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RESUMO

O estudo de fontes naturais pouco exploradas, especialmente na regido amazolnica, tem
adquirido relevancia nos ultimos anos. Considerando a Amaz6nia como a maior floresta do
mundo, é notavel que muitas espécies ainda permanecam por descobrir. Nesse contexto, a
pesquisa sobre os metabolitos secundarios de fungos endofiticos tem despertado crescente
interesse na comunidade cientifica, impulsionada pelo potencial que esses microrganismos
apresentam na area da saide. Os microrganismos tém sido uma fonte rica de metabdlitos
bioativos com varias aplicacdes, como agroguimicos, antibiéticos, imunossupressores,
antiparasitarios e agentes anticancer. O objetivo deste estudo foi contribuir para a investigacéo
de fungos endofitos em plantas de mangue da Amazonia brasileira através do isolamento
identificacdo de compostos com atividades antimicrobianas, alelopaticas e anticancerigenas do
do fungo Actinomucor elegans AcCC181.A o qual foi isolado como endéfito da planta
Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae). Através de técnicas de cromatografia, foram isolados
os compostos fenodlicos tirosol (S-1), acido 4-hidroxifenilacético (S-2), 4-formilfenil 2-
phenylacetate (S-3) e cido fenilacético (S-4). A partir do tirosol, foram obtidas as substancias
4-(2-acetoxietil)-fenilacetato  (S-5), 4-(2-(butiriloxy)etil)-fenilbutirato  (S-6) e 4-(2-
(benzoiloxy)etil) fenilbenzoato (S-7) por meio de derivatizacdo estrutural. As substancias
tiveram suas estruturas elucidadas por meio da utilizagdo de técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e de Espectrometria de Massas (EM). As substancias e o extrato bruto foram
testados frente as bactérias E. coli, Bacillus subtilis, S. typhimurium, S. aureus e Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae, apresentando resultados de atividade antimicrobiana. Também
foram realizados ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular das substéncias isoladas S-1,
S-2 e S-3. Todas as substancias testadas demonstraram possuir atividade citotdxica potencial
sobre linhagens de cancer gastrico. Além disso, foi avaliado o potencial alelopatico do extrato
bruto, o qual apresentou atividade com as sementes de alface. E importante notar que 0s
compostos S-6, S-3 e S-7 estdo sendo testados pela primeira vez em ensaios antimicrobianos.
Além disso, € relevante ressaltar que este estudo representa o primeiro relato de ensaios
antimicrobianos realizados com as substancias isoladas neste trabalho frente as bactérias
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

Palavras chaves: Amazonia; fungo Actinomucor elegans; Rhizophora mangle L.; Substancias
isoladas; Atividade bioldgica.



SUMMARY

The study of underexplored natural sources, especially in the Amazon region, has gained
significance in recent years. Considering the Amazon as the largest forest in the world, it is
notable that many species still remain undiscovered. In this context, research on secondary
metabolites of endophytic fungi has sparked growing interest in the scientific community,
driven by the potential these microorganisms hold in the field of health. Microorganisms have
been a rich source of bioactive metabolites with various applications such as agrochemicals,
antibiotics, immunosuppressants, antiparasitic, and anticancer agents. The aim of this study was
to contribute to the investigation of endophytic fungi in mangrove plants of the Brazilian
Amazon through the isolation and identification of compounds with antimicrobial, allelopathic,
and anticancer activities from the fungus Actinomucor elegans AcCC181A, which was isolated
as an endophyte from the plant Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae). Using
chromatography techniques, the phenolic compounds tyrosol (S-1), 4-hydroxyphenylacetic
acid (S-2), 4-formylphenyl 2-phenylacetate (S-3), and phenylacetic acid (S-4) were isolated.
From tyrosol, the substances 4-(2-acetoxyethyl)-phenylacetate (S-5), 4-(2-(butyryloxy)ethyl)-
phenylbutyrate (S-6), and 4-(2-(benzoyloxy)ethyl)phenylbenzoate (S-7) were obtained through
structural derivatization. The structures of the substances were elucidated using Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) and Mass Spectrometry (MS) techniques. The substances and
crude extract were tested against the bacteria E. coli, Bacillus subtilis, S. typhimurium, S.
aureus, and Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, showing antimicrobial activity results.
Cytotoxicity and cell viability assays of the isolated substances S-1, S-2, and S-3 were also
performed. All tested substances demonstrated potential cytotoxic activity on gastric cancer cell
lines. Additionally, the allelopathic potential of the crude extract was evaluated, showing
activity with lettuce seeds. It is important to note that compounds S-6, S-3, and S-7 are being
tested for the first time in antimicrobial assays. Furthermore, it is relevant to emphasize that
this study represents the first report of antimicrobial assays conducted with the substances
isolated in this work against the bacteria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

Keywords: Amazon; fungus Actinomucor elegans; Rhizophora mangle L.; Isolated substances;
Biological activity.
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1 INTRODUCAO

A natureza oferece substancia bioativas obtidas, principalmente, de plantas e
microrganismos, e que sdo, historicamente, utilizadas no tratamento de diversas doencas. A
pesquisa sobre enddfitos fungicos e compostos € limitada, devido a énfase atual no isolamento
de moléculas bioativas de plantas. Apesar disso, os endofitos fungicos desempenham um papel
crucial no desenvolvimento de novos produtos naturais para tratar doencas crénicas (Shah et
al., 2023).

A Floresta Amazonica é a maior floresta tropical do mundo e, sem divida, o ecossistema
terrestre mais rico em diversidade de espécies vegetais e animais do planeta, cuja maioria ainda
ndo é conhecida. Diante disso, torna- se evidenciada a importancia de se promoverem estudos
que visem contribuir para o conhecimento e prospeccdo de fungos endofiticos associados a
espécies vegetais medicinais (Souza et al., 2018).

Cribb e Cribb (1955) conduziram o primeiro estudo sobre os fungos endofiticos isolados
de plantas de mangue e solos de manguezais. Desde entdo, varios estudos sobre esses fungos
marinhos tém sido conduzidos ao longo da costa dos oceanos Indico, Pacifico e Atlantico.
Diante disso, torna-se relevante realizar pesquisas sobre os fungos dos manguezais brasileiros,
visto que a flora endémica desses ecossistemas representa uma grande fonte de moléculas com
potencial bioldgico, produzidas pela biossintese de plantas, interagdo microbiana e coabitacdo
com outras espécies (Cadamuro et al., 2021).

Os fungos endofiticos sdo definidos como organismos que vivem dentro dos tecidos
vegetais em algumas fases do seu ciclo de vida sem causar dano aparente aos seus hospedeiros
(Petrini, 1991). A utilizacdo desses fungos tem proporcionado novas oportunidades na
exploracdo biotecnoldgica, através do isolamento de metabdlitos secundarios que podem ser
aplicados nas industrias farmacéuticas e agricolas. I1sso € especialmente relevante em ambientes
ainda pouco explorados, como as florestas tropicais (Chapla; Biasetto; Araujo, 2013; Souza et
al., 2018).

O primeiro metabdlito fungico eficaz foi a penicilina, produzida pelo fungo Penicillium
chrysogenun e descoberto por Fleming em 1928, sendo também o primeiro medicamento
produzido em larga escala ja na década de 1940 (Specian et al., 2014). Com o crescente
interesse em pesquisas envolvendo microrganismos endofiticos, os estudos quimicos de fungos
endofiticos desempenham um papel significativo na descoberta de novas moléculas
biologicamente ativas.

A agricultura enfrenta desafios significativos devido ao impacto das plantas daninhas,
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que resultam em custos elevados associados ao seu controle e reducdo na produtividade. O
manejo eficaz dessas plantas é crucial para mitigar os prejuizos. Neste contexto, a pesquisa
sobre espécies com potencial alelopatico emerge como uma promissora abordagem sustentavel
para o controle dessas plantas na agricultura. Além disso, doencas como a mancha bacteriana
representam sérias ameacas para cultivos importantes, como o maracuja, especialmente no
estado do Para, que é o décimo segundo maior produtor do Brasil. Esta doenca limita o cultivo,
principalmente em regides quentes, devido a sua dificil controle (Oliveira et al., 2023; Pereira
et al., 2018).

Estudos apontam que até 2050 as superbactérias matardo cerca de 10 milhGes de pessoas
por ano, um indice maior que o do cancer. Uso indiscriminado de antibioticos esta associado ao
aumento da resisténcia bacteriana, causando a ineficacia dos antimicrobianos (Correa et al.,
2017).

Outro grande problema de satde em nivel mundial é o cancer, com uma incidéncia anual
de 6-7 milhdes de novos casos e responsavel por 8,2 milhdes de mortes em 2012. Nos Estados
Unidos, em 2017, foram registrados aproximadamente 1.690.000 novos casos, resultando em
600 obitos (Gouveiaa et al., 2018). Em 2020, quase 10 milhdes de casos foram registrados
globalmente. Esses numeros destacam a urgéncia de abordagens globais para enfrentar esse
desafio de saude critico (Who, 2022).

Em resumo, tanto o cancer quanto a resisténcia bacteriana sdo considerados sérios
problemas de satde publica em escala global. Na agricultura, diversas doengas, como a mancha
bacteriana e o impacto das plantas daninhas, afetam negativamente os cultivos. Suprir a
necessidade de novos agentes terapéuticos para essas doencas, bem como de novos compostos
bioherbicidas, € um desafio a ser enfrentado pela ciéncia. Portanto, este estudo tem como
objetivo contribuir para novas pesquisas que possam ajudar a resolver esses problemas de salde
e agricolas, seja desenvolvendo novos compostos ou identificando novas fontes de compostos
existentes.

Em estudos realizados por Ramos (2021) varios fungos endofiticos foram obtidos de
Rhizophora mangle e demostrou atividade antibacteriana e citotdxica para alguns isolados.
Entdo esta Dissertacdo se prople a apresentar o estudo do fungo Actinomucor elegans
AcCC18.1A a fim de investigar a utilizacdo de seus extratos e compostos puros contra doencas
infecciosas bacterianas e citotoxicas, com o intuito de contribuir para a descoberta de novos
agentes terapéuticos. Adicionalmente, busca-se avaliar o potencial alelopatico do extrato, o que

poderia levar a identificagdo de novos agentes com atividade bioherbicida.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Contribuir para a investigacdo de fungos endofitos de plantas de mangue da Amazonia
brasileira, através do isolamento e identificacio de compostos com propriedades
antimicrobianas, alelopaticas e anticancerigenas do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A, o
qual foi isolado como enddfito da planta Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae).

2.2 Objetivos especificos

v Realizar a identificagcdo do microrganismo.

v' Isolar os constituintes quimicos dos extratos do fungo endofitico Actinomucor
elegans AcCC18.1A através de cromatografia em coluna por via imida.

v" Identificar os constituintes quimicos isolados por técnicas espectroscépicas e
espectrométricas.

v' Realizar modificacdes estruturais de uma das substancias isoladas visando
melhorar as atividades bioldgicas.

v" Realizar ensaios antimicrobianos e citotoxicos com 0s extratos brutos e as
substancias isoladas.

v' Auvaliar o potencial alelopatico do extrato bruto de Actinomucor elegans

AcCC18.1A na germinacéo e vigor de sementes.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Manguezal

O mangue pode ser definido de varias maneiras, mas de acordo com o ponto de vista
imediato, 0 mangue ou estuario pode ser caracterizado como sendo um ambiente costeiro
semifechado com uma ligacgdo livre com o oceano aberto, no interior do qual a &gua do mar €
imensuravelmente diluida pela 4gua doce oriunda da drenagem continental (Cavalcante et al.,
2013).

O manguezal é um ambiente atipico com caracteristicas peculiares, adaptado a
condi¢bes extremas, com vegetacdo que suporta a 4gua salgada e equilibra as raizes na lama
trazidas pelos rios, abrigo para centenas de espécies marinhas (Cavalcante et al., 2013). De
acordo com o Atlas dos Manguezais do Brasil, esse ecossistema abrange aproximadamente
14.000 km? ao longo do litoral do pais. Cerca de 80% dos manguezais brasileiros estdo
localizados em trés estados do bioma amazdnico: Maranhdo (36%), Para (28%) e Amapa (16%).
Essa extensa area de manguezais no norte do Brasil representa a maior por¢do continua do
ecossistema sob protecdo legal em todo o mundo, conforme o Atlas de Manguezais (Brasil,
2018).

Os manguezais sdo identificados como uma unidade ecoldgica da qual dependem dois
tercos da populacdo pesqueira do mundo, constituindo consequentemente o ponto de partida
para o sustento nutricional de uma enorme diversidade de animais, muitos dos quais de grande
importancia econémica. Dentre as diversas razdes para se estudar os manguezais, destaca- se 0
fato de que muitas comunidades humanas tém uma dependéncia tradicional desses ecossistemas
para a sua subsisténcia, sendo um dos recursos pesqueiros mais explorados desde o estado do
Amapé até Santa Catarina (Cavalcante et al., 2013).

O manguezal é considerado um ecossistema de preservacdo permanente. Na cidade de
Braganca, localiza-se a Reserva Extrativista (RESEX) Marinha de Caeté-Taperacu que é uma
Unidade de Conservacdo Federal de Uso Sustentdvel (Abdala; Saraiva; Wesley, 2012). O
municipio fica a 215 km de distancia da capital do estado (Belém) no litoral nordeste do estado
do Para, com uma area de aproximadamente 42.489,81 hectares. Estende-se: no limite com o
Oceano Atlantico, e com os municipios de Tracuateua, Augusto Corréa, Viseu e Santa Luzia do
Pard (Brasil, 2005; Brasil, 2018) na Mesorregido do Nordeste Paraense e dentro desta, na
Microrregido Bragantina.

O litoral do Para apresenta a segunda maior extensao de manguezais do pais com

aproximadamente 39 mil hectares (Brasil, 2018). A zona costeira Bragantina esta inserida no
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maior e mais bem preservado ambiente tropical imido do planeta (a Regido Amazobnica), ao
longo da costa de manguezais do nordeste do estado do Para. A area desse ecossistema €
extremamente irregular e recortada, com inimeras baias e estuarios, com cerca de 7.500 km?
(Souza-Filho; Paradella, 2005).

A vegetacdo de mangue ocupa toda a Planicie Costeira de Braganga-PA, penetrando em
direcdo ao continente ao longo dos canais estuarinos. Esta vegetacdo ocorre nas areas com
influéncia de aguas salinas e salobras, sendo constituidas por comunidades tipicas, como

Rhizophora, Avicennia e Laguncularia (Bardosa et al., 2015).

3.2 Rhizophora mangle L.

Rhizophora mangle L., conhecida como mangue vermelho, € uma planta do reino
Plantae e da familia Rhizophoraceae. Este arbusto, parte do género Rhizophora, atinge mais de
10 metros de altura. Estudos cientificos evidenciam seu potencial terapéutico, principalmente
nas cascas, utilizadas tradicionalmente para astringéncia, hemostasia, febrifugo, antifungico,
anti-inflamatério e antidiarreico, incluindo tratamento para angina de peito. A familia
Rhizophoraceae, a qual pertence, possui cerca de 120 espécies distribuidas em 16 géneros
(Regalado; Sanchez; Mancebo, 2016).

Em um estudo acerca da estrutura do bosque da peninsula de Braganga-PA, foi possivel
constatar a presenca de trés espécies tipicas de mangue: R. mangle, Avicennia germinans e
Laguncularia racemosa. A planta mais abundante nessa regido € a R. mangle ocupando 77,5%
do bosque na Vila do Acarajo, 63,8% no furo do meio e 85% no furo grande (Matni; Menezes;
Mehlig, 2006).

De acordo com o Manual Técnico de Vegetacdo Brasileira (2012), a vegetagdo no
manguezal brasileiro mais frequentemente encontrada é a R. mangle, sendo amplamente
distribuida ao longo das costas tropicais e subtropicais da América Central e do Sul, Flérida,
Africa Ocidental e nas ilhas de Fidji, Tonga e Nova Caleddnia (Silva; Bernini; Carmo, 2005).

Na medicina tradicional R. mangle L. tem sido utilizada para tratamento contra Ulceras
gastricas (De-Faria, et al., 2012; Perera et al., 2016) cicatrizacdo de feridas cutaneas (Silva,
2019) antioxidante (Gonzélez-Ocampo et al.,2022), antidiarreico (Wendel et al., 2013) e
citotdxica (Santana, et al., 2023). Esta planta pode ser uma importante fonte de novos produtos
destinados a solucionar problemas de saude de grande relevancia atual.
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3.3 Fungos endofiticos

3.3.1 Consideragdes gerais

O termo “fungos endofiticos” refere-se a fungos que vivem nos tecidos vegetais durante
todo ou parte do ciclo de vida, estabelecendo uma rela¢do simbidtica mutuamente benéfica com
sua planta hospedeira sem causar qualquer efeito adverso ou doenga (Wen et al., 2022). A
relacdo de um endofito com o hospedeiro pode variar de um hospedeiro para outro, e as
interacdes entre eles ainda sd@o pouco compreendidas. Esta associacdo sugere que estes
microrganismos coevoluiram com o0s seus hospedeiros, apresentando uma intima relacdo
mutualistica, onde os endofitos recebem nutrientes e protecdo enquanto a planta tem vantagens
decorrentes dessa interacdo, como a maior resisténcia em ambientes com intenso estresse
causado por fatores biodticos (insetos, herbivoros, nematoides parasitas e microrganismos
fitopatogénicos) ou abioticos (pH, temperatura, estresse hidrico, ventos fortes, salinidade etc.)
(Chapla; Biasetto; Araujo, 2013).

O termo endofito foi mencionado pela primeira vez no inicio do seculo XIX, para definir
todos aqueles organismos gue colonizam tecidos internos de plantas (Azevedo, 1998). Nessa
associacao simbidtica, a planta hospedeira abriga e fornece nutrientes para o desenvolvimento
do fungo, que por sua vez ajuda na protecao contra herbivoros e patégenos da planta.

Microrganismos endofiticos sdo capazes de viver nos tecidos de praticamente todas as
plantas ao redor do mundo (Petrini, 1991). Entre os micrébios endofiticos, os fungos tém sido
estudados como simbiontes, incluindo espécies que podem ser mutualistas, decompositores
ou parasitas quando associados aos seus hospedeiros (Ferreira et al., 2015).

Os fungos endofiticos sdo capazes de produzir diferentes compostos bioativos,
importantes do ponto de vista ecolégico bem como do ponto de vista biotecnologico. A
capacidade destes fungos endofiticos de produzir compostos bioativos pode ser parte de sua
defesa quimica e resposta adaptativa para sobreviver e colonizar a planta hospedeira em
ambiente selvagem (Ferreira et al., 2015).

A extrema diversidade permite a oportunidade de descobrir novos microrganismos que
possam ser potenciais produtores de compostos bioativos para a agricultura, industria e
medicina. Existe um grande interesse no estudo de microrganismos endofiticos, incluindo sua
aplicacdo no biocontrole de pragas. Devemos reconhecer a Amazonia como um patrimonio
natural inestimavel que requer uma gestao cuidadosa e protecdo para as geragdes futuras, ja
que ela nos proporciona a oportunidade de descobrir novos compostos, neste caso, a partir de
fungos endofiticos (Shah et al., 2023; Pereira et al., 2018; Souza Filho, 2007).



26

3.3.2  Fungos enddfitos e suas propriedades antimicrobianas

A descoberta acidental da penicilina, por Fleming em 1928, isolada do fungo
Penicillium notatum, deu inicio aos estudos de fungos na busca por compostos bioativos. A
partir destes organismos, ocorreu um grande avanco nas areas dos antibidticos,
imunossupressores e medicamentos antineoplasicos (Tulp; Bohlin, 2004; Strohl et al., 2004).
Alguns farmacos bem conhecidos e derivados de fungos sdo os antibidticos da classe das
penicilinas e cefalosporinas, os redutores de colesterol como a mevastatina e lovastatina,
imunossupressores como a ciclosporina e rapamicina, entre outros (Cragg; Newman, 2005;
Greve et al., 2010).

