando substâncias da classe dos 

halistanois indicam a presença destas substâncias em diferentes espécies 

marinhas, predominantemente em esponjas e equinodermas e que as 

mesmas são reconhecidas por suas propriedades biológicas, 

principalmente atividade anti-HIV (BIFULCO; MINALE; RICCIO, 

1994; MCKEE et al., 1994; SPERRY; CREWS, 1997; WHITSON et al., 

2008). Por outro lado, para a nomenclatura e as atribuições dos valores 

de deslocamentos químicos (RMN) são verificados diversos equívocos 

entre os autores, visto que tem sido observada em recentes publicações a 

denominação equivocada de sulfato de halistanol A, quando na realidade 

as estruturas apresentadas são do sulfato de halistanol (FUSETANI et 

al., 1981; KOSSUGA et al., 2007; LIMA et al., 2014).   

Até o presente momento, nenhuma publicação científica com o 

gênero Petromica abordava a questão da obtenção de uma mistura 

contendo duas substâncias da classe dos halistanois (estruturalmente 

muito semelhantes). De maneira geral, os autores descrevem o 

isolamento do sulfato de halistanol (HS) em uma única etapa do 

processo de fracionamento químico com a fração n-butanol (Sephadex 

LH-20) e em nenhum momento é abordado o isolamento do sulfato de 

halistanol C (HS-C) para esta espécie (KOSSUGA et al., 2007; 

MARINHO et al., 2010; MARINHO et al., 2012). Isso pode ser 

justificado pela ideia equivocada da observação de um perfil 

cromatográfico contendo uma única mancha quando analisada por CCD 

de fase normal, além da interpretação errônea dos dados contemplados 

nos espectros de RMN, que na maior parte dos estudos não são 

apresentados e/ou discutidos, ao contrário dos dados apresentados nesta 

tese. 

Os resultados obtidos nos dois testes farmacológicos realizados 

(antimicrobiano e antiviral) mostraram resultados promissores tanto para 

a amostra TSH como para os compostos isolados. Em relação à 

atividade antimicrobiana, as pequenas diferenças estruturais observadas 

entre o sulfato de halistanol e sulfato de halistanol C, não foram capazes 

de tornar uma substância mais ativa quando comparada a outra, pois 
ambas apresentaram atividade frente às mesmas cepas [ATCC S. aureus 

(CIM= 250 µg/mL), E. faecalis (CIM= 250 µg/mL), C. albicans (CIM= 

1000 µg/mL) e clínicas S. aureus (CIM= 250 µg/mL), MRSA (CIM= 

125 µg/mL) e VRE (CIM= 125 µg/mL)] com os mesmos valores de 
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CIM. Da mesma forma, a amostra TSH mostrou-se capaz de inibir o 

crescimento dessas seis cepas mencionadas, porém com menores valores 

de concentrações inibitórias mínimas para todas elas [ATCC S. aureus 
(CIM= 125 µg/mL), E. faecalis (CIM= 125 µg/mL), C. albicans (CIM= 

500 µg/mL) e clínicas S. aureus (CIM= 125 µg/mL), MRSA (CIM= 

31.25 µg/mL) e VRE (CIM= 62.5 µg/mL)], sugerindo uma potencial 

ação sinérgica dos compostos HS e HS-C.  

Cabe destacar ainda que diferentemente das demais publicações 

científicas, tanto a amostra TSH como os compostos isolados de P. 

citrina tiveram seus valores de CIM e CBM determinados para as seis 

cepas que se mostraram ativas, incluindo a levedura C. albicans, que 

assim como a substância sulfato de halistanol C foram pelas primeiras 

vezes avaliadas em ensaios antimicrobianos frente a amostras do gênero 

Petromica (KOSSUGA et al., 2007; MARINHO et al., 2010; 

MARINHO et al., 2012). 

Ainda que não tenha sido avaliado o mecanismo de ação frente às 

bactérias e a levedura dessas substâncias isoladas, em recente trabalho 

realizado por Marinho e colaboradores (2012) foram realizados ensaios 

para examinar o efeito do sulfato de halistanol isolado de P. citrina 

frente ao crescimento de S. aureus (ATCC 29213). Para isso, foram 

utilizadas amostras de células em fase log de crescimento desta cepa. 

