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O presente trabalho foi motivado pela

questdo relacionada ao banimento,
promulgado para 1° de janeiro de 2008, do
composto conhecido como tributil estanho
(TBT), principal e mais eficiente biocida
utilizado em  tintas maritimas
antiincrustantes, acreditando que o uso de
um biocida ndo-poluente ¢ de fato a melhor
resposta para a sua substituicdo no
combate a bioincrustagdo marinha. O
mesmo se justifica pela necessidade da
existéncia comercial de produtos com agao
biocida ou antiincrustante, ndo-agressivos
ao meio ambiente, que possam ser utilizados
na preparagdo de tintas maritimas
antiincrustante.

O principal objetivo foi avaliar a
eficacia antiincrustante de substancias do
grupo dos alquil-glicerofosfolipidios
anilogos ao composto denominado
Platelet Activating Factor (PAF) ou Fator
Ativador de Plaquetas, que
reconhecidamente possui potente acdo
celular.

Supde-se aqui que tais compostos,
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ao alcangar os invoélucros celulares dos
microorganismos, possam:

a) devido a caracteristica hidrofobica
de seu radical alquidico, ser facilmente
adsorvido por camadas de
peptidoglicanos, polissacarideos, lipo-
polissacarideos ou fosfolipidios presentes
na membrana plasmatica e, agindo como
um surfactante, causar danos a célula
atingida; e

b) devido a sua caracteristica de PAF-
analogo, desencadear uma reagdo
antagonica, p. ex., inflamacao, inibi¢ao de
sintese celular ou apoptose, ocasionando
a repulsdo ou morte do microorganismo.

A idéia da utilizag@o de tais PAF-
analogos como agente antiincrustante tem
como principio 0 que acontece em outros
tipos de células amplamente utilizadas na
area médica e farmacologica, baseando-se
no possivel desencadeamento de uma
reacdo antagdnica ou processo
inflamatorio nas células dos organismos
incrustantes em contato com tais produtos.

Deste modo, espera-se que um composto
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difundido no biofilme, que possa agir
ocasionando o rompimento ou mau
funcionamento desta estrutura, faga com
que os organismos que iniciam e formam o
biofilme, tais como bactérias, microalgas,
protozoarios, rotiferas, ovos e larvas, sejam
repelidos ou mortos, implicando na
conseqiiente inibi¢do do inicio do processo
de incrustacao.

O presente trabalho foi limitado a
ensaios em laboratorio, utilizando agua do
mar in natura, € visou a verificar o
assentamento de microorganismos

marinhos, tais como bactérias,
cianobactérias e diatomaceas, em laminas
de microscopia devidamente preparadas
contendo as substincias a serem avaliadas.

Para isto, PAF-analogos disponiveis
comercialmente e extraidos de organismos
marinhos, tais como mexilhdo e esponja
marinha, induzidos ao estresse por meio
de inoculagdo de substancia quimica
irritante, foram avaliados em testes de
eficacia

laboratéorio  quanto &

antiincrustante contra microorganismos
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Figura 1 — Organismos marinhos objetos do estudo

presentes na formagdo do biofilme, etapa
fundamental ao  processo  de

bioincrustacao marinha, sendo
incorporados em laminas para microscopia
recobertas por gel agar-agar e dispostos
em tanques contendo agua bombeada
diretamente do mar.

Os organismos marinhos utilizados,
- uma espécie de mexilhdo, Perna perna, e
trés espécies de esponjas marinhas,
Aplysina fulva, Amphimedon viridis e
Arenosclera  brasiliensis, foram
classificados e separados em dois grupos,
dentro de cada espécie, para o processo
de extrag@o com solventes (Figura 1).

O primeiro grupo de cada espécie, o
qual ndo sofreu nenhuma inoculagio e
serviu como referéncia, teve o seu processo
de extragdo iniciado imediatamente. O
segundo grupo foi transferido para
recipientes contendo agua do mar filtrada,

tendo baixo teores de organismos
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planctonicos e material organico
particulado, mantida sob aeracgao forgada,
permanecendo sob inani¢do por 36 horas
para o inicio do processo de indugdo ao
estresse, sendo em seguida inoculados
com solvente dimetil-sulféxido (DMSO). A
Figura 2 mostra a seqiiéncia e o diagrama
empregados no estudo.