Pretsch e colaboradores (2014) relataram a notavel atividade antimicrobiana do
Talaromyces wortmannii, um fungo endofitico isolado de uma planta de Aloe vera no Egito.
Eles observaram uma significativa atividade antibacteriana ao testarem o extrato de acetato de
etila contra diversas cepas Gram-positivas, incluindo Propionibacterium acnes, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis e Streptococcus pneumoniae.

O fungo endofitico Colletotrichum gloeosporioides, isolado da planta medicinal Vitex
negundo L. coletada na India, demonstrou atividade antibacteriana contra uma variedade de
espécies tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, incluindo S. aureus, Bacillus subtilis, E.
coli e P. aeruginosa, além de atividade antifungica contra o patdgeno Candida albicans
(Arivudainambi et al., 2011).

Zhang e colaboradores (2021) descreveram o isolamento do fungo endofitico
Gelasinospora endodonta, obtido de Bruguiera sexangula, uma espécie de mangue coletada na
Ilha de Hainan, China. Este fungo demonstrou uma atividade inibitoria significativa contra a
bactéria Gram-negativa E. coli.

O fungo endofitico Aspergillus sp., isolado de Hibiscus sabdariffa L. coletada no
municipio de S8o Luis, no Brasil, demonstrou atividade inibitoria contra a bactéria Gram-
negativa Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692, tanto em meio solido quanto em meio liquido
(Borges et al., 2023).

3.3.3 Metabolitos secundarios de fungos endofiticos

Os metabdlitos secundarios sdo moléculas sintetizadas por plantas e microrganismos,
geralmente na fase estacionéria de crescimento. Esses compostos, incluindo antibioticos,
toxinas, alcaloides e pigmentos, sdo cruciais para diversos processos biolégicos e tém
importancia significativa para a saide humana (Rosales, 2019). Muitos endofiticos possuem a

capacidade de sintetizar varios metabolitos bioativos que podem ser usados direta ou
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indiretamente como agentes terapéuticos (Khawar et al., 2011).

Os fungos emergem como uma promissora fonte de produtos naturais bioativos devido
a sua notavel capacidade de producdo metabolica diversificada. A descoberta da penicilina,
produzida pelo fungo Penicillium notatum, desencadeou um maior enfoque nos estudos
relacionados a identificacdo e aplicacdo dos metabdlitos provenientes de Microrganismos
(Strobel et al., 2004).

Os compostos produzidos pelos fungos endofiticos, ja descritos na literatura (tabela 1,
p. 28), podem ser agrupados em diversas categorias, incluindo alcaloides, esteroides,
terpenoides, isocumarinas, quinonas, fenilpropanoides, ligninas, compostos fendlicos como
fenol e acidos fenolicos, metabdlitos alifaticos, lactonas, entre outros produtos metabolicos com

uma ampla variedade de atividades bioldgicas (Oliveira et al., 2015).



28

Tabela 1- Exemplos de metabdlitos secundéarios de grande relevancia isolados de fungos endofiticos

Metabdlito

Bioatividade

Cepa

Azadiractin Ae B

Camptotecina

Diosgenin

Emodin

Gentiopicrin

Hypericin

Kaempferol

Lapachol

Rhein

Sanguinarine

Taxol

Tirosol

Pesticida natural

Anticancer

Precursor de progesterona; redutor do

colesterol

Antidiabético, antiviral e

anticancerigeno

Anti-malarial, fungicida e larvicida

Antidepressivo,
anti-inflamatério, antimicrobiano,

antiviral e antioxidante

Antioxidante; anticancerigeno

Anticancerigeno

Antitumoral; anti-inflamatorio;

antimicrobiano; homeostatico

Anticancerigeno

Anticancerigeno

Antioxidante, antimicrobiano

Fonte: Venugopalan et al., (2015) modificado

Eupenicillium parvum

Diversas cepas

Cephalosporium sp.

Paecilomyces sp

Thielavia subthermophila
INFU/Hp/KF/34B

Thielavia subthermophila
INFU/Hp/KF/34B

Fusarium chlamydosporum

Aspergillus niger Alternaria

alternata

Fusarium solani R13

F. proliferatum BLH51

Diversas cepas

Asordaria conoidea

Colletotrichum coccodes
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3.3.4 Compostos Fendlicos

O termo "compostos fenolicos™ abrange todas as substancias que contém multiplos
grupos fenol, que é o nome comum do hidroxibenzeno, ligados a estruturas aromaticas ou
alifaticas (Creus, 2004).

Compostos fendlicos sdo normalmente metabdlitos secundarios de plantas, geralmente
envolvidos na defesa contra organismos patogénicos e raios ultravioleta. Os acidos fenolicos
podem ser divididos em derivados de &cido hidroxibenzoico e hidroxicindmico que conferem
propriedades antioxidantes aos vegetais que os possuem (Oliveira, 2018).

As principais propriedades benéficas dos compostos fendlicos sdo suas propriedades
antioxidantes. Essas propriedades antioxidantes sdo a razdo de suas possiveis implicacfes na
salde humana, como a prevencao do cancer, doencas cardiovasculares e até mesmo doencas
neurodegenerativas, como o Alzheimer (Creus, 2004).

Os dois principais grupos de polifendis sdo os acidos fendlicos e flavonoides, sendo 0s
primeiros classificados em acidos benzoicos e derivados e &cidos cindmicos e derivados. Ja 0s
flavonoides encontram-se divididos nas subclasses flavondis, flavanonas, isoflavonas,
flavanois, isoflavonas e antocianinas (Hoensch et al., 2015; Johnston, 2015).

Os acidos fendlicos sdo algumas das substancias que constituem o grupo dos compostos
fenolicos. Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou
mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades
antioxidantes tanto para os alimentos como para o organismo, sendo, por isso, indicados para o
tratamento e prevencao do cancer, doengas cardiovasculares e outras doencas (Soares, 2002).

Na tabela 2 (p. 30) representa-se alguns dos compostos fendlicos de importancia

terapéutica, juntamente com suas estruturas e 0s impactos que exercem na salde.



Tabela 2- Alguns compostos fendélicos de importancia terapéutica
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Compostos Estrutura

fenolicos

Impactos na saude

Referencia

Tirosol OH

(p-hidroxi-fenil-

etilico) 0

Acido 4- OH

hidroxifenilacéti

CcOo /

OH

Acido N

fenilacético 0

F

O tirosol & um composto fendlico bem
conhecido com potencial antioxidante e
antimicrobiano. Ha uma ampla quantidade de
publicacbes que destacam suas diversas
antioxidantes,  anti-

atividades, como

inflamatorias, anticarcinogénicas,
antiplaquetarias, antimicrobianas e

antifangicas.

O é&cido 4-hidroxifenilacético (4-HPCA) foi
identificado como um antioxidante, agente
antimicrobiano e indutor de enzimas da fase 2.
De acordo com Liu et al., o 4-HPCA

demonstrou forte acdo antimicrobiana contra a
Listeria  monocytogenes, inibindo  seu
crescimento de maneira dose-dependente,
levando a uma proliferacdo minima apds um

periodo de tratamento.

De acordo com a pesquisa conduzida por Kim
et al., foi demonstrado que o acido fenilacético
produzido por B. licheniformis durante o
processo de fermentagcdo da soja possuli

propriedades antibidticas. Esse composto
revelou atividade antimicrobiana contra varias
bactérias e leveduras, incluindo
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Candida albicans.

Arrudaetal.
(2021)
Fernandez et al.
(2022)

Liuetal.,
(2021)

Kimetal.
(2004)

Fonte: Autora (2023)
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3.3.4 Potencial quimico e bioldgico de fungos endofiticos associados a plantas de mangue

Os estudos sobre fungos endofiticos isolados de plantas de mangue e solos de
manguezais foram iniciados ha 69 anos atras, na Australia (Cribb; Cribb, 1955). Estudos
ecoldgicos e taxondmicos tém sido conduzidos desde 1980, nos oceanos Pacifico e indico. Esses
trabalhos tém contribuido para a identificacdo de espécies de fungos de manguezais (Abdel-
Wahab, 2005; Parrent et al., 2004). Vérios artigos foram publicados nas duas ultimas décadas
sobre os fungos marinhos de manguezais tropicais (Cavalcante et al., 2009; Gilbert; Ryvarden,
2008; Harvey; Goff, 2010; Kumaresan; Suryanarayanan, 2001) entretanto, esses aspectos tém
sido pouco explorados nos manguezais brasileiros.

Os fungos marinhos desempenham importante papel no ciclo de regeneracdo de
nutrientes para decompor a matéria organica morta. O estudo da diversidade da comunidade
fangica marinha, abrangendo a diversidade genética e riqueza de espécies, € 0 primeiro passo
para 0 modelamento dindmico da comunidade flngica em termos de abundéancia e distribuicdo
espacial e temporal de espécies e na ciclagem de nutrientes. Tais modelos sdo essenciais para o
manejo e conservacdo eficientes de ambientes marinhos, florestais e agrarios, os quais séo
importantes economicamente (Pang; Mitchell, 2005).

O ecossistema de manguezal € um atrativo ponto de biodiversidade para a prospec¢édo
de novos e Uteis bioativos e estruturas quimicas, incluindo aquelas com potencial aplicacdo
medicinal. No geral, nas Ultimas duas décadas, bactérias/fungos associados a manguezais tém
recebido consideravel atencdo devido as suas caracteristicas ecologicas unicas, diversidade e
abundancia de novos metabdlitos secundarios bioativos, conforme demonstrado pelo aumento
no numero de publicac¢Ges na literatura (Cadamuro et al., 2021).

Apesar da pesquisa limitada sobre a quimica dos fungos endofiticos de manguezais,
mais de 200 espécies foram identificadas em arvores de mangue, destacando-se como uma fonte
confidvel de metabolitos secundarios diversos e biologicamente ativos. Esses fungos sao
considerados novas fontes de substancias quimicas ativas, com atividade bioldgica e potencial
biotecnoldgico. Apesar disso, seu potencial completo ainda néo foi totalmente explorado. Os
fungos endofiticos mais comuns e cultivaveis em manguezais incluem Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Clolletotrichum, Fusarium, Paecilamyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Phoma,
Phomopsis, Phyllosticta e Trichoderma (Elkhateeb; EI-Ghwas; Daba, 2022). Diante da falta de
estudos sobre fungos endofiticos de manguezais brasileiros, ressalta-se a importancia da
avaliacdo da diversidade nos manguezais do estado do Para.

Pesquisas mostram que fungos endofiticos isolados de plantas de manguezais sé@o

importantes fontes de metabdlitos com diversas atividades bioldgicas (Chenetal., 2007; Linetal.,
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2008 ). A substancia pestalotiopirona B (figura 1) foi obtida dos fungos endofiticos Pestalotiopsis
spp. PSU-MA92, PSU-MA119 obtidos, respectivamente, das plantas de mangue Rhizophora
apiculata e R. mucronata, esse produto natural apresenta atividade antibacteriana e antifingica.
(Rukachaisirikul et al., 2012). Enquanto, que a pestalotiopsona F (figura 2) isolada do endéfito
Pestalotiopsis sp. de R. mucronata apresenta atividade antitumoral frente as linhagens de células
L5178Y (Xu et al., 2009).

Figura 1- Lactona de Pestalotiopsis spp. PSU-MA92 e PSU-MA119
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Fonte: Rukachaisirikul et al., 2012

Figura 2- Cromona de Pestalotiopsis sp.
HO @]
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Pestalotiopsona F
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Fonte: (Xu et al., 2009)

A espécie Pestalotiopsis € amplamente reconhecida como produtora prolifica de uma
gama diversificada de metabdlitos que incluem alcaloides, cromonas, cumarinas, derivados
isocumarinas, lactonas, peptideos, fendis, acidos fendlicos, quinonas, semiquinonas, Xantonas,
terpendides e derivados de xantona, juntamente com uma variedade de compostos
antimicrobianos, antifingicos, antitumorais, antivirais, antineoplasicos e antioxidantes (Xu et
al., 2010; Deshmukh et al., 2017).
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Zhou e seus colaboradores (2017) conduziram um estudo sobre o fungo Pestalotiopsis
spp., associado ao manguezal chinés Rhizophora mucronata. Neste estudo, eles conseguiram
isolar as substancias demetilincisterol A3, ergosta-5,7,22-trien-3-ol, stigmastan-3-ona e
flufuran, as quais mostraram citotoxicidade contra linhagens de células cancerosas humanas
HelLa, A549 e HepG, com valores de IC50 na faixa de 11,44 a 102,11 pM. E importante destacar
que o demetilincisterol A3 demonstrou o maior potencial, com valores de IC50 atingindo niveis
de atividade na faixa de nM, variando de 0,17 a 14,16 nM (figura 3).

Figura 3-Substancias obtidas de Pestalotiopsis spp.
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3.4 Aspectos fundamentais das bactérias

As bacteérias sdo organismos unicelulares e procariontes, podendo ser classificadas como
aerdbias, anaerObias ou até mesmo anaerdbias facultativas. Elas representam alguns dos
organismos mais antigos da Terra, com evidéncias de sua presenca encontradas em rochas com
cerca de 3,8 bilhdes de anos (Crapez, 2002). As bactérias foram inicialmente observadas por
volta de 1670, gracas a invencdo do microscopio pelo pesquisador van Leeuwenhoek. No
entanto, somente no século XIX, Louis Pasteur, em seus experimentos, levantou a hipdtese de
que esses microrganismos poderiam ser patogénicos (Correa et al., 2017).

Apobs a segunda metade do século XIX, cientistas como Robert Koch identificaram
microrganismos responsaveis por doencas como tuberculose, célera e febre tifoide. Nessa
época, as pesquisas eram conduzidas na busca de agentes quimicos que apresentassem atividade
antibiotica. (Guimaraes et al., 2010).

Paul Enrich, considerado o pai da quimioterapia, foi responsavel pelos conceitos
fundamentais de que uma substancia quimica poderia interferir na proliferacdo de
microrganismos patogénicos, como as bactérias, em concentragdes toleraveis pelo hospedeiro
(Patrick, 2009).

A penicilina G, ou Benzilpenicilina, foi descrita em 1929 como agente antibi6tico,
porém somente foi introduzida como agente terapéutico nos anos 1940. Apds o processo de
industrializacéo da penicilina, especialmente em consequéncia da Segunda Guerra Mundial, foi
observado um rapido crescimento na descoberta e desenvolvimento de novos antibioticos.
(Projan; Shlaes, 2004).

Vaérias abordagens relacionando a quimica dos produtos naturais e técnicas de biologia
molecular tém sido desenvolvidas visando a obtencdo de moléculas naturais, que possam ser
usadas como protétipos para o desenvolvimento de novos antibidticos. Entre os anos 1940-1960
muitos antibidticos (figura 4, p. 35). foram descobertos por meio de triagens de produtos
naturais microbianos, com a maioria deles sendo eficazes no tratamento de bactérias Gram-
positivas, tais como os B-lactdmicos cefalosporina, tetraciclinas clortetraciclina e outros como
cloranfenicol e clindamicina. Nesse periodo, apenas trés derivados sintéticos foram

introduzidos no mercado: isoniazida, trimetropim e metronidazol (Guimarées et al., 2010).
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Figura 4- Antibioticos descobertos de produtos naturais microbiano
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Fonte: Guimaraes et al. (2010)

3.5 Resisténcia bacteriana

Microrganismos, especialmente bactérias, tém a capacidade de criar mecanismos de
resisténcia a farmacos. A resisténcia pode ser intrinseca, quando as bactérias ja possuem
informagdes genéticas que anulam a eficacia do antimicrobiano, ou adquirida, quando recebem
informagdes de outras células, independentemente da espécie (Abrantes; Nogueira, 2021).

A eficacia generalizada da penicilina resultou em seu uso disseminado, frequentemente
sem critérios definidos. Além de tratar infecgdes, comecou a ser utilizada para aliviar dores e
febre. Com o tempo, surgiram as primeiras cepas de bactérias resistentes a penicilina, como o
Staphylococcus sp., tornando alguns tratamentos ineficazes devido a producdo de enzimas,
como as beta-lactamases (Correa et al., 2017).

O primeiro exemplo de aquisicdo de resisténcia por bactérias foi dado pela
Staphylococcus aureus. No inicio da utilizagdo da penicilina G em grande escala, durante a
Segunda Guerra Mundial, quase 100% desses microrganismos eram sensiveis. Seis anos depois
cerca de 5% das cepas ja eram conhecidas, em 1959 ja se contavam um valor de 80% e,

atualmente, a resisténcia atinge quase 100% (Salles, 2000).



36

A resisténcia bacteriana emerge como um problema mundial de satde publica atraindo
a atencdo de drgdos governamentais nacionais e internacionais como Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o CDC e
associacGes de controladores de infeccBes hospitalares, além da inddstria farmacéutica
internacional (Oliveira; Souza da Silva, 2008).

Do ponto de vista epidemioldgico, segundo o Centro de Controle e Prevencdo de
Doencas (CDC) de Atlanta, nos Estados Unidos, microrganismos resistentes sdo aqueles
resistentes a uma ou mais classes de antimicrobianos. Sob a perspectiva laboratorial,
entende-se como o crescimento de uma bactéria in vitro na presenca de concentragcfes séricas
de antibidtico ou quando se mostram resistentes a duas ou mais classes de drogas que
interfeririam em suas funcbes de crescimento e, as quais seriam habitualmente sensiveis
(Oliveira; Souza da Silva, 2008).

Para que ocorra a resisténcia adquirida a antibioticos € necessario ganho ou alteracao
temporaria ou permanente da informacdo genética bacteriana. A maioria dos genes de resisténcia
esta presente em plasmideos, que podem ser trocados com elementos cromossomais (Strohl et
al., 2004).

Estudos apontam que até 2050 as superbactérias matardo cerca de 10 milhGes de pessoas
por ano, um indice maior que o do cancer. Uso indiscriminado de antibidticos esta associado ao
aumento da resisténcia bacteriana, causando a ineficacia dos antimicrobianos. Outro fator
importante esta na falta de inovacdo medicamentosa por parte das inddstrias farmacéuticas, pois
ao longo do tempo, as bactérias adquiriram resisténcia as varias classes de antibidticos, inibindo
as formas de interagdo do farmaco (Correa et al., 2017).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) avalia a resisténcia de bactérias aos
antibidticos uma séria ameaca (Camara et al., 2009). Ultimamente, o problema tem chamado a
atencdo depois de casos recorrentes de infeccdo por microrganismos resistentes em hospitais.
De acordo com a Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Brasil, a taxa de infecgdo hospitalar é de
15% mais alta do que em paises da Europa e nos Estados Unidos, onde o0 mesmo indice é de
10% (Moutinho, 2015).
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A resisténcia aos antibidticos € vista como inevitavel e irreversivel, sendo uma
consequéncia natural da adaptacdo das bactérias a exposicao a esses medicamentos. O uso
excessivo de antibidticos na medicina, na producdo de alimentos para animais e na agricultura
tem provocado um aumento global na resisténcia a essas substancias (Santos, 2004).

Estudos mostram que bactérias resistentes a antimicrobianos podem ser transmitidas aos
humanos pela cadeia alimentar (Leverstein-van et al., 2011; Verraes et al., 2013). Alguns tipos
de enterococos sdo usados em alimentos e ragdes, mas podem deteriorar os alimentos e indicar
contaminacdo fecal. Eles também sdo preocupantes devido a resisténcia que apresentam a
varios antibioticos, representando uma ameagca a satde publica, especialmente em ambientes de
salde (Costa et.al.,2022).

Segue abaixo uma breve descri¢do de cinco bactérias que foram utilizadas nos ensaios
antimicrobianos do extrato bruto, das substancias isoladas e das substancias obtidas da

derivatizacdo estrutural neste trabalho.

3.5.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis (figura 5), uma bactéria gram-positiva ndo patogénica, desempenha um
papel significativo na producéo global de enzimas extracelulares. Reconhecida como segura
pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA), esta bactéria € uma das mais
estudadas, com seu genoma e caracteristicas minuciosamente elucidados. Antes da era dos
antibioticos, as culturas de B. subtilis eram amplamente populares em escala global. Sua
utilizacdo como agentes imunoestimulantes para auxiliar em tratamentos do trato
gastrointestinal tornou-se proeminente em toda a América e Europa a partir de 1946 (Alves et
al., 2018).