Segundo os autores foram observados mudanças nas morfologias das 

células de S. aureus e de protoplastos, após 1 hora da cultura em 

presença do sulfato de halistanol. Além disso, foram verificadas lises 

celulares drásticas nas placas tratadas com o sulfato de halistanol, 

enquanto que nos controles, as células encontravam-se intactas após 4 

horas com a cultura. Estes dados sugerem que essa substância age 

rompendo as membranas celulares, orginando um efeito direto sobre a 

membrana ou ainda propiciando o efluxo de pequenas moléculas (por 

exemplo, potássio e aminoácidos) (MARINHO et al., 2012). 

Em relação à atividade antiherpética e virucida das substâncias 

isoladas foram detectados perfis similares, ainda que em diferentes graus 

de eficiência. O sulfato de halistanol foi mais ativo (IS= 2,46) quando 

comparado ao sulfato de halistanol C (IS= 1,45) nos ensaios de redução 

do número das placas de lise frente HSV-1. Contudo, da mesma forma 

que na avaliação da atividade antimicrobiana, essas substâncias 

mostraram resultados significativamente mais promissores quando 

associadas (TSH; IS= 15,33), sugerindo uma ação sinérgica dos 

compostos. Essa possibilidade de ação sinérgica das substâncias sulfato 

de halistanol e sulfato de halistanol C frente ao HSV-1 foi investigada e 
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está descrita de forma detalhada na publicação científica mostrada no 

Capítulo II.  

Foi verificado também que o sulfato de halistanol, sulfato de 

halistanol C e a amostra TSH agem inibindo a adsorção e penetração do 

HSV-1 (cepa KOS), assim como possuem a capacidade de interferir de 

forma distinta na expressão de importantes proteínas virais, como 

ICP27, gB e gD as quais estão envolvidas em diferentes etapas da 

replicação viral. 

Em relação às duas substâncias isoladas previamente, sulfato de 

halistanol (HS) e sulfato de halistanol C (HS-C), existem algumas 

questões ainda a serem avaliadas como o grau de influência dos 

grupamentos sulfatos e das posições que os mesmos ocupam nessas 

moléculas frente às atividades antiviral e antimicrobiana. Cabe destacar, 

que ambas as substâncias ativas apresentam em suas estruturas três 

grupamentos sulfatos ligados nas posições C-2, C-3 e C-6 do núcleo 

esteroidal, confirmadas por ESI-MS. 

Dessa forma, foram procedidas reações de hidrólise em coluna de 

vidro empacotada com resina de troca iônica IR-120 com o composto 

HS a fim de romper essas ligações, o que levou a obtenção de diferentes 

substâncias. Os produtos da hidrólise do composto HS já foram 

submetidos à purificação em coluna com sílica gel usando uma mistura 

de solventes (n-butanol: ácido acético: água; 6:1:2) (Figura 13). 

 

Figura 13- Perfil cromatográfico (CCD) da amostra HS hidrolisada em 

coluna IR120 (A) e dos produtos hidrolisados após purificação (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fase móvel= n-butanol:ácido acético:água (6:2:1). 

Revelador: Anisaldeído sulfúrico/aquecimento. 
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Como informações prévias, foi possível observar a obtenção 

substâncias com comportamento cromatográfico distinto das substâncias 

originais (CCD) e com uma redução na intensidade dos sinais referentes 

aos grupamentos sulfatos nos espectros de infravermelho (IR) (dados 

não apresentados). Por outro lado, as técnicas utilizadas naquele 

momento não foram capazes de caracterizar estruturalmente tais 

moléculas, apenas sugeriram que ocorreu o rompimento de tais ligações 

e a perda de grupamento(s) sulfato (s), sem ser possível estabelecer a 

localização dessas ligações.  

Uma alíquota da amostra contendo os produtos obtidos com a 

hidrólise do composto HS (Figura 14) foi testada no ensaio da 

bioautografia. Pode-se observar que outros dois compostos codificados 

como Dis HS e Mono Hs também foram capazes de inibir o crescimento 

da cepa MRSA. 

 

Figura 14- Resultado do ensaio de bioautografia dos produtos da 

hidrólise HS frente MRSA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fase móvel: n-butanol: ácido acético: água (6:1:2). Placa revelada com cloreto 

de trifeniltetrazólio, (TTC; 0,5%). 