Os extratos lipoides, obtidos apods
concentragdo, foram fracionados por
extracao em fase solida usando uma coluna
cromatografica de 1 cm de didmetro
preenchida com 10 gramas de silica (250 —
115 mesh), visando a separar a fragdo mais
polar contendo os glicerofosfolipidios de

interesse.
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Figura 2 — Diagrama
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Figura 3 - Tanque e painel utilizado nos experimentos

As fragdes mais polares dos extratos
iniciais, bem como uma solugao do branco
de reagentes e uma solucdo contendo um
de

incorporadas a gel de agar-agar

padrao PAF-analogo foram
e entdo, deste modo, usados para

recobrir unilateralmente laminas

de microscopia. As laminas assim

preparadas foram fixadas em

(]

painéis de acrilico e entdo

(105 cel cm2)

dispostos em um tanque

contendo agua do mar in natura
(Figura 3).

Os painéis, quatro ao total,
foram retirados individualmente

a cada 48 horas, sendo as

0

laminas reservadas para

-

posterior avaliacdo quanto ao
de

microorganismos aderidos por 0

grupo e quantidade

<«

(10 % cel 1 em2)

meio de microscopia de
epifluorescéncia.

Na apresentacdo grafica
dos dados, foi correlacionado o

numero total de bactérias gram-
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negativas aderidas por cm? de lamina entre
os extratos inoculados e o extrato de
referéncia de cada espécie. Tendo por base

de comparagdo os valores obtidos pelos
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controles branco e padrdo, podemos
observar a dissimilidade da resposta do
padrdo em relag@o ao branco de reagentes

e aos demais extratos avaliados, indicando

Amphimedon viridis
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Figura 4 - Total de microorganismos aderidos nos extratos em comparacdo aos controles

branco e padrao.



em todas as comparagdes uma menor
adesdo (Figura 4).

A avalia¢do dos dados estatisticos
demonstrou que os extratos que possuiam
indicios de PAF-anadlogos nio
apresentaram uma agdo antiincrustante
comparavel ao controle do padrao, um PAF-
analogo comercialmente disponivel, porém
acredita-se que a concentragdo de tais
compostos no extrato tenha sido
inicialmente superestimada, o que pode ter
ocasionado um resultado ndo significativo.
Porém, em relagdo ao padrdo de PAF-
analogo utilizado, o0 mesmo mostrou-se
eficaz como um agente inibidor da adesao

bacteriana, o qual apresentou, em

comparagdo ao branco de reagentes, uma
menor adesdo de bactérias gram-negativas.
Contudo, nada se pode inferir sobre o
mecanismo da agdo inibidora, ou seja, se
ela ocorreu por acdo surfactante ou por
sinalizacdo celular. Por outro lado, devido
a diminuta quantidade de adesdo das
cianobactérias ¢ diatomaceas, ndo foi
possivel fazer qualquer avaliagdo
relacionada a estes microorganismos. Para
isto, devemos atentar para um maior tempo
de imersdo dos experimentos, permitindo
que tal adesdo venha a ocorrer,
possibilitando assim obter uma maior
quantidade de dados relacionados a estes

microorganismos.
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Por ultimo, a utilizagdo de um
composto analogo ao PAF como um agente
antiincrustante apresenta-se como uma
promissora perspectiva na substituicdo do
TBT, pois ao contrario de outros biocidas
naturais ja pesquisados, o mesmo
apresenta uma molécula de facil sintese e
sua possivel atuagdo como um mediador
celular pode torna-lo mais eficaz em
menores concentragdes e permitir que o
mesmo atue seletivamente na membrana
citoplasmatica dos microorganismos da
bioincrustacao, de modo que tal substancia
podera apresentar-se como um produto
antiincrustante economicamente viavel e

principalmente ambientalmente correto.
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