Figura 5- Fotografia microscopica de Bacillus subtilis
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Fonte: Araujo, 2010. Disponible em: Bacillus subtilis - Bactérias — IfoEscoIa
Acesso em: 25/10/2023



https://www.infoescola.com/reino-monera/bacillus-subtilis

38

A utilizagdo industrial do B. subtilis remonta a mais de mil anos, destacando-se a
producdo de natto por fermentacdo da soja em 1982 no Japdo. Em ambientes com escassez de
nutrientes, o B. subtilis desenvolve uma célula morfologicamente Unica chamada esporo. Esses
esporos demonstram notavel resisténcia, capazes de sobreviver a extremos de temperatura e
outras condigdes adversas. Além disso, o B. subtilis é reconhecido por sua seguranca, sendo
amplamente utilizado como probi6tico em alimentos na Asia e na Africa, regides onde o

consumo de produtos a base de esporos € significativo (Alves et al., 2018).

3.5.2 Escherichia coli

O género Escherichia, em homenagem ao pediatra alemdo Theodor Escherich, é
composto por bacilos Gram-negativos facultativos anaerdbicos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. A espécie tipica desse género, a Escherichia coli (figura 6), esta
amplamente distribuida e é o principal bacilo facultativo anaerdbico que habita o intestino
grosso de seres humanos e animais de sangue quente. Embora a maioria das cepas de E. coli
seja inofensiva no colon e raramente cause doencgas em individuos saudaveis, algumas cepas
patogénicas podem causar doencas intestinais e extraintestinais, afetando tanto pessoas

saudaveis quanto individuos imunocomprometidos (Gomes et al., 2016).

Figura 6- Imagem é uma micrografia dptica de bactérias Escherichia coli
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A E. coli comensal, que faz parte da microbiota intestinal, ndo é patogénica e
desempenha um papel fisiolégico importante no funcionamento do organismo. Existem seis
categorias patogénicas de E coli que causam infeccBes intestinais em humanos e animais,
sendo diferenciadas pela presenga de fatores de viruléncia, como adesinas fimbriais e
afimbriais, toxinas e invasinas. Essas categorias incluem a E. coli enteropatogénica (EPEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC) ou E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e
E. coli aderente difusa (DAEC) (Souza et al., 2016).

3.5.3 Salmonella typhimurium

As espécies de Salmonella sdo bactérias Gram-negativas, flageladas, e bacilos
anaerdbios facultativos. Atualmente, existem mais de 1.800 sorotipos conhecidos, considerados
como espécies distintas na classificagcdo atual. Quando cultivadas em meios artificiais, as
bactérias formam col6nias. Por exemplo, a Salmonella typhimurium (figura 7) multiplica-se no
trato gastrointestinal de muitas espécies animais, onde geralmente ndo causa doenca. No
entanto, seu crescimento nos seres humanos pode levar ao desenvolvimento de gastroenterite.
Devido ao periodo de incubacdo que varia entre 6 a 48 horas apos a ingestdo de agua ou
alimentos contaminados, frequentemente provenientes de aves ou carne, a manifestacdo da
doenga pode se iniciar com sintomas como nauseas e vomitos, seguidos comumente por quadros
de diarreia. E relevante notar que os casos de isolamento de Salmonella associados & ocorréncia
de gastroenterite em seres humanos tém apresentado um aumento significativo nos paises
desenvolvidos nos ultimos anos. Essa tendéncia pode ser em grande parte atribuida aos métodos
modernos de criacdo de animais, ao preparo de alimentos e a distribuicao, que podem favorecer

a disseminacdo das salmonelas. (McGarvey et al., 2009).

Figura 7- Fotografia de Salmonella typhimurium

Fonte: Pinheiro, 2016
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As Salmonella ndo tifoide, como a Salmonella entérica do sorotipo Typhimurium (S.
typhimurium), sdo importantes patogenos transmitidos por alimentos em todas as regides do
mundo. A mortalidade e a morbidade causadas pela infeccéo por Salmonella representam uma
carga consideravel tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos. Mais
gravemente, 0 impacto na salude publica causado pela Salmonella € agravado pela resisténcia
antimicrobiana (Sun et al., 2019).

3.5.4 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus (figura 8) é uma bactéria esférica, do grupo dos cocos gram-
positivos, frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis.
Entretanto pode provocar doencas, que vao desde uma simples infec¢do (espinhas, furdnculos
e celulites) até infeccGes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico, septicemia e outras). A gravidade das doencas causadas por essa bactéria é evidente,
uma vez que elas podem levar a morte. Essas infecgdes se caracterizam pela dificuldade de
tratamento, que pode incluir intervencgdes cirargicas e longos periodos de antibioticoterapia. Os
antibioticos ainda s&o administrados por via intravenosa, especialmente para garantir uma acéo
rapida. Geralmente, sdo utilizados antibidticos glicopeptidicos, cuja escolha e administragcdo
podem variar dependendo do estagio e da gravidade da infecgdo (Santos et al., 2007).

Figura 8-Staphylococcus aureus em uma célula epitelial

Legenda: Imagem obtida por microscépio eletrbnico de varredura Fonte: Camara, 2013, disponivel em
disponivel em https://www.biomedicinapadrao.com.br/2013/08/imagens-incriveis-feitas-com.html. Acesso:
15/02/2024
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A histéria do tratamento dessas infeccGes € marcada pela descoberta da sulfanilamida
por Gerard Domagk em 1932, que inicialmente parecia indicar o fim das doencas infecciosas
com a implementacdo da antimicrobiana terapia. No entanto, o final daquela década viu o
surgimento das primeiras cepas de S. aureus resistentes a esse quimioterapico. Desde entéo,
essa bactéria em continuado a evoluir, com novas cepas resistentes surgindo em resposta a cada

novo antibidtico introduzido no tratamento de suas patologias (Santos et al., 2007).

3.5.5 Xanthomonhas axonopodis pv. passiflorae
O género Xanthomonas (Xanthomonadaceae) é composto por bactérias aerdbias
obrigatorias. Suas células mdveis possuem um unico flagelo Polar. Espécies do género séo
produtoras de goma xantana, um exopolissacarideo de alto interesse industrial, principalmente
para as industrias alimenticia, farmacéutica, agroquimica e petroquimica (Oliveira et al., 2023).
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (figura 9) é uma bactéria encontrada
especificamente no género Passiflora (Liberato, 2002). A infeccdo ocorre através de lesbes e
aberturas naturais na planta, resultando em uma sintomatologia tipica nas folhas caracterizada
por necrose, imersdo e lesdes oleosas de forma irregular, cercadas por areas cloroticas. Nos
frutos, ocorre o surgimento de manchas oleosas duras, tornando-os inadequados para consumo

e processamento industrial (Gongalves; Rosato, 2000).

Figura 9- Mancha bacteriana, doenca do maracuja (Passiflora edulis)

, B 2D
Legenda: a. sintomas iniciais da mancha bacteriana do maracujazeiro; b. queima foliar
severa; ¢. sintomas em fruto de maracuja; d. coldnias de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae em meio 523 de kado & heskett. fonte: Halfeld-Vieira; Nechet (2006).
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Outra caracteristica tipica das bactérias deste género é a producdo de um grupo de
pigmentos semelhantes aos carotendides denominado xantomonadina, um pigmento amarelo
associado exclusivamente a membrana externa da parede celular bacteriana (Wang et al., 2017).
A mancha bacteriana € uma importante doenc¢a do maracujé (Passiflora edulis) causada

pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. O estado do Para é o décimo segundo
maior produtor de maracuja do Brasil (IBGE, 2022). Sua producédo concentra-se principalmente
no maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa), variedade mais apreciada no Brasil.
Entretanto, a mancha bacteriana tem limitado o cultivo de varios pomares de maracujazeiro no
Brasil, principalmente porque é uma doenca de dificil controle, agravando-se em regides mais

quentes (Oliveira et al., 2023).

3.6 Neoplasias e compostos de fungos com atividade anticancer

Cancer € o termo genérico utilizado para fazer referéncia a um grande grupo de doencas
que podem afetar qualquer parte do corpo. Outros termos usados sdo tumores malignos e
neoplasias. Uma caracteristica dessa doenca é a criacao de células anormais que crescem além
de seus limites usuais e que podem invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar para outros
6rgdos; o Ultimo processo é conhecido como metastase. As metéstases sdo a principal causa de
morte por cancer (Who, 2022).

Para o Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2023-2025, aponta que ocorrerao
704 mil casos novos de cancer, com destaque para as regides Sul e Sudeste, que concentram
cerca de 70% da incidéncia. O cancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente (31,3% do
total de casos), seguido pelos canceres de mama (10,5% do total de casos) e prostata (10,2%
cada), célon e reto (6,5% do total de casos), pulmao (4,6% do total de casos) e estbmago (3,1%
do total de casos) (Inca, 2022).

Alguns estudos mostram que os fungos endofiticos séo capazes de produzir um grande
namero de importantes metabdlitos secundarios bioativos, conhecidos apenas em plantas. Um
exemplo bem conhecido é a producdo do taxol, um importante farmaco anticancerigeno, pelo
fungo endofitico Taxomyces andreanae, isolado da planta Taxus brevifolia, que também produz
esta substancia (Chapla; Biasetto; Araujo, 2013).

Ha registros também de que alguns metabolitos secundarios foram isolados
primeiramente de plantas e posteriormente foram isolados de fungos endofiticos de seus
hospedeiros, tornando-se uma vantagem, j& que alguns fatores tais como geogréfico, variagcdes
sazonais ou preservacdo ambiental, tornam o reisolamento de um composto a partir de uma

planta um problema complexo (Kharwar et al., 2011).
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Como exemplo, tem-se a vincristina (Oncovin®), também conhecido como
leurocristina, € um alcaloide, originalmente isolado das folhas da planta Catharanthus roseus,
(Apocyanaceae). Em 2013, um artigo relatou seu isolamento do fungo endéfito Fusarium
oxysporum de Catharantus roseus (Kumar et al., 2013). A vincristina interfere na formagéo do
fuso mitotico e, consequentemente, prende células tumorais na metafase (Kharwar et al., 2011).
E eficaz no tratamento da leucemia linfocitica aguda celular e doenca de Hodgkin (Shams et
al., 2009).

Podofilotoxina, também utilizada no tratamento de cancer, é encontrada em espécies
vegetais do género Podophylum e também relatada nos endofitos Trametes hirsuta e
Phialocephala fortinii. (Chapla; Biasetto; Araujo, 2013).

Hé relatos de outros compostos isolados de enddfitos com atividade anticancer tais como
paclixatel (Li; Tao, 2009.) radicicol e monocilina I (Turbyville et al., 2006) ; sequoiatones A e
B (Stierle; Stierle; Bugni, 1999); camptotecina (Amna et al., 2006.); chaetopiranina; 9-
deacetoxifumigaclavina C; beauvericina; globosumona A e B; brefeldina A (Khawar et al.,
2011).

Com o crescente numero de novos casos de cancer no mundo é um desafio tratar dessa
doenca, visto que esta é uma enfermidade complexa e de complicada terapia, pois é classificada
por ser um processo progressivo de um conjunto de diferentes doengas que envolvem uma
sequéncia de interacbes gene ambiente, disfuncdo de varios sistemas, incluindo o reparo de
DNA, fungdes apoptdticas e imunoldgicas (Knox, 2010).

Como outro exemplo, temos a camptotecina (figura 10, p. 44), isolada da planta chinesa
Camptotheca acuminata (Nyssaceae), que exibe potencial antileucémico e atividade antitumoral
em animais (WALL et al., 1966). Em 2005, este metabdlito foi isolado do fungo endofitico
Entrophosphora infrequens, encontrado na entrecasca de Nothapodytes foetida (Icacinaceae)
(Puri et al., 2005).
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Figura 10- Estrutura molecular da camptotecina

OH o

Fonte: Puri et al., 2005

3.7 O Impacto dos microrganismos no Crescimento das Plantas: Potencial alelopatico
A alelopatia € um fendmeno ecologico que engloba a producdo e liberacdo de
biomoléculas por diversas fontes, como plantas cultivadas, bactérias e fungos, na rizosfera do
solo, afetando outros organismos proximos. Este fenémeno refere-se ao impacto, seja benéfico
ou prejudicial, da liberacdo de aleloquimicos que influenciam o crescimento de plantas
(Hussain et al., 2021).

Outra fonte que tem sido explorada com esse fim s&o as toxinas produzidas por fungos
patogénicos de plantas. Muitos patégenos produzem substancias tdxicas, as quais sdo
responsaveis por muitos dos efeitos nocivos diretos nas espécies cultivadas. Essas toxinas
podem agir sinergicamente com outras atividades do patdgeno, desde que invada o tecido das
plantas. Suas utilizacGes diretas como bioherbicidas ou como estrutura basica para o
desenvolvimento de novas classes de herbicidas (Souza Filho, 2007).

As plantas daninhas tém um impacto direto na agricultura devido aos custos
significativos associados ao seu controle, resultando em reducdo na produtividade. O manejo
eficaz dessas plantas é essencial para minimizar esses prejuizos. Apesar de os métodos
convencionais de controle terem contribuido para melhorar a produtividade das culturas, eles
enfrentam desafios que ressaltam a necessidade de opc¢des de manejo diversificadas. A pesquisa
sobre espécies com potencial alelopatico esta ganhando destaque devido a sua capacidade de
oferecer solugBes préticas e sustentdveis para o controle de plantas daninhas na agricultura
(Pereiraetal., 2018).

Souza Filho e colaboradores (2007) estudaram a atividade aleopatica do filtrado de
cultura produzido pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis. Foram avaliados os efeitos das

toxinas, nas concentracgdes de 1,0 e 4,0%, sobre a germinagéo de sementes das plantas daninhas
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malicia (Mimosa pudica) e mata-pasto (Senna obtusifolia). Os resultados mostraram presenca
de atividade alelopatica inibitoria, com variacGes de acordo com a concentracdo e a planta
receptora. A intensidade dos efeitos inibitorios induzidos pelo extrato esteve positivamente

associada a concentracdo, com efeitos mais intensos verificados a 4,0%.

3.8 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é a ferramenta mais
poderosa para a determinacdo de estruturas organicas. Assim como na espectroscopia
infravermelha, na RMN utiliza-se uma quantidade muito pequena de amostra, e esta ndo €
danificada. O espectro de RMN fornece uma grande quantidade de informacdes sobre a
estrutura do composto, e muitas estruturas podem ser determinadas usando apenas 0 espectro
de RMN (Wade, 2012).

A RMN é usada para estudar uma grande variedade de ndcleos, incluindo tH, 13C, 1N,
19F e 31p, Os quimicos organicos encontram a RMN do préton (*H) e do carbono-13 (**C) como
as mais Uteis, uma vez que o hidrogénio e o carbono sdo os principais componentes dos
compostos organicos. Do ponto de vista historico, a RMN foi inicialmente usada para estudar
prétons (os nucleos dos &tomos de hidrogénio), e os espectrometros de ressonancia magnética
de préton (RMN-1H) sdo os mais comuns. Assume-se que "ressonancia magnética nuclear" se
refere a "ressonancia magnética de préton”, a menos que seja especificado um nucleo diferente.
(Wade, 2012).

Os espectrdmetros comerciais mais potentes no momento sdo de 1000 MHz ou 1GHz,
sendo que 44 equipamentos com maiores frequéncias estdo em desenvolvimento. Os
instrumentos acima de 100 MHz usam imés supercondutores resfriados com hélio e operam no
modo pulsado com transformacdes de Fourier (FT). A amostra é inserida em uma sonda de
RMN (em solugdo deuterada) em campo magnético e irradiada com pulso curto (da ordem de
microssegundos) de radiofrequéncia de alta energia. O pulso excita simultaneamente os nicleos
de um mesmo tipo (por exemplo *H) da amostra. Imediatamente apds o pulso, os spins excitados
sofrem juntos precessao no campo magnético externo, criando uma corrente na bobina da sonda
de RMN. O sinal resultante, conhecido como sinal de decaimento livre (FID), é registrado e
digitalizado em um computador, o qual executa as transformacdes de Fourier e processa 0s
espectros resultantes (Silverstein et al., 2019).

O experimento de RMN mais comum nos laboratoérios de pesquisa em quimica organica
é 0 de RMN de *H, o qual é registrado como uma série de picos cujas areas sdo proporcionais

ao numero de hidrogénios que eles representam. A contagem dos hidrogénios €é realizada a
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partir da integracdo que é util para determinar ou confirmar formulas moleculares, detectar
picos sobrepostos e efetuar analises quantitativas. As posi¢des dos picos sdo medidas em
unidades de frequéncia (em Hz) ou de deslocamento quimico (em ppm) a partir de um pico de
referéncia, geralmente o pico do tetrametilsilano (TMS), composto de referéncia em que a
absorcédo dos hidrogénios € zero na escala de RMN. (Silverstein et al., 2019).

O experimento de RMN de *C fornece informacdes do esqueleto molecular e apresenta
0 mesmo embasamento tedrico que RMN de *H, porém com alguns aspectos distintos como: a)
os picos de '3C sdo singletos e distribuem-se em uma faixa mais ampla (0 a 220 ppm) em
comparacdo com a faixa dos hidrogénios (0 a 16 ppm); b) as intensidades dos picos de **C nédo
se correlacionam com o nimero de atomos de carbono na molécula; ¢) os nicleos de **C sdo
menos abundantes e sensiveis, logo maiores quantidades de amostra e tempos de irradiacdo sao
necessarios e d) as multiplicidades dos picos de *H e *3C podem ser verificadas em diferente
solventes (Silverstein et al., 2019).
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais, reagentes e solventes utilizados

4.1.1 Materiais de cromatografia

Cromatografia em Coluna por Via Umida (CCVU): colunas de vidro, didmetro e altura
conforme o peso da amostra (figura 11)

Figura 11-Fracionamento de substancia por CCVU

Fonte: Autora (2023)

e Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA): Placas cromatograficas em
folhas de aluminio medindo 4 x 4 cm (Silicycle®) (figura 12)

Figura 12- Cromatoplaca das fragdes

Fonte: Autora (2023)
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4.1.2 Solventes

Metanol, etanol, acetato de etila, hexano e diclorometano de grau PA (TEDIA BRAZIL®)

para a extracdo e procedimentos cromatogréaficos;
Alcool 96° (alcool etilico 92,8° INPM) (Santa Cruz®);

Solventes deuterados: Cloroférmio (CDCIlz) e Metanol (CD3OD) (Cambridge Isotope
Laboratories®) para analise de RMN;

Solucéo &cida de Ce(SO4)2 para a revelagdo das placas cromatogréficas (Dindmica®).

4.2 Métodos

4.2.1 Reativacdo do Fungo

Foi utilizada uma cepa de A. elegans codificada como AcCC18.1A, pertencente a
colecdo de microrganismos do Laboratério de Bioensaios e Quimica de Microrganismos
(LaBQuiM) da Universidade Federal do Para (UFPA). Esta cepa fungica foi isolada da casca
do caule de Rhizophora mangle (Ramos, 2021).

O fungo Actinomucor elegans foi reativado em meio de cultura sélida composto por
Batata, Dextrose e Agar, utilizando placas de Petri (9 x 9 cm) previamente esterilizadas. O meio
foi preparado com 2,925 g de BDA para 75 mL de agua destilada, esterilizados em autoclave
vertical (PRISMATIC®) a 121 °C e 1 atm. por 15 minutos. Em seguida, em uma capela de
fluxo laminar (PANCHANE PA 320), esterilizada com élcool 70% e luz ultravioleta, 25 mL de
meio de cultura foram cuidadosamente vertidos em cada placa de Petri, deixando solidificar.
Posteriormente, um pequeno disco do material fungico, com cerca de 0,5 cm de diametro, foi
inoculado em cada placa de Petri contendo o meio de cultura. As placas foram guardadas em
condi¢Oes estaticas, abrigadas da luz, por um periodo de 14 dias para o crescimento do micélio
em estufa BOD (Demanda Bioguimica de Oxigénio) — (Quimis®). Vale ressaltar que, embora
o crescimento normal dos fungos seja de 7 dias, este fungo especifico apresenta um crescimento

mais retardado (figura 13, p. 49).
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Figura 13- fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A em placa de Petri contendo meio BDA apds 14 dias de
incubagdo (A) frente, (B) verso

A

Frente

Verso

Fonte: Autora (2023)

4.2.2 Identificacdo molecular do fungo endofitico Actinomucor elegans AcCC18.1A
A identificacdo do fungo endofitico A. elegans AcCC18.1A foi realizada através de

técnicas de biologia molecular no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental.