 

No momento novas purificações estão sendo realizadas com a 

finalidade de obter uma maior quantidade desses compostos 

hidrolisados para que possam ser efetuadas novas avaliações biológicas 

e a caracterização química estrutural dos compostos por RMN, já que 

em ensaios prévios também foi constatada atividade antiherpética contra 

o vírus HSV-1 para amostra Dis HS, diferentemente do observado nos 

ensaios de avaliação da atividade tripanocida frente Trypanosoma cruzi 

em que a amostra Des HS na concentração de 50 μM mostrou IS= 5,4. 
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Sendo assim, mediante as comprovadas atividades antiviral e 

antimicrobiana observadas para o sulfato de halistanol e sulfato de 

halistanol C e por meio das modificações moleculares com tais 

substâncias, será possível propor um estudo prévio de relação estrutura-

atividade. Este resultado permitirá determinar o quão essencial são os 

grupamentos sulfato e em que posição devem estar dispostos nestas 

moléculas para que haja a manutenção das atividades biológicas 

mencionadas.  

Além disso, os resultados promissores obtidos nas triagens 

preliminares das atividades antiviral e principalmente antimicrobiana 

com a amostra TSH isolada da esponja marinha P. citrina por meio do 

desenvolvimento de métodos in vitro, propiciaram uma nova 

possibilidade de investigação in vivo com esta amostra envolvendo o 

Modelo de Pneumosepse e Modelo de Ligação e Perfuração Cecal. 

Comparando os resultados preliminares obtidos nos dois modelos 

experimentais, a amostra TSH mostrou-se mais efetiva no Modelo de 

Pneumosepse, promovendo o prolongamento da vida dos animais 

sépticos, ainda que sem efeito na taxa de sobrevivência. Possivelmente, 

por esse modelo utilizar a cepa da bactéria gram negativa K. 

pneumoniae e a amostra TSH se mostrar mais seletiva as bactérias gram 

positivas, os resultados podem estar relacionados com a diferença na 

estruturação da parede celular bacteriana. 

A fim de uma melhor avaliação da amostra TSH in vivo é 

importante que sejam realizados novos experimentos nos dois modelos 

de sepse anteriormente mencionados, com intuito de observar o efeito da 

alteração de alguns parâmetros, como aplicação da amostra TSH pela 

via endovenosa e administração em intervalos menores de tempo.  
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4 CONCLUSÕES 

 

 Os estudos de triagem com espécies marinhas brasileiras 

permitiram direcionar nossos estudos a partir da constatação da 

atividade antiviral e antimicrobiana para a fração BF de P. citrina. 

 O fracionamento químico em gel de permeação Sephadex LH-20 

com a fração BF propiciou a obtenção da amostra TSH, que após 

purificação em coluna de vidro com sílica de fase reversa levou ao 

isolamento de dois compostos majoritários HS e HS-C, identificados e 

caracterizados por RMN e espectrometria de massas como sulfato de 

halistanol e sulfato de halistanol C. 

 A amostra TSH e os compostos isolados HS e HS-C 

apresentaram atividade antiherpética contra HSV-1. A amostra TSH 

apresentou promissores índices de seletividade (IS= 15,33) quando 

comparados HS (IS= 2,46) e HS-C (IS= 1,46). 

 A amostra TSH e os compostos isolados HS e HS-C 

apresentaram atividade virucida e inibiram a adsorção e penetração por 

células VERO. Adicionalmente, através da análise de expressão proteica 

viral foi possível constatar que os compostos HS e HS-C, assim como 

amostra TSH inibiram em diferentes intensidades a expressão das 

proteínas ICP27 (α) e gB (γ). 

 Pelo ensaio de difusão em disco foi possível verificar a atividade 

antimicrobiana da fração BF, da amostra TSH e dos compostos HS e 

HS-C por meio da inibição do crescimento de três cepas ATCC (S. 
aureus, E. faecalis e C. albicans) e três isolados clínicos bacterianos (S. 

aureus, MRSA e VRE).  

 A concentração inibitória mínima determinada através da técnica 

de microdiluição mostrou CIM semelhantes para os compostos HS e 

HS-C frente a seis cepas. Contudo, os resultados mais promissores 

foram observados para a amostra TSH contra cepas de MRSA e VRE, 

com CIM= 31,25 μg/mL e de 62,5 μg/mL, respectivamente. 

 Baseado nos valores de CIM e CBM foi possível inferior que a 

amostra TSH, assim como os compostos HS e HS-C possuem ação 

bactericida frente às três cepas ATCC (S. aureus, E. faecalis e C. 
albicans) e três isolados clínicos bacterianos (S. aureus, MRSA e VRE).  