4.2.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA do fungo a ser identificado foi realizada utilizando o protocolo de
Gibbs e Mackenzie (1997) modificado. O fungo foi cultivado no meio BD por 7 dias. Depois
desse periodo o micelio foi filtrado e armazenado em freezer. Em seguida, o micélio foi
triturado em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo. Foram adicionados 1.600 pL
de tampao de lavagem Wash buffer (10 mM de Tris-HCI pH 8,0; 1 mM de EDTA pH 8,0; 2 M
de NaCl) e transferido para microtubo de 2,0 mL e centrifugada a 13.200 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e a amostra ressuspendida com 800 pL de tampdo CTAB (2% de
CTAB; 1,4 M de NaCl; 0,1 M de Tris-HCI pH 8,0). A amostra foi incubada sob agitagdo em
agitador de tubos por 30 min a 55°C. Apos este periodo, foi centrifugado a 13.200 rpm por 10
min. Foram adicionados 800 uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e amostra foi
centrifugada a 13.200 rpm por 10 min. Posteriormente, a fase aquosa superior foi transferida
para um novo microtubo de 2 mL, foram adicionados 600 pL de cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1) e amostra foi centrifugada a 13.200 rpm por 10 min. A fase aquosa superior foi
transferida para um novo microtubo de 1,5 mL, foi adicionado 700 pL de isopropanol e 60 pL

acetato de aménio, e aamostra incubada por 20 min a -80°C. Ap0s este periodo, foi centrifugada
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a13.200 rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o DNA foi lavado com 1 mL de etanol
70%. Foi centrifugada a 13.200 rpm por 2 min e o sobrenadante foi novamente descartado. O

DNA foi seco, ressuspendido em 50 pL agua ultrapura e armazenados a -20°C.

4.2.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase

As reacOes em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) foram
realizadas com os primers ITS1 e ITS4. As reagdes foram elaboradas em microtubos de 0,6 mL
em um volume total de 25 pL contendo 1 X de tampéao Green Go Tag®, 3 mM de MgCl_, 0,2
mM de dNTPs, 0,1 uM de cada primer, 0,03 U de Tag DNA Polymerase (Ludwig) e 2 puL de

DNA fangico (tabela 3). Foram elaborados 2 microtubos para o fungo.

Tabela 3-Componentes e respectivas concentra¢des utilizadas em uma reacdo de PCR

Componentes [ Tinicial Volume (uL)

Agua ultrapura - 13,85
Tampao 5X 5
MgCl; 25 mM 3
dNTPs 10 mM 0,5

ITS1 10 uM 0,25

ITS4 10 uM 0,25

Tagq DNA Polimerase 5U 0,15
DNA - 2
Total - 25

A amplificagdo de DNA foi realizada em termociclador Biocycler, seguindo as

condicdes descritas na tabela 4.

Tabela 4- Etapas do PCR para amplificacdo de DNA, utilizando os primers ITS1 e ITS4

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacéo inicial 94 3 min
{ Desnaturacéo 9 30s
Anelamento 52 30s
Extenséo 72 30s

Extensao final 72 5 min
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Os produtos de amplificacdo foram avaliados em gel de agarose 0,8% corado com
GelRed (Biotium), utilizando o marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). As bandas amplificadas foram visualizadas sob luz UV e fotografadas em
fotodocumentador Loccus Biotecnologia Modelo L-Pix Chemi utilizando-se o programa L-Pix
Image.
4.2.2.3 Purificacdo do DNA

A limpeza do produto de PCR foi realizada utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-UP System (Promega). Foram adicionados as reagdes de PCR 40 pL de Membrane
Binding Solution. As solugdes foram transferidas para um conjunto formado por um microtubo
e minicoluna e centrifugadas a 13.200 rpm por 1 min. A solucdo precipitada foi descartada e
foram realizadas 2 lavagens com 700 pL e 500 pL de Membrane Wash Solution,
respectivamente. Entre cada uma das lavagens as amostras foram centrifugadas. A minicoluna
foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e foram adicionados 30 pL de Nuclease-Free
Water. A amostra foi centrifugada a 13.200 rpm por 1 min, descartada a minicolua e 0 DNA
purificado foi armazenados a -20°C.

A quantificacdo de DNA foi realizada em gel de agarose 1% corado com GelRed
(Biotium), utilizando o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). As
bandas amplificadas foram visualizadas sob luz UV e fotografadas em fotodocumentador
Loccus Biotecnologia Modelo L-Pix Chemi utilizando o programa L-Pix Image. E a

quantificacdo das bandas foi realizada utilizando-se o programa Lablmage 1D.

4.2.2.4 Sequenciamento e analise das sequéncias

A amostra purificada de DNA do fungo endofitico A. elegans AcCC18.1A foi
encaminhada para a empresa ACTGene (Alvorada, RS) (https://actgene.com.br/) para
sequenciamento.

As sequéncias de nucleotideos foram comparadas com o banco de dados NCBI

(htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov) com o auxilio da ferramenta BLAST.

4.2.3 Cultivo do fungo endofitico Actinomucor elegans AcCC18.1A em meio sélido (arroz)
Apo6s o décimo quarto dia de incubacdo em meio BDA, foi feito o cultivo em meio
solido em arroz (Tio Jodo® parbolizado). Foram usados 2 kg que foram distribuidos
uniformemente em 11 frascos de Erlenmeyer de 1000 mL, 200 g de cereal por frasco, em
seguida adicionou-se 75 mL de &gua destilada. Todos os frascos de Erlenmeyer foram
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autoclavados a 121 °C por 45 minutos. Deixou-se 0 material atingir a temperatura ambiente e
introduziram-se por frasco trés pequenos fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? do fungo
para 10 frascos, sendo utilizado 1 frasco para o controle (branco) sem a adi¢do do fungo. O

fungo foi cultivado por 25 dias em modo estatico e ausente de luz (figura 14).

Figura 14- Crescimento das coldnias do fungo Actinomucor elegans em meio sélido (arroz) ap6s 30 dias de
incubagéo

Fonte: Autora (2023)

4.2.4 Obtencéo dos extratos Etanolicos e Fracionamentos

Ap0s o tempo de incubacdo, foram obtidos os extratos da biomassa. Inicialmente foram
acrescentados 400 mL de etanol (92,8° INPM, Santa Cruz®) (figura 17, p. 54) em cada frasco
de Erlenmeyer com o objetivo de matar os microrganismos garantindo ndo haver risco de
contaminagdo durante a manipulacdo e obter o extrato organico. Apos 72 horas, o material foi
filtrado a vacuo com o uso de papel de filtro e de funil de Blichner, (figura 16, p.53) obtendo
uma solucdo de EtOH e a solucdo obtida foi evaporada em evaporador rotativo (figura 15,
p.53). Esse procedimento foi realizado por 2 (duas) vezes. As solugdes etanolicas concentradas
foram submetidas a particdo liquido — liquido com hexano e acetato de etila (AcOEt), para
obtencdo das fases hexanica, acetato de etila e hidroalcodlica, em seguida concentradas para a
obtencdo dos extratos.



Figura 15- Solugdo evaporada em evaporador rotativo
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Fonte: Autora (2023)

Figura 16- Filtracdo a vacuo para obten¢do da solugdo ETOH

Fonte: Autora (2023)
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Figura 17- Fluxograma de obtengdo dos extratos fungicos de Actinomucor elegans AcCC18.1A cultivado em

arroz.
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Solucao
descarte EtOH
1-Particdo com hexano
Solucao Solucgao
hidroetandlica Hexanica
2-Particdo com AcOEt Concentragdo em
evaporador rotativo
Fase
Hexéanica (H18.1A)
0,27 g
Solugdo Solugao
hidroetandlica AcOET
Concentracdo em Concentragdo em
evaporador rotativo evaporador rotativo
Fase Fase
Hidroetandlica ACOET (AC18.1A)
(HI18.1A) 7.02g
84.99 g FAET

Fonte: Autora (2023)
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A fase acetato de etila (FAET) foi fracionada utilizando cromatografia em coluna por

via Umida (as fases estacionarias e mdvel foram escolhidas de acordo com a polaridade do

extrato) (figura 18) e monitorados por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). As

substancias isoladas foram identificadas através de técnicas espectroscopicas de RMN e EM.

Figura 18- Fluxograma do fracionamento cromatografico do extrato etanolico da fase acetato AcCC18.1A

(AC18.1A FAET).
AC181A
7,029
FAET
Coluna: silica gel
Sistema: hexano, AcOEt e MeOH em grau
crescente de polaridade
Monitoramento: CCDA
1AC181AC1 3AC181AC1
Hexano 100% Hexano/Acoet 50% Acossgégéglm Preparacéo MEOH
11,3mg 85,3mg vccmg TAC18AC1 .
3.420 mg
2AC181AC1
Hexano/Acoet 25%
91.6mp UACIBACT BAC1BACT
Hexano/Acoet 75% MEOH 100% SLN
127,5mg 3.023 mg

Fonte: Autora (2023)




56

A amostra 4AC18AC1 (127,5 mg) foi fracionado utilizando cromatografia em coluna

por via umida (CCVU 01) com silica gel como fase estacionaria e misturas de hexano, AcOEt

e MeOH em grau crescente de polaridade como eluentes. Esse processo resultou em 69

subfracgdes, as quais foram evaporadas em uma Capela de Fluxo, posteriormente analisadas por
CCDA e agrupadas em 9 conjuntos (figura 19). As subfracbes 2AC18AC2 (15,8 mg) e

5AC18AC2 (33,1 mg), soltveis em diclorometano, foram analisadas por RMN e denominadas

de S-1 e S-2, respectivamente.

Figura 19- Fluxograma do fracionamento cromatogréafico da fracdo 4AC18AC1

4AC18AC1
127,5mg
Coluna: silica gel
Sistema: Hexano, AcOEt e MeOH em grau
crescente de polaridade
Monitoramento: CCDC
1AC18AC2 2AC18AC2 3AC18AC2 4AC18AC2 5AC18AC2 8AC18AC2 9AC18AC2
2,3mg 15,8mg 4,5mg 3,5mg 12,7mg 6,4mg 43.2mg
RMN
6AC18AC2
S-2 12,0mg
15,8mg
7AC18AC2
8,4mg
RMN
S-1
33,1 mg

Fonte: Autora (2023)
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A amostra 3AC181AC1 (85,3 mg) foi submetido a fracionamento utilizando
cromatografia em coluna por via imida (CCVU 02) com silica gel como fase estacionaria e
misturas de hexano, AcOEt e MeOH, em grau crescente de polaridade como eluentes. Esse
processo resultou em 51 subfragdes, as quais foram evaporadas em uma Capela de Fluxo,
posteriormente analisadas por CCDA e agrupadas em 8 conjuntos (figura 20). As subfracdes
7AC18AC3 (7,6 mg) e BAC18AC3 (3,8 mg), soluveis em diclorometano, foram analisadas por
RMN e denominadas como S-3 e S-4, respectivamente.

Figura 20- Fluxograma do fracionamento cromatogréafico da fragdo 3AC181AC1

3AC181AC1
70,20 mg
Coluna: silica gel
Sistema: Hexano, AcOEt e
MeOH em grau crescente de
polaridade Monitoramento:
ccoc
1AC18AC3 2AC18AC2 | | 3AC18AC3 || 4AC18AC3 5AC18AC3 6AC18AC3 TAC18AC3 8AC18AC3
51mg 44mg 1,5mg 39mg 29mg 9,0mg 7,6 mg 38 mg
RMN
RMN
- A
§-3
1,6 mg $4
3,8mg

Fonte: Autora (2023)
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4.2.6 Derivatizacdo estrutural de substancias

Para as derivatizagdes estrutural foi escolhida a substancia S-1 por apresentar atividade
antimicrobiana e anticancer. Utilizado os reagentes anidrido acético (Tedia®), anidrido butirico
(Sigma®) e cloreto de benzoila (Aldrich®).

As reac0es realizadas foram do tipo substituigdo nucleofilicas ao grupo acila (figura, 21)
que consiste na substituicdo de X no R — CO — X [grupo acetil (CH3CO-), butanoil(CsH;O-) ou

benzoil (CsHsCO-)] por um nucleofilo.

Figura 21- Esquema geral de mecanismo da reacdo de substituicéo

0]
Amostra 0 i o o | ‘
X /\ Amostra_ 0 Amostra c
[ | o fles W R
| "™ i
H

Fonte: Feitosa et al. (2016) modificado

Para as reacOes de acetilacdo, butanoilagéo e benzoilagdo foram utilizados 20 mg da
substancia S-1, que foram solubilizados em 100 pL de piridina (Tedia®), em seguida
adicionou-se 250 pL de reagente (anidrido acético ou anidrido butirico ou cloreto de benzoila)
agitou-se e aguardou um periodo de 5 dias em temperatura ambiente para ocorrer a reacao.
Apos esse periodo o material foi transferido para um bal&o de decantagdo e adicionou-se 15mL
de H.O ultrapura e realizou-se extragdo com diclorometano (Tedia®) (3x 15 mL) (FEITOSA
et al., 2016, modificado), filtrou-se o material e o solvente foi evaporado, obtendo-se 33,8 mg
do produto S-5; 42,5 mg do produto S-6 e 158,6 mg do produto S-7 posteriormente as
substancias foram analisadas por CCDA e RMN. A substancia S7 foi purificada utilizando
Cromatografia em Coluna por Via Umida usando Sistema: hexano, AcOEt e MeOH em grau
crescente de polaridade. A substancia de interesse foi recuperada na fracdo Hex/AcOEt 30%.
Apbs a purificacdo, a massa obtida foi de 30,51 mg.

HX
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4.2.7 Ensaios antimicrobianos

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no LaBQuiM, sendo utilizadas cepas
certificadas das bactérias Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) cedidas pelo
Instituto Evandro Chagas-PA. A Doutora Alessandra Keiko Nakasome da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria do Pard (EMBRAPA-PA) cedeu quatro isolados de cepas de
Xanthomonhas axonopodis pv. Passiflorae de diferentes municipios do estado Pard, cujos
cddigos foram: PA 1, Igarapé-Acu; PA 5.2, Maracand; PA 18, Sao Francisco do Para; e PA 20,
Tomé-Acu.

O extrato e as substancias obtidas foram avaliados pelo método de dilui¢do sucessiva
em micro caldo recomendada pela Subcomissdo de Teste a Susceptibilidade Antifingica do
Comité Nacional dos EUA para Padrdo Clinico Laboratorial (CLSI, 2017).

4.2.7.1 Ativacdo das bactérias

As bactérias testadas nos ensaios foram ativadas em placa Petri de 9 cm de diametro,
contendo agar BHI (5 g de agar em 100 mL de caldo BHI, ambos da KASVI®), sendo incubadas
por um periodo de 24 h, a 37 °C em BOD (Biochemical Oxigen Demand, QUIMIS®). Apds
esse tempo foram transferidas aproximadamente trés colonias de cada bactéria para tubos de
ensaio contendo 3 mL de caldo BHI (37 g de BHI em 1 L &gua destilada), com o auxilio de uma

alca bacterioldgica estéril; a solugdo foi homogeneizada e incubadas por 24 h, a 37 °C.

4.2.7.2 Padronizacao das culturas

Apls 24 h foi realizada a padronizacdo das concentracdes das culturas para
aproximadamente 1,5x108 UFC (unidades formadoras de coldnias), por meio da comparacéo
com o grau de turvagdo da solugéo de BaSO4 a 1%, padréo 0,5 da escala McFarland (CLSI,
2017). A solucéo de sulfato de bario foi obtida da mistura das solugdes de H2SO4 a 1% (9,95
mL) e BaCl,, também a 1% (0,05 mL). Por fim, a solucdo bacteriana foi diluida, sucessivamente

com caldo BHI, até a concentracéo de 1,5 x 106 UFC/mL.

4.2.7.3 Preparo das amostras

Foram utilizados 0,5 mg do extrato a ser testado e de cada substéncia isolada e purificada
para serem dissolvidas em 100 uL. de DMSO (Tedia®), contidos em tubos de Eppendorf.
Posteriormente foram adicionados 900 uL de caldo BHI esterilizado. A cada adicéo de solugéo

ao extrato, foram homogeneizadas em agitador tipo Vortex — (IKA genus 3®). Sendo obtido
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uma solucdo de 500 pg/mL para os extratos e para as substancias isoladas (PINHEIRO et al.
2017). Foram utilizados como controle positivo Terramicina (Tetramed®) e Amoxicilina

(OCYLIN®) sendo preparadas da mesma forma que as amostra.

4.2.7.4 Ensaios para medir a concentracéo inibitoria minima (CIM)

Nas placas de Elisa de 96 furos foram adicionados 100 uL de caldo BHI em cada
cavidade. Em seguida acrescentou-se na primeira cavidade da coluna A 100 uL da solucdo
contendo as amostras a serem testadas e homogeneizou-se essa solu¢do. Apos isso foram
realizadas dilui¢Ges sucessivas, retirando-se 100 uL da primeira cavidade (A) transferindo esse
volume para a préxima, homogeneizando. Esse procedimento é repetido até a penultima
cavidade da placa, de onde foram retirados 100 uL de solucdo e descartados (figura 22). A
ultima linha da placa foi usada como controle negativo.

Em cada cavidade foi adicionado 5 pL da suspensdo bacteriana e as placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h. A leitura dos resultados foi realizado adicionando 10 puL TTC

(2,3,5-triphenyltetrazolium chloride; cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazélico).

Figura 22- Representacdo da microdiluicdo realizada em placa de Elisa

Controle positivo
Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras Antibiéticos

Concentragoes 1 (2 3|4 (5|67 8]9]|10(11]12
250 pg/mL A
125 pg/mL B
62,5 pg/mL C
31,2 pg/mL D

15,6 pg/mL E

7,8 pg/mL F . . ‘ .
3.9 pg/mL ¢ @ 00
Controle negativo| H . ' . . . ‘ ‘ .

Bactéria + meio

oeooee
SO

Fonte: Marinho ( 2005) modificado
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4.2.7.5 Tipo de atividade

Apos a adicdo do corante foi realizada a leitura do ensaio, a solucdo ficou vermelha
guando ndo houve atividade e nas cavidades em que ndo apresentou mudanga de coloracéo as
amostras foram inoculadas em placa Petri contendo meio de cultura agar BHI e incubadas a 37
°C por 24h (figura 23). Onde houve crescimento bacteriano registrou-se que a substancia possui
efeito bacteriostatico, e onde ndo houve crescimento de bactéria registrou-se que a substancia
possui efeito bactericida.

Figura 23- Representagdo das atividades observadas

Fonte: Marinho (2005) modificado
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4.2.8  Ensaio da inibicdo do crescimento vegetal (alelopatia)

A inibicdo do crescimento vegeta foi verificada através da avaliacdo dos efeitos do
extrato do fungo Actinomucor elegans sobre a germinacdo de sementes de Lactuca sativa
(Feltrin sementes de alface crespa verde (figura 24), de acordo com a metodologia descrita nas

Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009).

Figura 24- Sementes feltrin empregadas no ensaio

[SEMENTES

Alface Crespa Verde

Fonte: Disponivel em: https://loja.sementesfeltrin.com.br/, acessado no dia 10/11/2023

4.2.8.1 Analise da inibicdo do crescimento vegetal do extrato do fungo Actinomucor elegans

AcCC 18.1A sobre a germinacdo de sementes de Lactuca sativa.

4.2.8.1.1 Preparacéo da solucdo do extrato
O extrato foi preparado nas concentrac@es de 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000
pg/mL, 2000 pg/mL e 3000 pg/mL, em solucdo de Tween 80 (Tedia®), a 5,3 %.

4.2.8.1.2 Condicionamentos das sementes
O delineamento foi realizado para cinco repeticbes de cada concentracdo e cinco
controles, sendo utilizadas 25 sementes por repeticdo. As quais foram imersas em um recipiente

contendo as solucGes de sua especificas concentracdes durante 24 horas (figura 25, p.63)


https://loja.sementesfeltrin.com.br/
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Figura 25- Sementes Lactuca sativa

~ AL TR LR

Legenda: Sementes Lactuca sativa imersas em solucgéo do extrato de diferentes concentragdes.
Fonte: Autora 2023

As 125 sementes utilizadas no controle foram mergulhadas em 10 mL de solugédo de
Tween 80, 5,3 %, sem contato com o extrato, durante 0 mesmo tempo das sementes submersas
nas solugdes com extrato.

Apos o periodo de imerséo, as sementes foram removidas e distribuidas sobre papel de
filtro para eliminar o excesso de substancias. Em seguida, as sementes foram colocadas para
germinar entre trés camadas de papel para germinacao circular com diametro de 9 cm (marca J
Prolab), sendo duas camadas na base e uma para cobrir, todas previamente umedecidas com 4
mL de &gua destilada. Os papéis contendo as sementes foram acondicionados em placas de Petri
(figura 26, p.64), cobertos e mantidos no escuro dentro de uma estufa a uma temperatura
constante de 20 °C.
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Figura 26- Sementes de Lactuca sativa em placa de petri

Legenda: Sementes de Lactuca sativa acondicionadas em placa de Petri, antes de serem cobertas com papel
de germinacdo e tampadas.
Fonte: Autora 2023

A avaliacéo foi realizada diariamente, comegando no 1° dia apds a semeadura até o 7°
dia através da contagem do numero de sementes germinadas. A cada 48 h acrescentou-se 1 mL
de 4gua destilada as placas para garantir a umidade necessaria para germinacdo (Almeida et al.,
2019; Souza et al., 2017, modificado).



65

4.2.8.2 Andlise da taxa e do indice de velocidade de germinagéo
Com os numeros de sementes germinadas foi calculada a taxa de germinacdo (G) e o
indice de velocidade de germinacdo (IVG). A taxa de germinacdo foi calculada utilizando a

equacdo 2 de Labouriau e Valadares (1976):

G (%) = (N/A) x 100 Equacéo 2

Onde:
N = Numero de sementes germinadas ao final do experimento;

A = Numero de sementes dispostas para germinar.

O indice de velocidade de germinacéo foi calculado utilizando a equacgdo 3 de Maguire
(1962):

IVG = (Ni/) Equacéo 3

Onde:
Ni = Numero de sementes germinadas no dia i;

i = NUmero de dias ap6s a semeadura.

Foi realizada a analise de variancia e agrupamento das médias pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade, utilizando o programa estatistico da Ufscar (Disponivel em:

https://www.cca.ufscar.br/pt-br/servicos/teste-de-tukey), acesso: 26/01/2024



https://www.cca.ufscar.br/pt-br/servicos/teste-de-tukey)
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4.2.9 Ensaio de citotoxidade por MTT

Foi verificada a citotoxicidade das substancias, S-1, S-2 e S-3 em duas linhagens
celulares tumorais e uma linhagem ndo neoplésica para comparacdo por meio do ensaio do
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il) -2,5-defenitetrazolio) realizado em parceria com o

professor André Salim Khayat no Ndcleo de Pesquisas em Oncologia (NPO).

4.2.9.1 Cultura Celular
As linhagens celulares tumorais utilizadas no estudo foram AGP-01 (adenocarcinoma
gastrico do tipo intestinal), ACP02 (Adenocarcinoma gastrico do tipo difuso) e a linhagem nao
tumoral MRC5 (fibroblasto pulmonar humano). As células foram cultivadas em culturas
aderentes de monocamada em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco®),
suplementado com soro bovino fetal a 10% e penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100

mg/mL) (Gibco®), sendo mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO:.

4.2.9.2 Avaliacao da Atividade citotoxica — Ensaio do MTT

Ensaios de citotoxicidade tém como objetivo central avaliar a atividade citotoxica de
diferentes compostos, a fim de analisar danos que podem afetar a viabilidade da célula,
alterando sua integridade estrutural e/ou metabdlica. O ensaio do MTT consiste em um método
colorimétrico que se baseia na reducdo do sal brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-
defenitetrazolio, que é hidrossolivel e de cor amarela em cristais de formazan, um produto
cromogénico e insoltvel de coloragcdo purpura, por células metabolicamente ativas (Kumar;
Nagarajan; Uchil, 2018).

Inicialmente foi realizado um experimento de curva dose-resposta, com o objetivo de
avaliar o padrdo de viabilidade celular frente ao tratamento com as substancias. Para tanto, as
células foram semeadas em placas de 96 cavidades a uma densidade de 3x10° células/poco por
24 horas para adesdo na placa. Posteriormente, as células foram tratadas com as moléculas em
teste em uma curva de concentragdes indo de 3,125 - 20 pug/mL, com incubacgéo a 37°C por 72
horas.

As substancias testadas foram dissolvidas em dimetil sulféxido (DMSO) para obtencéo
da concentracgdo estoque e os experimentos foram realizados em triplicata. O controle negativo
foi a amostra ndo tratada. Apds o periodo de tratamento foram adicionados 100 uL da solucdo
de MTT (solucdo estoque 5 mg/mL, diluida 1:10 em meio DMEM) a cada poc¢o da placa e
incubados a 37 ° C por 3 h. A andlise foi realizada em espectrofotbmetro de placa
(SYNERGY/HT microplate reader) a um comprimento de onda de 570 nm.
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4.2.9.3 Analise dos Dados
O percentual de inibicdo induzido pelas substancias em teste sobre as linhagens, no

experimento em dose Unica, foi obtido por meio da equacdo 1 no programa Microsoft Excel
versao 10.

ABS Tratado % 100 + ABS CN Equacéo 1

Onde: ABS —Absorbancia, CN — Controle Negativo.
J& a concentracdo inibitoria média (Clsp) e seus respectivos intervalos de confianga
(Clgsy) foram determinados por meio de uma equacao sigmoidal de dose-resposta (regresséo

n&o linear), dada por meio da equacédo 2 no Programa GraphPad Prism, versao 8.

Y=100+1+ 10(Log6150*x)*HillSlope Equagao 2
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo molecular do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A
Na anélise das sequéncias do fungo AcCC18.1A, identificou-se uma similaridade de
97% com 4 espécies distintas (tabela 5). Do banco de dados, foram recuperadas 100 sequéncias
de nucleotideos, sendo que 37 delas apresentaram uma similaridade de 97%. A espécie
predominante entre essas sequéncias foi a Actinomucor elegans (figura 27). No entanto, para
uma identificacdo precisa da espécie, seria necessario realizar uma analise filogenética mais
detalhada.

Tabela 5- Identificacdo do fungo endofitico AcCC18.1A de Rhizophora mangle

Isolado Espécie NumeAro Qe % de similaridade
Ocorréncias
Actinomucor elegans 31
ACCC18.1A Actinomocur sp. 3 97%
1

Backusella circina
Mucor mucedo 2

Fonte: Autora (2023), disponivel em: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Acesso em: 15/02/2024

Figura 27- Numero de Espécies de Fungos com Similaridade de 97% na Busca da Base de Dados NCBI utilizando
a Ferramenta BLAST

Especies de fungo com similaridade de 97%

B Actinomucor elegans B Actinomocur sp. M Backusella circina B Mucor mucedo

Fonte: Autora (2023)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=64653&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29922
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5.2 Ildentificacdo das substéancias obtidas no trabalho
O estudo quimico do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A resultou no isolamento
de quatro substancias e na Semissintese de trés substancias, todas pertencentes as classes de

compostos fenolicos (figura 28).

Figura 28-Substancias isoladas e identificadas neste trabalho

Substéncia S-1: Tirosol

Origem: Extrato FAET fracdo Hex/AcOEt 75%
Discusséo espectral (p. 71)

Massa obtida: 33,1 mg

Substéncia S-2: Acido 4-hidroxifenilacético
Origem: Extrato FAET fragdo Hex/AcOEt
75%

Discussao espectral (p. 79)

Massa obtida: 15,8 mg

Substéncia S-3: 4-formilfenil-2-fenilacético
Origem: Extrato FAET da fracdo Hex/AcOEt
50%

Discussao espectral (p. 87)

Massa obtida: 7,3 mg

Substancia S-4: 4cido fenilacético

Origem: Extrato FAET da fracdo Hex/AcOEt
50%

Discusséo espectral (p. 96)

Massa obtida: 3,8 mg
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Substancia S-5: 4-(2-acetoxietil) fenilacetato
Origem: Modificacao estrutural, reacdo de
acetilacdo da substancia S-1

Discusséo espectral (p. 104)

Massa obtida: 33,8 mg

Substéncia S-6: 4-(2-(butiriloxy)etil)
fenilbutirato

Origem: Modificagéo estrutural, reagéo de
butanoilagéo da substancia S-1

Discusséo espectral (p. 116)

Massa obtida: 42,5 mg

Substéncia S-7: 4-(2-(benzoiloxy)etil)
fenilbenzoato

Origem: Modificagéo estrutural, reagéo de
benzoilacdo da substancia S-1

Discussao espectral (p. 128)

Massa obtida: 30,51 mg
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5.2.1 Substancia S-1: Tirosol

A substancia S-1 (figura 29), isolada do extrato FAET da fracdo Hex/AcOEt 75% como
um sélido marrom claro , demonstrou solubilidade em diclorometano. A analise do espectro de
RMN !H (figura 32, p. 74) revelou caracteristicas tipicas de compostos aromaticos,
notavelmente dois dupletos em &1 7,04 (2H, d, 8,4 Hz; H-2 e H-6) e 61 6,73 (2H, d, 8,4 Hz; H-
3 e H-5), indicando a presenca de um anel aromético para-substituido. Além disso, foram
observados sinais de hidrogénios metilénicos em én 3,71 (2H, t, 7,2 Hz; H-8) e em 61 2,73 (2H,
t, 7,2 Hz; H-7). Esses hidrogénios metilenos apresentaram correlacdo por COSY, sugerindo a

existéncia de um grupo -CH>CH>OH benzilico.

Figura 29- Estrutura de S-1

Fonte: Autora (2023)

No espectro de RMN de 3C (figura 33, p. 75), é possivel observar seis sinais
correspondentes para oito carbonos, dos quais seis sdo aromaticos e dois sao alifaticos, com
deslocamentos quimicos em dc de 114,7 (C-3 e C-5), 129,5 (C-2 e C-6), 155,3 (C-4), 129,6 (C-
1), 37,9 (C-7) e 63,2 (C-8). Nota-se a presenca de dois carbonos equivalentes, C-3 e C-5e C-2
e C-6.

Ao analisar o espectro de COSY (figura 34, p. 76) observou-se correlacGes entre 0s
sinais oH 2,73 (H-7) e os sinais on 3,71 (H-8), bem como correlagfes entre os sinais dos
hidrogénios aromaticos, com deslocamentos quimicos em 6y 7,04 (H-2 e H-6) e 61 6,73 (H-3 e
H-5).

No espectro de HSQC (figura 35, p. 77), destaca-se as correlagdes dos sinais dos
hidrogénios aromaticos em on 7,04 (H-2 e H-6) com sinal em 6¢ 129,5 (C-2 e C6) e 6+ 6,73 (H-
3 e H-5) com sinal em &¢ 114,7 (C-3 e C-5). Também foi possivel determinar as correlacfes
dos hidrogénios metilénicos em dn 3,71 (H-8) com sinal em d¢ 63,2 (C-8) e o sinal em on 2,73

(H-7) com sinal em &¢ 37,9 (H-7).
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No espectro de HMBC (figura 36, p. 78), apresenta a correlacdo entre o sinal do
hidrogénio em 6y 7,04 (H-2 e H-6) com os sinais de carbonos em 6¢ 37,9 (H-7) e ¢ 129,6 (C-
1), verificou-se também correlacdo do sinal de hidrogénio em &4 6,73 (H-3 e H-5) com os sinais
em dC 129,5 (C-2 e C-6) e dc 155,3 (C-4), bem como a correlacdo do sinal em dn 2,73 com 0s
sinais em d¢ 63,2 (C-8) ¢ 6c 129,6 (C-1). Destaca-se a presenga de um carbono oxiquaternario
a oc 155,3 (C-4), indicando que um dos substituintes € o grupo hidroxila (-OH). Com base
nessas analises espectroscopicas, confirma-se que o tirosol (S-1) € um composto com um anel
aromatico para-dissubstituido, sendo um dos substituintes, sendo um dos substituintes o grupo
hidroxila (-OH), conforme indicado pelo sinal de carbono oxiquaternario.

A anélise dos dados espectroscopicos e a comparacdo com a literatura (Park et al., 2011)
permitiram identificar a substancia S-1 como o alcool p-hidroxi-fenil-etilico, também
conhecido como tirosol. O tirosol € um composto fendlico associado a quorum-sensing de
origem fungica, além de ser encontrado em azeites, apresentando potencial antioxidante,
propriedades antimicrobianas e a capacidade de promover o crescimento de fungos (Arruda et
al., 2021).

A seguir encontram-se as representacdes de todas as correlagdes de COSY (figura 30) e
HMBC (figura 31, p.73), além da tabela 6 (p. 73) que contém a descri¢do dos dados de RMN

'H e 13C da substancia S-1 comparados com os dados da literatura (Park et al., 2011).

Figura 30- Principais correlacfes de COSY de S-1




Figura 31- principais correla¢cGes de HMBC de S-1

Fonte: Autora (2023)
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Tabela 6- Dados de RMN H (400 MHz, CDCls) e *3C (100 MHz, CDCls) de S-1 em comparagéo com a literatura
(Park et al., 2011)

S-1 Park et al., 2011 S-1 Park et al.,2011
H (0, mult., Jem Hz) H (4, mult., J em Hz) C C
1 - - 129,6 130,7
2 7,04 (d, 8,4) 7,02 (dd, 8,0; 2,1) 129,5 129,7
3 6,73 (d, 8,4) 6,70 (dd, 8,0; 2,1) 114,7 1149
4 - - 155,3 155,6
5 6,78 (d, 8,4) 6,70 (dd, 8,0; 2,1) 114,7 1149
6 7,04 (d, 8,4) 7,02 (dd, 8,0; 2,1) 129,5 129,7
7 2,80 (t, 7,2) 2,71 (t,7,0) 37,9 38.2
8 3,83(t,7,2) 3,67 (t,7,3) 63,2 63,4

Em Park et al., (2011), O RMN *H e *3C foram obtidos em CD;OD (500 MHz e 125 MHz)

Fonte: Autora (2023)
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Figura 34- Espectro de COSY de S-1.
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Figura 35- Espectro de HSQC de S-1
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5.2.2 Substéncia S-2: Acido 4-hidroxifenilacético

O Acido 4-hidroxifenilacético S-2 (figura 37), isolado do extrato FAET da fracdo Hex/
AcOEt 75% como um 0leo viscoso marrom claro, soltvel em diclorometano. A anélise do
espectro de RMN *H (figura 39, p. 82) revelou caracteristicas tipicas de compostos aromaticos,
com dois dupletos em o1 7,15 (2H, d, 8,5 Hz; H-4 e H-8) ¢ 61 6,79 (2H, d, 8,5 Hz; 4,3 Hz; H-
5 e H-7), indicando a presenga de um anel aromético para-substituido. Adicionalmente, foi
observado um singleto em 64 3,57, caracteristico de um hidrogénio CH> adjacente a um carbono

carboxilico.

Figura 37- Estrutura de S-2

Fonte: Autora (2023)

No espectro de RMN *3C (figura 40, p. 83) pode-se observar seis sinais referentes a 8
carbonos, sendo 6 carbonos aromaticos um alifatico e outro caracteristico de grupo carboxila
dc 115,7 (C-5 e C-7); 8¢ 130,8 (C-4 e C-8); d¢ 155.13 (C-6); dc 125,7 (C-3); 6¢ 40,1 (C-2); 6c
176.3 (C-1).

A andlise do espectro de COSY (figura 41, p. 84) observou-se a correlagéo entre o sinal
em oy 7,15 (H-4 e H-8) com 6n 6,79 (H-5 e H-7).

Analisando o espectro de HSQC (figura 42, p. 85) destaca-se as correla¢bes dos sinais
com deslocamento quimico em 6H 7,15 (H-4 e H-8) com dc 130,8 (C-4 e C-8), em on 6,79 (H-
5e H-7) com &c 115,72 (C-5 e C-7) e em 6n 3,57 (H-2) com ¢ 40,11 (C-2).

O espectro de HMBC (figura 43, p. 86) apresenta a correlacdo entre o sinal em 6 7,15
(H-4 e H-8) com os sinais de carbonos em 6c 115,7 (C-5 e C-7), d¢c 40,1 (C-2) e em ¢ 125,7
(C-3). Além da correlacéo do sinal em 64 6,79 (H-5 e H-7) esta correlacionado com os carbonos
em 8C 130,8 (C-4 e C-8), 6c 125,7 (C-3), e oc 155,1 (C-6). E correlagdo do sinal de hidrogénio
em 6H 3,57 (H-2) com os sinais de carbonos em 6¢ 130,8 (C-4 e C-8), d¢ 125,7 (C-3) e em ¢
176,3 (C-1), sendo este ultimo referente a um carbono carboxilico.
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A substancia S-2, identificada como &cido 4-hidroxifenilacético por meio da analise dos
dados espectroscépicos e da comparacdo com a literatura (Zhang et al., 2023), € um composto
fenolico reconhecido por suas propriedades como antioxidante e agente antimicrobiano.
Pesquisas indicam que o &cido 4-hidroxifenilacético exerce efeitos inibitdrios contra patdgenos
alimentares, como E. coli e do género Lactobacillus, ressaltando seu potencial na inibi¢do do
crescimento bacteriano (Liu et al., 2021).

A seguir encontram-se as representac0es de todas as correlacbes de HMBC (figura 38),
além da tabela 7 (p.81) que contém a descricdo dos dados de RMN H e '3C da substancia S-2
comparados com o0s dados da literatura (Zhang et al., 2023)

Figura 38- Principais correla¢gBes de HMBC de S-2
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Fonte: Autora (2023)
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Tabela 7- Dados de RMN *H (400 MHz, CDCls) e **C (100 MHz, CDCls) de S-2 em comparagio com a
literatura (Zhang et al., 2023)

Zhang etal.,
S-2 Zhang et al., 2023 S-2
2023
H (o, mult., Jem Hz) H (9, mult., J em Hz) C C

1 - - 176,2 175,4
2 3,57 (s) 3,51 (s) 40,1 39,7
3 - - 125,6 125,5
4 7,15 (d, 8,46) 7.12 (d, 8,2) 130,7 130.2
5 6,79 (d, 8,49) 6,81 (d, 8,2) 115,7 115.0
6 - - 155,1 155,8
7 6,79 (d, 8,49)) 6,81 (d, 8,2) 115,7 115.0
8 7,15 (d, 8,46) 7.12 (d, 8,2) 130,7 130.2

Em Zhang et al., (2023) O RMN H e 13C foram obtidos em CD3;OD (400 MHz e 100 MHz, CD30D)
Fonte: Autora (2023)
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Figura 40- Espectro de RMN 3C de S-2 (CDCl3, 100 MHz) 4 :
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Figura 41- Espectro de COSY de S-2

Fonte: Autora (2023)
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Figura 43- Espectro de HMBC de S-2
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5.2.3 Substéancia S-3: 4-formilfenil-2-fenilacetato

O 4-formilfenil-2-fenilacetato S-3 (figura 44) foi isolado do extrato FAET da fracdo
Hex/AcOEt 50% na forma de um o6leo viscoso amarelado e solivel em diclorometano.
A anélise do espectro de RMN *H (figura 47, p. 90) apresentou sinais tipicos de compostos
aromaticos: dois dupletos em o 7,79 (2H, d, 8,4 Hz; H-3 e H-7) e 616,93 (2H, d, 8,4 Hz; H-4
e H-6) e um multipleto em &y 7,27-7,34 ( 5H, m, H-11 - H-15), além de um singleto em &4 3,66
(2H, s, H-9) tipico de hidrogénio CH: vizinho de carbonila. Também mostrou um sinal em dH
9,86 (1H, s, H-1) tipico de hidrogénio aldeido.