 Análise dos dados de sobrevivência, expressos por curvas 

Kaplan-Meier não apontou diferença na mortalidade entre os animais 

doentes tratados com meropenem ou a fração TSH. No modelo de sepse 

por CLP, o tratamento com amostra TSH não foi capaz de reduzir a 

mortalidade.  
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APÊNDICE 1- Potencial anti-infeccioso de invertebrados marinhos e 

algas da costa brasileira. 
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APÊNDICE 2- Espectro de infravermelho da amostra TSH obtida por 

pastilha de KBr. 
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APÊNDICE 3- Espectro de RMN 
1
H (500 MHz; CD3OD) da amostra 

TSH. 
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APÊNDICE 4- Espectro de RMN 
1
H (500 MHz; CD3OD) da amostra 

TSH ampliado na região entre 4,90-4,15 ppm. 
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APÊNDICE 5- Espectro de RMN 
13

C (125 MHz; CD3OD) da amostra 

TSH. 
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APÊNDICE 6-Mapa de correlação heteronuclear HSQC (500 MHz; 

CD3OD) da amostra TSH ampliado. 
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APÊNDICE 7- Mapa de correlação HMBC (500 MHz; CD3OD) da 

amostra TSH ampliado. 
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APÊNDICE 8- Mapa de correlação Homonuclear COSY (500 MHz; 

CD3OD) da amostra TSH ampliado. 
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APÊNDICE 9-Espectro de massas de alta resolução do composto HS 

(HRESI-MS; modo negativo).  

 

 

 
 

 



174 

 

 

 

 

APÊNDICE 10- Espectro de massas de alta resolução do composto HS-C 

(HRESI-MS; modo negativo). 
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APÊNDICE 11- Comparação entre os espectros de RMN 
1
H (500 MHz; 

CD3OD) dos compostos HS e HS-C. 
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APÊNDICE 12- Comparação entre os espectros ampliados de RMN 
1
H 

(500 MHz; CD3OD) dos compostos HS e HS-C. 
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APÊNDICE 13- Antibiograma dos isolados clínicos realizados pelo Laboratório La Vita (Criciúma/SC). Diâmetros 

de sensibilidade medidos e interpretados de acordo com os valores padronizados pelo CLSI (2012). 

 

Antibiograma A. baumannii E. cloacae E. faecium K. pneumoniae P. aeruginosa S. aureus MRSA VRE 

 Material 

Ponta de 

Catéter 

Material 

Urina 

Material 

Líquido 

abdominal 

Material 

Urina 

Material 

Aspirado 

traqueal 

Material 

Líquido 

sinovial 

Material 

Lesão 

cutânea 

Material 

Líquido 

abdominal 

Amicacina Resistente - - Sensível Sensível Sensível Sensível - 

Ampicilina - - Resistente Resistente - - - Resistente 

Ampicilina/Sulbactam Resistente Resistente - Resistente - - - - 

Cefalotina - Resistente - Resistente - - - - 

Cefepime Resistente Resistente - Resistente Sensível - - - 

Cefuroxima - Resistente - Resistente - - - - 

Ceftriaxona Resistente Resistente - - - - - - 

Ceftazidima Resistente   Resistente Sensível - - Resistente 

Ciprofloxacino Resistente Resistente Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Sensível 

Cloranfenicol Resistente - Intermediário - - Sensível Sensível Resistente 

Eritromicina - - Resistente - - Resistente Resistente Resistente 

Gentamicina Resistente Resistente  Intermediário Sensível Sensível Sensível - 

Imipenem Resistente Sensível  Resistente Resistente - - - 

Levofloxacino Resistente Resistente Resistente Resistente Sensível Sensível Sensível Resistente 

Linezolida - - Sensível - - - - - 

Meropenem Resistente - - Resistente Resistente - - - 

Nitrofurantoína - Resistente - - - - - - 

Norfloxacino - Resistente - Resistente - - - - 

Oxacilina    - - Resistente Resistente - 

Penicilina - - Resistente - - Sensível Resistente Resistente 

Piperaciclina/Tazobacta

m 

Resistente Sensível - Resistente Sensível - - - 

Polimixina B Sensível - - - Sensível - - - 

Sulfazotrim Resistente Resistente - Resistente - Sensível - - 

Tetraciclina - - Sensível - - - - - 

Vancomicina - - Resistente - - - - Resistente 