A formula molecular da substancia S-3 foi determinada como CisH1202 por meio da
analise dos dados de RMN, assim como pelo espectro de massas ESI (+), o qual exibiu um pico
com m/z 241,0860 [M+H]+ (figura 52, p. 95), indicando uma massa de 240,0860 Da para a
substancia S-3.

Figura 44- Estrutura de S-3
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Fonte: Autora (2023)

A partir da analise do espectro de RMN de **C (Figura 48, p. 91), foram observadas dez
sinais, destacando-se dois sinais caracteristicos de carbonila em 6¢ 176,0 (C-8) e em 6C 191,1
(C-1), sendo este ultimo associado a carbonila do grupo formila. Adicionalmente, foram
identificados sete sinais de carbonos aromaticos com deslocamento quimico em 6c 129,4 (C-
11 e C-15), oc 127,3 (C-12 e C-14), 6c 128,0 (C-13), oc 132,4 (C-10 e C-2), 6C 116,0 (C-4 e
C-6), d¢c 133,4 (C-3 e C-7) e em &c 161,7 (C-5). Além disso, foi observado um sinal na regido
de carbono alifatico em 6¢ 41,0 (C-3).

Ao analisar o espectro COSY (Figura 49, p. 92), observou-se a correlacdo entre o sinal
em on 3,66 (H-3) com dn 7,27-7,34 (H-11 - H-15). Verificou-se também a correlagdo do
hidrogénio aromatico em on 7,79 (H-3 e H-7) correlaciona com o sinal de hidrogénio em dn
6,93 (H-4 e H-6).
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No espectro de HSQC (figura 50, p. 93) foi possivel destacar a correlacao direta do sinal
do hidrogénio alifatico em 64 3,66 (H-3) com o sinal de carbono em 6¢ 41,0 (C-9). Tambem foi
possivel determinar as correlacdes dos hidrogénios aromaticos com seus respectivos carbonos,
onde observou-se os sinais com deslocamento quimicos dos hidrogénios em 6n 7,27-7,34 (H-
11 e H-15), én 7,27-7,34 (H-12 e H-14), 64 7,27-7,34 (H-13) 81 6,93 (H-4 e H-6") e &1 7,79
(H-3 e H-7) se correlacionam, respectivamente, com os sinais em 6c 129,4 (C-11 e C-15), oc
127,3 (C-12 e C-14), d¢c 128,0 (C-13), 6c 116,0 (C-4 e C-6) e oc 133,4 (C-3 e C-7).

O espectro de HMBC (figura 51, p. 94) apresenta a correlacdo entre o sinal do
hidrogénio em oy 7,27-7,34 (H-11- H15) com os sinais de carbono em ¢ 41,00 (C-9), 6c 132,4
(C-10), 6c 127,3 (C-3’ ¢ C-5”) e oc 128,0 (C-4’), verificou-se também correlagdo do sinal de
hidrogénio em 61 7,79 (H-3 e H-7) com os sinais de carbono em 6¢ 116,00 (C-2” e C-6”), oc
132,4 (C-2) e 6¢ 191,0 (C-1), bem como a correlagdo em on 6,93 (H-4 e H-6) com os sinais de
carbono em 6c 133,4 (C-3 e C-7) e 6¢c 161,7 (C-5). Também foi observado o sinal do hidrogénio
em oH 3,66 (H-9) com os sinais de carbono em 6¢c 132,4 (C-10), ¢ 129,4 (C-11 e C-15) e oc
176,0 (C-8).

A seguir, apresentam-se as representacoes de todas as correlaces de COSY (figura 45)
HMBC (figura 46, p. 89), bem como a tabela 8 (p. 89) contém os dados de RMN H e RMN
13C da substancia S-3. Com base na analise espectrométrica de RMN de HSQC, COSY e
HMBC, foi possivel propor a estrutura de S-3. Os dados foram comparados com o banco de
dados do Scifinder e PubMed, ndo sendo encontrado nenhum relato anterior sobre sua
identificacdo por ressonéncia magnética. Esta é a primeira vez que ele é isolado naturalmente,

e ndo foram encontradas informacdes relevantes sobre suas propriedades.

Figura 45- Principais correlagdes de COSY de S-3
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Figura 46-Principais correlages de HMBC de S-3

Fonte: Autora (2023)

Tabela 8- Dados de RMN *H (400 MHz, CDCls) e *C (100 MHz, CDCls) de S-3

S-3
H (0, mult., J em Hz) C

1 9,86 (s) 191,0
2e10 - 1324
3e7 7,79 (d, 8,39) 1334
4e6 6,93 (d, 8,36) 116,0
5 - 161,7

8 - 176,0

9 3,66 (s) 41,0
11e15 7,27-7,34 (m) 129,3
12e14 7,27-7,34 (m) 127,3
13 7,27-7,34 (m) 128,0

Fonte: Autora (2023)



Figura 47- Espectro de RMN H de S-3 (CDCI3, 400 MHz)
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Figura 48- Espectro de RMN 3C de S-3 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 49- Espectro de COSY de S-3
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Figura 51- Espectro de HMBC de S-3
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Figura 52- Espectro de massas ESI (+) de S-3
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5.2.4 Substancia S-4: Acido fenilacético

O acido fenilacético S-4 (figura 53) foi isolado do extrato FAET da fracdo Hex/AcOEt
50% na forma de um solido cristalino marrom, sendo soltvel em diclorometano. A analise do
espectro 'H (figura 56, p. 99) revelou caracteristicas tipicas de compostos aromaticos,
apresentando um multipleto em &n 7,28-7,36 (5H, m, H-4-H-8), Além de um singleto em JH
3,66 (2H, s, H-2) tipico de hidrogénio CH> vizinho de carboxila. Também mostrou-se um sinal

em oH 9,87 relacionado ao hidrogénio da hidroxila.

Figura 53- Estrutura de S-4

Fonte: Autora (2023)

A partir das analises do espectro de RMN de *C (figura 57, p. 100), nota-se seis sinais
referentes a oito carbonos, dos quais seis sdo aromaticos, um alifatico e um caracteristico de
grupo carboxila. Os deslocamentos quimicos sdo os seguintes: 6c 128,8 (C-2 — C-6), éc 129,5
(C-3-C-5), 8¢ 127,4 (C-4), 6C 133,7 (C-1), 8C 41,2 (C-2") ¢ 8C 176,6(C-1").

O espectro de COSY (figura 58, p. 101) foi analisado e observou-se a correlacéo entre
os hidrogénios com deslocamento quimico em 61 7,28-7,36 (H-4-H-8).

No espectro de HSQC (figura 59, p. 102), observou-se a correlacéo direta do sinal do
hidrogénio aromatico em &n 7,28-7,36 (H-4 - H-8) com os sinais em 8¢ 128,8 (C-4 e C-8), oc
129,5 (C-5e C-7) e d¢c 127,4 (C-6). Também foi possivel determinar a correlacdo entre a sinal
de hidrogénio em 61 3,66 (H-2) com d¢c 41,2 (C-2).

O espectro de HMBC (figura 60, p. 103) apresenta a correlacdo entre o sinal do
hidrogénio aromatico em 61 7,28-7,36 (H-4 - H-8) com os sinais de carbonos em ¢ 41,2 (C-
2), 6c 133,7 (C-3), 6¢ 129,5 (C-5e C-7) e 8¢ 127,4 (C-6). Além disso, o hidrogénio 6n 3,66 (H-
2) se correlaciona com os sinais de carbono em 8¢ 128,8 (C-4 e C-8), ¢ 133,7 (C-3) e 6¢c 176,6
(C-1), sendo este ultimo caracteristico de carbonos carboxilicos.

A substancia S-4, identificada como acido fenilacético (sua sigla em inglés PAA) por

meio da andlise dos dados espectroscopicos e da comparacdo com a literatura (Sajid et al.,
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2011), é um composto aromatico volatil e horménio de crescimento vegetal, com férmula
molecular CgHgO>. Além de promover o crescimento de plantas como pimentdo, ervilha e
tabaco, 0 PAA possui notavel atividade antibacteriana, sendo presente em diversos organismos.
Ele é eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e varios patdgenos de
plantas. Além do seu papel nas plantas, o PAA é usado na producdo de penicilina G em féabricas
farmacéuticas e pode ser produzido por microrganismos dos géneros Bacillus e Burkholderia.
A sintese do PAA em bactérias e fungos ocorre principalmente pela transaminacdo da
fenilalanina, descarboxilacdo do fenilpiruvato e subsequente oxidacdo do fenilacetaldeido
(Equal et al., 2022)

A seguir encontram-se as representacdes de todas as correlagfes de COSY (figura 54) e
HMBC (figura 55), além da tabela 9 (p. 98) que contém a descricdo dos dados de RMN H e

13C da substancia S-4 comparados com os dados da literatura (Sajid et al., 2011).

Figura 54- Principais correlacdes de COSY de S-4

Fonte: Autora (2023)
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Tabela 9- Dados de RMN *H (400 MHz, CDCls) e *3C (100 MHz, CDCls) de S-4 em comparagdo com a literatura
Sajid, et al., 2011

S-4 Sajid, et al., 2011 S-4 Sajid, et al., 2011
H (0, mult., Jem Hz) H (9, mult., J em Hz) C C
1 i . 176,6 178,3
2 3,66 (s) 3,62 (s) 41,2 41,1
3 - - 133,7 133.2
4e8 7,28-7,36 (m) 7.30-7.20 (m) 128,8 128,6
Se’ 7,28-7,36 (m) 7.30-7.20 (m) 129,5 129,3
6 7,28-7,36 (m) 7.30-7.20 (m) 1274 1273
OH-1 9,86 (5) 9,50 (s) - -

Em Sajid, et al., 2011 O RMN *H e 2C foram obtidos em CDCl; (300 MHz e 50 MHz, CDCI3)
Fonte: Autora (2023)
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Figura 56- Espectro de RMN *H de S-4 (CDCl3, 400 MHz)
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Figura 57- Espectro de RMN 3C de S-4 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 58- Espectro de COSY de S-4
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Figura 59- Espectro de HSQC de S-4.

Fonte: Autora (2023)

F2 [ppm]



Figura 60- Espectro de HMBC de S-4.
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5.2.5 Substancia S-5: 4-(2-acetoxietil) -fenilacetato

A substancia S-5 (figura 61) foi obtida por meio da reacdo de acetilacdo de S-1,
apresentando-se como um sélido oleoso de cor amarela. Ao comparar os espectros de RMN *H
da substancia S-1 com o produto resultante da reagdo (figura 64, p. 109), observou-se o
surgimento de dois singletos atribuidos a hidrogénios de metila, com deslocamento quimico em
OH 2,30 (3H; s; H-2") e em 0n 2,04 (3H; s; H-27).

Ao analisar os espectros de RMN de *H (figura 65, p. 110) da substancia S-5, observa-
se que os sinais sao semelhantes aos da substancia S-1. Por exemplo, os sinais dos hidrogénios
aromaticos em o 7,23 (2H, d, 8,4 Hz; H-2 e H-6) ¢ em 61 7,03 (2H, d, 8,5 Hz; H-3 e H-5).
Também observou-se a presenca de um sinal oximetilénico em 6n 4,28 (2H, t, 7,03 Hz; H-8) e
um sinal de hidrogénio metilénico em 6y 2,93 (2H, t, 7,0 Hz; H-7). Além disso, o espectro de
HMBC demonstrou correlagdo do sinal o1 4,28 com ¢ 171,8, um carbono caracteristico de
carbono carbonila.

A férmula molecular da substancia S-5 foi determinada como Ci1oHgO4 por meio da
analise dos dados de RMN, assim como pelo espectro de massas ESI (+), o qual exibiu um pico
com m/z 223,0963 [M+H]+ (figura 70, p. 115), indicando uma massa de 222,0963 Da para a
substancia S-5.

O espectro de RMN de *3C (figura 66, p. 111) foi analisado e observou-se o surgimento
de quatro sinais de carbonos em dc 21,1 (C-27), 6¢ 21,3 (C-2”), 6¢c 171.2 (C-1") e em 6c 169.8
(C-1).

Figura 61- Estrutura de S-5

Fonte: Autora (2023)
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A analise do espectro de COSY (figura 67, p. 112) revela a correlagéo entre o sinal de
hidrogénio em én 2,93 (H-7) com o sinal em &n 4,28 (H-8). Além disso, foi observada a
correlagdo do hidrogénio aromatico em 6n 7,23 (H-2 e H-6) com o sinal em 61 7,03 (H-3 e H-
5).

A partir de andlise do espectro de HSQC (figura 68, p. 113) evidenciou-se as correlacoes
dos sinais de hidrogénio em 6n 7,23 (H-2 e H-6) com o0 sinal de carbono em 6¢ 130,0 (C-2 e
C-6), sinal com deslocamento quimico em 6H 7,04 (H-3 e H-5) com o sinal de carbono em ¢
121,8 ( C-3 e C-5), sinal com deslocamento quimico em 6n 2,93 (H-7) com o sinal de carbono
em dc 34,6 (C-7), sinal com deslocamento quimico em d&n 4,28 (H-8) com o sinal de carbono
em oc 64,9 (C-8), sinal com deslocamento quimico em &n 2,30 (H-2") com o sinal de carbono
em dc 21,3 (C-2”) e sinal de hidrogénio em 6n 2,04 (H-2") com o sinal em 6c 21,1 ( C-2°).

O espectro de HMBC (figura 69, p. 114) apresenta a correlacdo entre o sinal do
hidrogénio em én 7,23 (H-2 e H-6) com os sinais de carbonos em 6¢ 34,6 C-7), éc 149,5 (C-4)
e em 6c 121,8 (C-2 e C-6), verificou-se também correlagdo do sinal de hidrogénio em o1 2,93
(H-7) com os sinais de carbonos em dc 64,9 (C-8), 6c 130,0 (C-2 e C-6) ¢ em oc 135,6 (C-1);
observa-se também a correlagdo das metilas terminais on 2,30 (H-2”) e su 2,04 (H-27)
respectivamente com os sinais em 6¢c 171,2 (C-1") e em 6¢ 169,8 (C-1"); bem como a correlacao
em on 4,28 (H-8) com o sinal em 6C 171,2 (C-1") determinando assim a posic¢ao dos carbonos
carbonilas.

A substancia S-5, identificada como 4-(2-acetoxietil) fenilacetato por meio da anélise
dos dados espectroscdpicos e da comparacdo com a literatura (Kashyap; Phukan, 2013), é um
composto fendlico acetilado encontrado tanto de forma natural quanto sintética. Fragopoulou e
colaboradores (2007) conduziram um estudo com o objetivo de examinar a atividade bioldgica
do tirosol e de seus derivados acetilados. No estudo, o derivado diacetilado do tirosol foi
avaliado em relag&o a sua atividade antitrombadtica, observando-se que esse derivado induziu a
agregacao de plaquetas de coelhos. Esses resultados indicam uma mudancga na atividade
bioldgica em comparacgédo com o tirosol ndo modificado, sugerindo que a adi¢ao de dois grupos
acetila a estrutura do tirosol pode inverter sua atividade bioldgica, passando de inibicdo para
inducdo de agregacgdo plaquetéria.

A seguir, apresentam-se as representacdes de todas as correlagcdes de COSY (figura 62,
p.106) e HMBC (figura 63, p. 106), bem como as Tabelas 10 (p. 107) e 11 (p. 108). A primeira
tabela compara os dados de RMN *H e RMN *3C da substancia S-1 com os da substancia S-5,
resultante da acetilacdo. A tabela 6 descreve os dados de RMN *H e '3C da substancia S-5 e os
compara com os dados da literatura (Kashyap; Phukan, 2013).



106

Figura 62- Principais correlacGes de COSY de S-5
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Fonte: Autora (2023)
Figura 63- Principais correlagdes de HMBC de S-5
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Fonte: Autora (2023)



Tabela 10- Comparagcéo dos dados de RMN *H e *3C (400 MHz e 100 MHz, CDCI3) de S-1e S-5
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5-1 S5 5-1 S5
H (o, mult., Jem Hz) H (9, mult., Jem Hz) C C

1 - - 129,6 1356
2 7,04 (d, 8,4) 7,23 (d, 8,44) 1295 130,0
3 6,78 (d, 8,4) 7,04 (d, 8,47) 114,7 1218
4 - i 1553 1495
5 6,78 (d, 8,4) 7,04 (d, 8,47) 114,7 121,8
6 7,04 (d, 8,4) 7,23 (d, 8,44) 1295 130,0
7 2,80 (t, 7,2) 2,93 (t, 7,02) 37,9 34,6
8 3,83 (t, 7,2) 4,28 (t, 7,3) 63,2 64.9
r - . i 171,2
2 ; 2,30 (s) i 213
17 - i i 169,8
2 - 2,04 (s) i 21,1

Fonte: Autora (2023)
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Tabela 11- Dados de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e *C (100 MHz, CDCls) de S-5 em comparagdo com a literatura

(Kashyap; Phukan, 2013)

Kashyap; Phukan,

S-5 S5 Kashyap; Phukan,
2013 i 2013
H @, mult., Jem Hz) H (d, mult., J em Hz) C C

1 - - 135,6 135,3
2 7,23 (d, 8,44) 7.22 (d, 9,0) 130,0 129.7
3 7,04 (d, 8,47) 7.02 (d, 9,0) 121,8 121.4
4 - - 149,5 149,2
5 7,04 (d, 8,47) 7.02 (d, 9,0) 121,8 121.4
6 7,23 (d, 8,44) 7.22 (d, 9,0) 130,0 129.7
7 2,93 (t, 7,02) 2,92 (t, 6,0) 34,6 34,3
8 4,28 (t, 7,03) 4,25 (t, 6,0) 64,9 64,6
1’ - - 1711 170,9
2 2,30 (s) 2,28 (5) 21,3 21,0
1” - - 169,7 169,5
2” 2,04 (S) 2,03 (S) 21,1 21,0

Em Kashyap; Phukan (2013) , 0 RMN H e *3C foram obtidos em CDCl; (300 MHz e 75 MHz).

Fonte: Autora (2023)
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Figura 64- Comparacéo dos espectros de *H (400 MHz, CDCl;) de S-1e S-5
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Fonte: Autora (2023)



Figura 65- Espectro de RMN H de S-5 (CDCls, 400 MHz)

W R
B, L A
VIRV, R

29522
29347

29171

e

LT L]

a

-5.0416

5285

. o

Fonte: Autora (2023)

[Ppm]



Figura 66- Espectro de RMN 3C de S-5 (CDCI3, 100 MHz)
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Figura 67- Espectro de COSY de S-5
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Figura 68- Espectro de HSQC de S-5
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Figura 69- Espectro de HMBC de S-5
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Figura 70- Espectro de massas ESI (+) de S-5
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5.2.6 Substancia S-6: 4-(2-(butiriloxy)etil) fenilbutirato

A substancia S-6 (figura 71) foi obtida por meio da reacdo de butanoilagdo de S-1. Ela
se apresentou como um sélido oleoso de cor amarela. Ao comparar os espectros de RMN *H da
substancia S-1 com espectro de RMN *H do produto da reacéo (figura 74, p. 120) observa-se 0
surgimento de dois sinais referentes a hidrogénios de metila com deslocamento quimico em dn
1,05 (3H, t, 7,41 Hz; H-4”) ¢ em 61 0,93 (3H, t, 7,41 Hz; H-4’), além de quatro sinais de
hidrogénios metilénicos em 61 1,78 (2H, m, 7,40 Hz; H-3”), 61 2,53 (2H, t, 7,38 Hz; H-2"), o1
1,63 (2H, m, H-3) e em 6n 2,27 (2H, t, 7,42 Hz; H-2").

Ao analisar os espectros de RMN de 'H (figura 75-76, p. 121-122) da substancia S-6
observa-se sinais semelhantes aos da substancia S-1. Por exemplo, 0s sinais dos hidrogénios
aromaticos em o 7,22 (2H, d, 8,44 Hz; H-2 e H-6) ¢ em 6n 7,01 (2H, d, 8,48 Hz; H-3 e H-5).
Além disso, destacam-se o sinal do hidrogénio metilénico em 61 2,93 (2H, t, 6,98 Hz; H-7) e 0
sinal do hidrogénio oximetilénico em on 4,28 (2H, t, 7,03 Hz; H-8).

A férmula molecular da substancia S-6 foi determinada como Ci6H2204 por meio da
analise dos dados de RMN, assim como pelo espectro de massas ESI (+), o qual exibiu um pico
com m/z 279.1592 [M+H]* (figura 81, p. 127), indicando uma massa de 278.1592 Da para a
substancia S-6.

Figura 71- Estrutura de S-6

Fonte: Autora (2023)

No espectro de RMN 2C de S-6 (figura 77, p. 123) observa-se oito sinais de carbono a
mais em comparacdo S-1, sugerindo o aparecimento de duas cadeias laterais. Foram
identificados os seguintes sinais: um sinal de carbono sp® em 8¢ 13,77, atribuido aos carbonos
C-1’ e C-1”, bem como quatro sinais de carbono metilénicos em 6¢ 36,3 (C-2), oc 36,4 (C-27),
dc 18,5 (C-3%) e 6c 18,6 (C-3”). Além disso, foram observados dois sinais tipicos de carbonos
de carbonila em d¢ 172,3 (C-1") e em 6c 173,7 (C-1°).

A partir da analise do espectro COSY (figura 78, p. 124) verificou-se as correlacGes
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entre os sinais de hidrogénio em o1 1,78 (H-3") com os sinais em 61 1,05 (H-4) e em 6n 2,53
(H-2”); entre dn 1,63 (H-3") com os sinais em 6n 0,93 (H-4’) ¢ em 6n 2,27 (H-2"). Também
foram observadas as correlagdes entre on 4,28 (H-7) e on 2,93 (H-8), assim como entre 0s sinais
emsu 7,22 (H-2 e H-6) e su 7,01 (H-3 e H-5).

A partir da andlise espectrométrica de HSQC (figura 79, p. 125) evidenciou-se as
correlagdes dos sinais de hidrogénios em on 1,05 (H-4) e 0,93 (H-4’) com o sinal de carbono
em 6c 13,8 (C-4’ e C-4”), sinal com deslocamento quimico em ox 1,78 (H-3"") com o sinal de
carbono em d¢ 18,6 (C-3”), sinal com deslocamento quimico em &4 1,63 (H-3") com o sinal de
carbono em &¢ 18,5 (C-3), sinal com deslocamento quimico em & 2,53 (H-2"") com o sinal de
carbono em d¢ 36,4 (C-2”) e sinal de hidrogénio em én 2,27 (H-2") com o sinal em &c 36,3 (C-
2’). Também foram confirmadas as correlagdes previamente observadas em S-1, como as
correlagdes entre os sinais em on 4,28 (H-8) com o sinal em 6c 64,7 (C-8), sinal de hidrogénio
em 0H 2,93 (H-7) com o sinal em dc 34,7 (C-7) e a correlacdo dos sinais dos hidrogénios do
anel aromatico em 6y 7,22 (H-2 e H-6) com o sinal em 6¢ 129,9 (C-2 e C-6) e em 61 7,01 (H-3
e H-5) com o sinal em 6c 121,7 (C-3 e C-5).

O espectro de HMBC (figura 80, p. 126) apresenta a correlacdo entre o sinal do
hidrogénio em 61 1,78 (H-3"") com os sinais de carbono em 6c 172,3 (C-17), dc 36,4 (C-2”) ¢
dc 13,7 (C-4’ e C-4”). Além disso observou-se a correlacdo do sinal de hidrogénio em 64 1,63
(H-3”) com os sinais de carbono em 6¢c 173,7 (C-17), oc 36,3 (C-2’) e 6¢c 13,7 (C-4"). Também
sdo observadas as correlacdes ja identificadas em S-1, como a correlagdo entre o1 4,28 (H-7)
com os sinais de carbono em &c 34,67 (C-7), 6C 135,51 (C-1) ¢ 6¢c 173,75 (C-1"), bem como a
correlacdo entre o4 7,22 (H-2 e H-6) com os sinais de carbono em 6¢ 34,7 (C-7), 6c 121,7 (C-3
e C-5) e ¢ 149,53 (C-4).

A seguir, apresentam-se as representacdes de todas as correlagcdes de COSY (figura 72,
p. 118) e HMBC (figura 73, p. 118), além da tabela 12 (p. 119) que compara os dados de RMN
'H e RMN 3C da substancia S-1 com o produto da butanoilagdo. Através da analise de RMN
de 'H, 13C, HSQC, COSY e HMBC, foi possivel propor a estrutura de S-6. Apds comparar 0s
dados de RMN *H e 13C com a literatura disponivel, ndo foi encontrado nenhum relato, portanto,
0 composto é inédito.
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Figura 72- Principais correlacfes de COSY de S-6
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Figura 73- Principais correlactes de HMBC

Fonte: Autora (2023)
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Tabela 12- Comparagéo dos dados de RMN *H e *3C (400 MHz e 100 MHz, CDCl;) de S-1 com S-6.

S-1 S-6 S-1 S-6

H (9, mult., Jem Hz) H (3, mult., J em Hz) C C
1 ) . 129,6 135,5
2 7,04 (d, 8,4) 7,22 (d, 8,44) 129,5 129,9
3 6,78 (d, 8,4) 7,01 (d, 8,48) 114,7 121,7
. ] ] 155,3 1495
5 6,78 (d, 8,4) 7,01 (d, 8,48) 114,7 121,7
6 7,04 (d, 8,4) 7,22 (d, 8,44) 129,5 129,9
7 2,80 (t, 7,2) 2,93 (t, 6,98) 37,9 34,7
8 3,83 (t, 7,2) 4,28 (t, 7,03) 63,2 64,7
r - - - 173,7
2 - 2,27 (t, 7,42) - 36,3
3 - 1,63 (m, 7,42) - 18,5
& - 0,93 (t, 7,41) - 13,8
1 - - - 172,3
27 - 2,53 (t, 7,38) - 36,4
3” - 1,78 (m, 7,40) - 18,6
47 - 1,05 (t, 7,41) - 13,8

Fonte: Autora (2023)



Figura 74- Comparacéo dos espectros de *H (400 MHz, CDCls3) de S-1 e S-6.
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Figura 75- Espectro de RMN H de S-6 (CDCl3, 400 MHz)
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Figura 76-Expanséo do espectro de RMN *H de S-6 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 77- Espectro de RMN 3C de S-6 (CDCls3, 100 MHz)
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Figura 78- Espectro de COSY de S-6

== 2 -
-
e ? 7 oP -
&5 a
L]
-4 €&
° @
é I ‘ I -{ ‘ I ‘ zll ‘ I F2[ppm]l

Fonte: Autora (2023)



125

y
el - 1
Figura 79- Espectro de HSQC de S-6. a1 ~_ 8 O 1'_~_ 3 _CH,
0 - S e \\H/ ~
y u '
4 w2 - T /§"/(] 0
Hac/ \‘\\’// 1 \\O_/ \‘\\'///'
5
L E
o
<EHEN, | &
oo L
a i
- o o i
-9
-8
& i
-8
-8
-8
I T T I T T T I T T r
6 4 2 F2 [ppm]

Fonte: Autora (2023)



126

Figura 80- Espectro de HMBC de S-6 / / VN

(ﬂ HaC” ‘:)\“‘“ # 1""\;‘0/ \{f ‘\ NS
\ \ / / — _——
AN 5____1)(\ //
— -
3
&
8 s Y T Y - T
i Wb G Al ‘ .
L - e aa = il o w-’;a I
-8
g
- . ’ 0 -
- g d L
— - = : g " L
e - . % -2
— . ‘ uo '* B
- &
s . 2 F2 [ppm]

Fonte: Autora (2023)



127
Figura 81- Espectro de massas ESI (+) de S-6
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5.2.7 Substancia S-7: 4-(2-(benzoyloxy)etil) fenilbenzoato

A substancia S-7 (figura 82) foi obtida como produto da reacéo de benzoilacdo a partir
da substancia S-1 e apresentou-se como sélido branco. Ao comparar os espectros de RMN *H
da substancia S-7 com a S-1 (figura 85, p. 132), observa-se 0 surgimento de seis sinais
comumente atribuidos aos hidrogénios na regido do anel aromatico dissubstituido, sendo quatro
sinais caracteristicos de tripletos em 61 7,64 (1H, t, H-57), on 7,57 (1H, t, H-5"), 61 7,52 (2H,
t, H-4” ¢ H-6) ¢ em 61 7,45 (2H, t, 7,64 Hz; H-4’ ¢ H-6"). Também observou-se dois sinais
caracteristicos dupletos em 61 8,03 (2H, d, 7,16 Hz; H-7’ e H-3) e em 6w 8,21 (2H, d, 7,16 Hz;
H-7" e H-3”).

A partir do espectro de RMN de 'H (figura 86-87, p. 133-134) da substancia S-7
observa-se que os sinais sdo semelhantes aos da substancia S-1 como, por exemplo, os sinais
dos hidrogénios arométicos em 6w 7,36 (2H, d, 8,44 Hz; H-2 e H-6) e em &4 7,18 (2H, d, 8,48
Hz; H-3 e H-5). Além disso, destacam-se o sinal do hidrogénio metilénico em 64 3,12 (2H, t,
6,92 Hz; H-7) e o sinal do hidrogénio oximetilénico em &n 4,55 (2H, t, 6,92 Hz; H-8).

A férmula molecular da substancia S-7 foi determinada como C22H1804 por meio da
analise dos dados de RMN, assim como pelo espectro de massas ESI (+), o qual exibiu um pico
com m/z 347.1277 [M+H]* (figura 92, p. 139), indicando uma massa de 346.1277 Da para a

substancia S-7.

Figura 82- Estrutura de S-7

Fonte: Autora (2023)
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No espectro de RMN 3C de S-7 (figura 88, p. 135), foram observados nove sinais de
carbono adicionais em comparagdo com S-1, sugerindo a presenca de dois anéis aromaticos.
Esses sinais apresentaram deslocamentos quimicos em d¢ 130,3 (C-3” e C-77), éc 128,7 (C-4”
e C-67), d¢c 133,7 (C-57), d¢c 130,4 (C-2” e C-2°), d¢c 128,5 (C-4’ e C-6), 6c 133,1 (C-57), e &c
129,7 (C-3’ e C-7’). Alem disso, foram observados dois sinais tipicos de carbonos de carbonila
em oc 165,4 (C-17) e em oc 166,7 (C-1°).

A partir das andlises do espectro de COSY (figura 89, p. 136) observou-se as correlagdes
entre o sinal em on 4,55 (H-8) com 6n 3,12 (H-7). Correlagdes dos sinais de hidrogénios
aromaticos em on 7,18 (H-3 e H-5) com &n 7,36 (H-2 e H-6), em 61 8,03 (H-3" ¢ H-7") com
dn 7,45 (H-4’ e H-6”), em 6n 7,57 (H-5") com 7,45 (H-4> e H-6’),em 61 8,21 (H-3” e H-7")
com én 7,52 (H-4” e H-6”) e em 64 7,64 (H-5") com 64 7,52 (H-4” e H-6”).

Analisando o espectro de HSQC (figura 90, p. 137), foi possivel destacar as correlacdes
dos sinais de hidrogénios aromaticos caracteristicos de duplo dupleto em 64 8,21 (H-3” e H-77)
e 61 8,03 (H-3 e H-7") com os sinais de carbono em &¢ 130,3 (C-3”e C-7") e ¢ 129,7 (C-3’ e
C-7%), respectivamente. Também foi possivel determinar as correlacdes dos hidrogénios
aromaticos caracteristicos de tripletos com seus respectivos carbonos, onde observou-se 0s
sinais com deslocamento quimicos dos hidrogénios em on 7,64 (H-57), on 7,57 (H-5"), dn 7,52
(H-4” e H-6”) e 6n 7,45 (H-4’ e H-6") com os sinais em 6c 133,7 (C-57), 6¢ 133,1 (C-57), 6c
128,7 (C-4” e C-6") e d¢c 128,5 (C-4’ e C-6’), respectivamente. Além disso foram confirmadas
as correlacdes previamente observadas em S-1, como as correlagfes entre 0s sinais em ox 4,56
(H-8) com o sinal em &c 65,47 (C-8), em 6n 3,12 (H-7) com o sinal em 6c 34,82 (C-7) e a
correlagdo dos sinais dos hidrogénios do anel aromatico em o1 7,36 (H-2 e H-6) com o sinal
em d¢c 130,1 (C-2 e C-6) e em dn 7,18 (H-3 - H-5) com o sinal em 6¢ 121,9 (C-3 e C-5).

O espectro de HMBC (figura 91, p. 138) apresenta a correlacdo entre o sinal do
hidrogénio em &n 8,21 (H-3 e H-7") com os sinais carbonos em &¢ 165,4 (C-17), ¢ 133,7 (C-
5”) e em 8C 130,4 (C-2”); em dn 8,03 (H-7" ¢ H-3) com os sinais carbonos em ¢ 133,10 (C-
15”) e 6C 166,7 (C-1"); em 6w 7,45 (H-4’ e H-6") com 130,4 (C-2"); em 61 7,52 (H-4” e H-67)
com o sinal em d¢ 130,4 (C-2”); em on 7,57 (H-10) com os sinais carbonos em 6¢ 129,7 (C-3’
e C-7); e em 6n 7,64 (H-5”) com o sinal em d¢c 130,3 (C-3” e C-77). Além disso, foram
confirmadas as correlagdes previamente observadas em S-1, como a correlagao entre o 4,56
(H-7) com os sinais de carbono em 6¢ 34,82 (C-7), d¢c 135,7 (C-1) e &¢ 166,7 (C-1"), bem como
a correlacdo entre o1 7,36 (H-2 e H-6) com os sinais de carbono em 6c 34,8 (C-7), 6¢ 121,9 (C-
3e C-5)¢ dc 149,81 (C-4).
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A seguir, apresentam-se as representacoes de todas as correlaces de COSY (figura 83)
e HMBC (figura 84), além da tabela 13 (p. 131), que compara os dados de RMN *H e RMN %3C
da substancia S-1 com o produto da benzoilacdo. Através da analise de RMN de 'H, *C, HSQC,
COSY e HMBC, foi possivel propor a estrutura de S-7. Ap6s comparar os dados de RMN H e
13C com a literatura disponivel, ndo foi encontrado nenhum relato referente a identificagdo por

ressonancia magnética.

Figura 83- Principais correlacfes de COSY de S-7

Figura 84- Principais correlacbes de HMBC de S-7

Fonte: Autora (2023)



Tabela 13- Comparagéo dos dados de RMN H e $3C (400 MHz e 100 MHz, CDCls3) de S-1 com S-7
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S-1 S-7 S-1 S-7
H 0, mult., Jem Hz) H (4, mult., Jem Hz) C C

1 - - 1296 135,6
206 7,04 (d, 8,4) 7,36 (d, 8,44) 129,5 130,1
3eb 6,73 (d, 8,4) 7,18 (d, 8,48) 114,7 121,9
4 - - 155,3 149,8

7 2,73 (t,7,2) 3,12 (t, 6,92) 37,9 34,8

8 3,71 (t,7,2) 4,56 (t, 6,92) 63,2 65,4

1 - - - 166,6

2 - - - 130,3
3e? - 8,03 (d, 7,16) - 129,7
e - 7,45 (t, 7,64) - 128,5
5 - 7,57 (t, 7,42) - 133,1
1” - - - 165,3
2% - - - 130,3
37 o7 - 8,21 (d, 7,16) - 130,3
4” e 6” - 7,52 (t, 7,68) - 128,7
5” - 7,64 (t, 7,43) - 133,73

Fonte: Autora (2023)



Figura 85- Comparagéo dos espectros de *H (400 MHz, CDCl3) de S-1 e S-7
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Fonte: Autora (2023)
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Figura 86- Espectro de RMN 'H de S-7 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 87-Expanséo do espectro de RMN *H de S-7 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 88- Espectro de RMN 3C de S-7 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 89- Espectro de COSY de S-7
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Figura 90- Espectro de HSQC de S-7

Fonte: Autora (2023)
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Figura 91- Espectro de HMBC de S-7
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Figura 92- Espectro de massas ESI (+) de S-7
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5.3 Ensaios Bioldgicos

5.3.1 Ensaios antimicrobianos

A Tabela 14 (p. 144) apresenta os resultados dos ensaios antimicrobianos. Foi testado o
extrato ETOH, bem como as quatro substancias isoladas: tirosol (S-1), acido 4-
hidroxifenilacético (S-2), 4-formilfenil 2 fenilacetato (S-3) e 4 acido fenilacético (S-4). Além
disso, foram avaliadas trés substancias resultantes da derivagdo estrutural de S-1: 4-(2-
acetoxietil) fenilacetato (S-5), 4-(2-(butiriloxy)etil) fenilbutirato (S-6) e 4-(2-(benzoiloxy)etil)
fenilbenzoato (S-7). Esses compostos foram testados em relacdo a diferentes bactérias,
incluindo Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium
e quatro cepas de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (PA1, PA5.2, PA18 e PA20).

O extrato EtOH ndo demonstrou atividade contra as bactérias nas concentracoes
testadas, conforme indicado na tabela 14. No entanto, é importante ressaltar que este extrato foi
submetido a uma parti¢do liquido-liquido com acetato de etila, resultando na obtencdo da fase
AcOEt, da qual as substancias organicas foram separadas. Essa observacgéo sugere uma possivel
explicacdo para os resultados superiores das substancias em comparacdo com o extrato de
EtOH. Além disso, a quantidade de cada molécula presente nos extratos também pode
influenciar nessa diferenca de atividade, assim como suas interacGes intermoleculares, que
podem néo favorecer a atividade antimicrobiana.

No caso da E. coli, tanto as substéncias quanto os extratos ndo demonstraram atividade
biolégica nas concentracdes testadas. Isso pode sugerir que as substancias ndo possuem
atividade contra esse tipo de bactéria Gram-negativa, ou possivelmente seja necessario utilizar
concentragdes mais elevadas para que possam exercer seu efeito antimicrobiano.

As substancias S-2 e S-4 demonstraram atividade bactericida na concentragéo de 250
pMg/mL contra a bactéria S. typhimurium. No entanto, para as demais substancias, ndo foi
observada atividade bioldgica nas concentracOes testadas em relacéo a esta bactéria especifica.

Em relacdo a bactéria B. subtilis, a substancia S-2 apresentou atividade bactericida até
a concentracdo de 31,25 pg/mL e atividade bacteriostatica até a concentragdo 15,625 pg/mL.
Por outro lado, a substancia S-5 exibiu atividade bactericida até a concentragdo 31,25 pg/mL e
atividade bacteriostatica até 3,90 pg/mL. Tanto S-3 quanto S-4 demonstraram atividade
bactericida na concentracdo de 250 pg/mL, enquanto as demais substancias ndo apresentaram
atividade bioldgica nas concentracOes testadas.

Frente a S. aureus, as substancias S-2 e S-5 demonstraram atividade bactericida na
concentragdo de 250 pg/mL. Por outro lado, as substancias S-4, S-6 e S-7 exibiram atividade
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bacteriostatica na concentracdo de 250 pg/mL. As outras substancias carecem de atividade
bioldgica nas concentracdes testadas.

A substancia S-6 ndo apresentou atividade frente as cepas das bactérias X. axonopodis
pv. passiflorae nas concentragdes testadas. Por outro lado, a substancia S-7 apresentou
atividade bacteriostatica na concentracdo de 250 pg/mL frente as cepas PAl e PA5.2.

A substéncia S-1 mostrou atividade bacteriostatica somente frente a cepa PA5.2 até a
concentracdo de 31,25 pg/mL, ndo apresentando atividade em relacdo as outras cepas de X.
axonopodis pv. passiflorae..

A substancia S-2 apresenta atividade bactericida na concentragcdo de 250 pg/mL e
atividade bacteriostatica até 125 pg/mL em relacéo as cepas PAL, PA18 e PA20. Em relacédo a
cepa PA5.2, a substancia S-2 apresenta atividade bactericida na concentracdo de 250 pug/mL e
atividade bacteriostética até a concentragdo de 62,5 pg/mL, conforme a tabela 9 (p. 113).
Segundo Liuetal. (2021), o acido 4-hidroxifenilacético foi identificado com diversas atividades
bioldgicas, incluindo propriedades antioxidantes, acdo antimicrobiana e capacidade de induzir
enzimas. Com base nessas informag6es, compreende-se a sua relevancia para a saude.

A substancia S-3 demonstrou atividade bacteriostatica até a concentracdo de 125 pg/mL
em relacdo a bactéria PA5.2. Em relagdo a cepa PA18, a substdncia S-3 exibiu atividade
bacteriostatica na concentracdo de 250 pug/mL. No entanto, em relacédo as cepas PA1 e PA20, a
substancia S-3 ndo apresentou atividade.

Por outro lado, a substancia S-4 demonstrou atividade bactericida na concentracédo de
250 pg/mL em relacdo as cepas PA1l e PA18. Em relacdo a cepa PA5.2, a substancia S-4
apresentou atividade bactericida na concentracdo de 250 pg/mL e atividade bacteriostatica até
a concentragdo de 15,625 pg/mL. Em relagdo a cepa PA20, exibiu atividade bactericida na
concentracdo de 250 pg/mL e atividade bacteriostatica até a concentracdo de 125 pg/mL.

A substancia S-5 apresenta atividade bactericida na concentracdo de 250 pg/mL e
atividade bacteriostatica até 125 pg/mL em relacdo a cepa PA18. No entanto, em relacdo as
cepas PAL, PA5.2 e PA20, a substancia S-5 ndo apresentou atividade.

Quando se comparam os resultados das atividades antimicrobianas do tirosol S-1 com
seus produtos de derivacdo, pode-se verificar que houve um aumento da atividade destes
produtos sobre algumas cepas bacterianas testadas, tendo em vista que a substancia S-1
apresentou efeito antibacteriano somente sobre a cepa PA5.2 de X. axonopodis pv. passilorae,
em que demonstrou atividade bacteriostatica até a concentracdo de 31,25. J4 a substancia S-5
apresentou atividade bactericida até 31,2 pg/mL e bacteriostatica até 3,9 pg/mL sobre B.

subtilis, bactericida na concentracéo de 250 pug/mL sobre S. aureus, bactericida na concentracdo
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de 250 pg/mL e bacteriostatica até a concentracdo de 125 pg/mL sobre X. axonopodis pv.
passiflorae PA18. Engquanto que a substancia S-6 apresentou atividade bacteriostatica na
concentracdo de 250 pg/mL sobre S. aureus, e a substancia S-7 também apresentou atividade
bacteriostatica na concentracao de 250 pug/mL sobre S. aureus e sobre as cepas PAL e PA5.2 de
X. axonopodis pv. passiflorae.Vale ressaltar que, de acordo com a literatura, a capacidade
antimicrobiana do tirosol tem sido amplamente documentada, bem como seus efeitos benéficos
na saude humana (Servili et al., 2014; Rodriguez-Morat6 et al., 2015). Essas diferencas
apresentadas no estudo podem ser devidas & metodologia utilizada, bem como as concentragdes
e tipos de bactérias utilizados neste estudo.

No estudo de Tafesh e colaboradores (2011), a metodologia € baseada na determinagéo
da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC), empregando concentracdes dos compostos de até
1000 pg/mL. As cepas testadas foram as Gram-positivas Streptococcus pyogenes (n° ATCC
19675) e Staphylococcus aureus (n°® ATCC 25923), e as Gram-negativas Escherichia coli (n°
ATCC 25922) e Klebsiella pneumoniae (n° ATCC 700603), onde cada poco continha
aproximadamente 10° unidades formadoras de coldnias (UFC). O tirosol apresentou atividade
antimicrobiana em uma concentrag¢do de 600 pg/mL contra as bactérias E. coli e S. pyogenes,
com excecdo de S. aureus, onde ndo demonstrou atividade portanto, as condigdes e as bactérias
utilizadas neste estudo variaram consideravelmente, indicando que, para o tirosol apresentar
atividade antimicrobiana, s&o necessarias concentra¢fes superiores as utilizadas no estudo. 1sso
sugere que o tirosol apresenta um potencial antimicrobiano néo tdo pronunciado quanto outras
substancias. As substancias S-5 e S-7, derivadas do tirosol, apresentaram resultados melhores
do que o proprio tirosol. Cabe destacar que, além do efeito antimicrobiano, o tirosol possui um
reconhecido efeito anticancerigeno, ja& amplamente discutido na literatura (Mohamed et al.,
2020).

No estudo de Cueva e colaboradores (2004), observou-se que posic¢ao das substituicdes
no anel de benzeno e o comprimento da cadeia lateral saturada dos acidos fenolicos
influenciaram significativamente seu potencial antimicrobiano, sendo as bactérias Gram-

positivas geralmente mais suscetiveis do que as Gram-negativas.
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Os acidos fenodlicos S-2 e S-4, isolados neste trabalho, demonstraram um potente efeito
antibacteriano sobre as bactérias utilizadas no estudo, corroborando com a evidéncia cientifica
que destaca o poder antimicrobiano desses acidos em comparacdo com outros compostos
fendlicos. Uma hipGtese para essa clara diferenca pode ser atribuida aos seus grupos
carboxilicos e a modificacdo do pH nas membranas bacterianas, assim como outros fatores
estruturais mencionados anteriormente (Cueva et al., 2004).

Estudos indicam que acidos organicos ndo dissociados podem atravessar membranas
celulares, reduzindo o pH intracelular e levando & cessagdo do crescimento ou inativagdo
bacteriana. Em resumo, o grupo carboxila e o pH acido desses compostos contribuem para sua

eficacia antibacteriana (Kovanda et al., 2019; Chai et al., 2016).



Tabela 14- Resultados antimicrobianos do extrato e substancias obtidas no trabalho

144

Bactérias (CIM em pg/mL)

AcCC18.1A
Ex. ETOH

S-1

S-2

S-3

S-4

S-5

S-6

S-7

Amoxicilina

Tetraciclina

E. coli

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

125(=); 3,9 ()

125(=); 3,9 ()

S. typhimurum

>250

>250
250 (=)
>250
250 (=)
>250
>250

>250

3,90 (-)

3,90 (-)

B. subtilis

>250

>250

31,2 (=); 15,6(-)
250 (=)

250 (=)
31,2(=);39()
>250
>250

3,90 (=)

3,90 ()

S. aureus

>250

>250

250 (=)

>250

250 (-)

250 (=)

250 (-)

250 (-)
62,5 (=); 3,9 ()

15,6 (=); 3.9 (1)

PAl
>250

>250

250 (=); 125 (-)
>250
250 (=)
>250
>250
250 (-)

31,2(=);39()

62,5 (=); 3.9 (-)

Xanthomonas
PA5.2 PA18
>250 >250
31,25 (-) >250
62,5(=); 7,8 () 250 (=); 125 (-)

125 (-)
250 (=); 15,6 (-)

>250

>250

250 (-)

3,90 (=)

7,8(=);39()

250 (-)

250 (=)
250 (=); 125 (-)
>250
>250

250 (=); 3,9 ()

250 (=); 3.9()

PA20
>250

>250

250 (=); 125 (-)
>250

250 (=); 125 (-)
>250
>250

>250

250 (=); 3,9(-)

250 (=); 3.9()

(-) bacteriostéatico; (=) bactericida; (>) atividade em uma concentra¢do maior que

Fonte: Autora (2023)
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5.3.2 Atividade citotoxica

Os compostos fendlicos tirosol (S-1), a&cido 4-hidroxifenilacético (S-2) e 4-formilfenil-
2-fenilacetato (S-3) isolados a partir do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A foram testadas
a fim de avaliar a atividade citotoxica sobre células tumorais. As trés substancias apresentaram
diminuicdo da viabilidade conforme o aumento da concentra¢do, mostrando uma relacdo de
concentragédo -dependéncia em todas as linhagens testadas.

As trés substancias testadas, S-1, S-2 e S-3, mostram uma melhor atividade sobre a
linhagem de céncer gastrico metastatico AGP01, com diminui¢do da viabilidade de forma
significativa a partir da concentracao de 5 ug/mL para S-1 e 2,5 pg/mL para as substancias S-2
e S-3, como é apresentado na figura 96.

Figura 93-Gréfico de viabilidade celular de das substancias isoladas do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A,
S-1 (C3-05), S-2 (C3-R2) e S-3 (C4-R13), ap6s 72 horas de tratamento em linhagem de cancer gastrico metastatico
AGPO01. Cada ponto equivale a média de trés replicatas
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Fonte: Autora 2023
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Na linhagem de cancer gastrico primario ACP02, observou-se uma significativa reducao

na viabilidade celular a partir da concentracdo de 10 pg/mL para as substancias S-1, S-2 e S-3,

conforme ilustrado na figura 97. Por outro lado, para a linhagem néo tumoral MRCS5 (figura 98,

p.148), as substancias s6 apresentaram um efeito de inibicdo significativo a partir da maior

concentracdo testada neste estudo, ou seja, 20 pg/mL. Esse resultado sugere uma maior

toxicidade para as células tumorais, indicando uma possivel seletividade das substancias em

relacdo as células tumorais. No entanto, é crucial realizar estudos mais aprofundados para

compreender o mecanismo de acdo geral dessas substancias e validar sua atividade citotoxica

potencial sobre as linhagens de cancer gastrico.

Figura 94-Gréafico de viabilidade celular de das substancias isoladas do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A,

S-1 (C3-05), S-2 (C3-R2) e S-3 (C4-R13), apos 72 horas de tratamento em linhagem de cancer gastrico primario

ACP02. Cada ponto equivale a média de trés replicatas
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Legenda: ACP02 (Adenocarcinoma géstrico do tipo difuso)
Fonte: Autora 2023
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Figura 95-Gréafico de viabilidade celular de das substancias isoladas do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A,
S-1 (C3-05), S-2 (C3-R2) e S-3 (C4-R13), apds 72 horas de tratamento em linhagem ndo tumoral MRC5. Cada
ponto equivale a média de trés replicatas
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Fonte: Autora 2023

Estudos indicam que a atividade citotoxica atribuida aos compostos fenolicos esta
associada a multiplas vias, incluindo a reducdo do crescimento e viabilidade celular, inibi¢do
da proliferacdo, migracao e invasao celular, modulagdo em fases do ciclo celular e indugéo de
apoptose em diferentes modelos tumorais. No geral, diversos estudos concluiram que o efeito
anticancer dos compostos fendlicos é dependente da dose. Vale ressaltar que a maioria dos
estudos sobre compostos fenolicos, realizados para avaliar sua citotoxicidade, foi conduzida in
vitro (Ferreira et al., 2021; Ramos et al., 2020).
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Segundo Lee e colaboradores (2016), o tirosol apresenta inibi¢do do crescimento celular
de forma dependente da concentracdo e do tempo em células de carcinoma epidermoide. Além
disso, observou-se que o tirosol pode suprimir a mitose de células tumorais e, em doses mais
altas, atuar como um agente apoptético em células de carcinoma epidermoide. De acordo com
Hashim e colaboradores (2008), o tirosol apresentou atividade citotéxica em células de
carcinoma de colon humano HT115, sugerindo uma possivel acdo relacionada a invasao celular
do céancer e que esse efeito pode ser mediado pela prevencéo da ligacdo de células tumorais a
matriz extracelular.

O 4cido 4-hidroxifenilacético e o 4-formilfenil-2-fenilacetato ndo tém atividades
citotoxicas conhecidas. Enquanto o primeiro € reconhecido por sua acdo antibacteriana, o
segundo carece de estudos sobre suas atividades biologicas. Como compostos fendlicos, é
possivel que compartilhem mecanismos de agdo citotoxica semelhantes a outros compostos do
mesmo grupo. No entanto, s&o necessarios mais estudos para confirmar essa hipotese e entender

melhor seu potencial em células cancerigenas.

5.3.3 Atividade alelopética do extrato do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A

O extrato ndo influenciou no crescimento de Lactuca sativa (alface), nas concentracfes
de 125, 250, 500 e 1.000 pg/mL, apresentando valores de taxas de germinacao estatisticamente
iguais ao controle. Entretanto, concentragdes mais elevadas, a partir de 2.000 pg/mL, resultaram
em uma reducdo significativa na taxa de germinacéo (tabela 15, p. 150), indicando um efeito
alelopatico do extrato.

Na germinacéo da alface houve diferenca significativa entre o tratamento com o extrato
nas concentragdes de 125, 250, 500 e 1000 pg/mL em relagédo ao controle, quando observado o
indice de Velocidade de Germinacdo (IVG). Entretanto, observou-se que nas sementes
submetidas as concentracGes de 2.000 e 3.000 pg/mL, houve reducéo do IVG em relacdo ao
controle, bem como o atraso no processo germinativo. Condizente com a pesquisa de Souza e
colaboradores (2017), que em ensaios de germinacdo com sementes de alface e tomate, frente
ao extrato da planta Croton L. (Euphorbiaceae), nas concentragdes mais altas (50% e 100%),
também se observou a diminuicdo do IVG com o aumento da concentracao do extrato.

As substancias produzidas pelo extrato do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A
pertencem a classe dos compostos fenolicos. De acordo com Li e colaboradores (2010),
compostos fendlicos sdo a classe mais comum de compostos alopético, os quais reduzem a

germinacao ao inibir as atividades das peroxidases que participam da neutralizacdo de espécies
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reativas de oxigénio e na oxidagdo de outros fendlicos, processos essenciais para a quebra da
casca dura da semente e facilitacdo da emergéncia da plantula. No estudo realizado por Inacio
e colaboradores (2013), observou-se gque 0s extratos das sementes de P. rigida, os quais contém
uma quantidade consideravel de compostos fendlicos de acordo com seu estudo quimico,
reduziram significativamente a germinacdo das sementes de L. sativa quando aplicados em
concentragdes de 5%, 10% e 15%, sendo que nesta Ultima concentragcdo ocorreu uma inibicao
completa. Dessa forma, € possivel inferir que os compostos fenolicos podem contribuir para o
efeito alelopatico inibitorio apresentado pelo extrato em concentragfes de 2.000 e 3.000 pg/mL.
A intensidade dos efeitos inibitérios induzidos pelo extrato esteve positivamente associada a
concentracdo. No entanto, é essencial conduzir estudos mais detalhados para entender melhor
a atividade alelopatica, explorando diferentes concentracdes do extrato e avaliando seu impacto
em diversas espécies de plantas. Isso possibilitara uma compreensdo mais ampla dos
mecanismos subjacentes ao efeito alopatico e sua possivel relevancia em contextos agricolas,
como na criacdo de biopesticidas. Esses produtos tém ganhado destaque devido a capacidade
de oferecer solu¢cdes mais praticas e sustentaveis para o controle de plantas daninhas na
agricultura.

A figura 96 (p. 151) apresenta o indice de velocidade de germinacdo (n° de sementes

germinadas/dia) e a figura 97 (p. 151) apresenta as sementes germinadas durante o experimento

Tabela 15- Influéncia do extrato na promoc&o do crescimento vegetal das sementes de alface

Concentragéo? G (%)? IVG?
125 98,7 a* 1294 a
250 97,3a 12,16 a
500 96,0 a 12,16 a
1000 100,0 a 12,61 a
2000 80,0Db 7,43Db
3000 62,7 ¢C 6,76 b
Controle 97,3 a 12,27 a
CV® (%) 4,83 10,39

IConcentracdo: pg/mL; 2G: Taxa de germinacdo; *IVG: Indice de velocidade de germinacdo (n° de sementes
germinadas/dia); *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. SCV: Coeficiente de variagéo

Fonte: Autora (2023)
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Na andlise de variancia, o coeficiente de variacdo (CV) € uma medida de dispersdo usada
para avaliar a precisdo dos experimentos, expressando o desvio-padrdo como uma porcentagem
da média. Segundo Gomes (1990), em experimentos de campo com culturas agricolas, 0s
coeficientes de variacdo sdo considerados baixos quando inferiores a 10%, médios entre 10 e
20%, altos entre 20 e 30%, e muito altos se superiores a 30% (tabela 16). Neste trabalho, os
experimentos se enquadram na categoria de alta precisdo no caso da taxa da germinacao (G%)
(Gomes, 1990).

Tabela 16- Classificacdo dos experimentos quanto aos coeficientes de variacdo

Classes de CV Limites do CV (%) Precisao
Baixas <10 Alta
Médios 10-20 Média

Altos 20-30 Baixa
Altos >30 Muito baixa

Fonte: Gomes F.P. (1990)
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Figura 96- indice de velocidade de germinagéo de sementes de Lactuca sativa, em concentragdes diferentes, do
extrato do fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A.

N2 DE SEMENTES GERMINADAS

1 2 3 4 5 6 7
DIAS
G CONUOlE  wmum 125 swlum 250 wwon500 emum1000 ewem2000 3000
Legenda: Concentracdo em pg/mL
Fonte: Autora (2023)

Figura 97-Germinacdo de sementes de alface pelo extrato etandlico na concentracéo de 2.000 e 3.000 pg/mL no

primeiro dia de contagem

Fonte: Autora (2023)
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6 CONCLUSOES

Nesta pesquisa, investigou-se o papel crucial dos fungos endofiticos, destacando sua
habilidade em produzir diversos compostos bioativos, especialmente os compostos fenolicos.
O fungo Actinomucor elegans AcCC18.1A, isolado de Rhizophora mangle, produziu quatro
substancias da classe dos compostos fendlicos (tirosol, acido 4-hidroxifenilacético, 4-
formilfenil 2 fenilacetato e acido fenilacético). Nos ensaios antimicrobianos, tanto as
substancias isoladas quanto as substancias modificadas apresentaram resultados positivos
frente as bactérias S. aureus, B. subtilis, S. typhimurium, E. coli e Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae, demonstrando eficacia nos testes antimicrobianos.

Embora todas as substancias isoladas tenham atividade antimicrobiana, os acidos 4-
hidroxifenilacético (S-2) e fenilacético (S-4) se destacaram, demonstrando atividade
bactericida contra S. typhimurium e S. aureus. Quanto aos ensaios de inibicdo do crescimento
vegetal, 0 extrato afetou a germinacdo de Lactuca sativa nas concentragdes de 2.000 e 3.000
pg/mL, resultando em uma reducdo significativa na taxa de germinacdo. Isso indica um efeito
alelopatico do extrato, sugerindo sua possivel relevancia em contextos agricolas, como na
criacdo de biopesticidas,

Dentre todas as substancias relatadas neste trabalho, destacam-se o 4-(2-(butiriloxy)
etil) fenilbutirato (S-6) e 4-formilfenil 2 fenilacetato (S-3), sendo S-6 uma estrutura quimica
inédita na literatura. Enquanto isso, S-3 esta sendo relatada pela primeira vez como um
produto natural. E relevante ressaltar que esta é a primeira vez que S-6, S-3 e S-7 sdo
submetidos a ensaios antimicrobianos.

E importante destacar que este é o primeiro relato de ensaios antimicrobianos frente as
bactérias Xanthomonhas axonopodis pv. passiflorae com as substancias isoladas neste trabalho.

Apos a realizagdo dos testes iniciais de citotoxicidade e viabilidade celular, observou-

se que as substancias S-1, S-2 e S-3 exibiram atividade em todas as linhagens de células
neoplasicas testadas. Além disso, 0 estudo das substancias também demonstrou que elas
diminuem a viabilidade celular das linhagens neoplésicas, com melhor agcdo em AGP01, modelo
metastatico. Isso destaca a relevancia de estudar substancias naturais para compreender seu
potencial na farmacologia do cancer.

Finalmente, torna-se necessario promover mais estudos sobre a quimica dos fungos
endofiticos, os quais representam uma alternativa sustentdvel para a obtencdo de novas
substancias bioativas. Além disso, busca-se identificar derivados mais promissores no combate

de doencas, contribuindo para um melhor entendimento das interag6es entre fungos e plantas.
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