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RESUMO

A aroeira (Schinus terebinthifolia Raddi) esta inserida na Relagdo Brasileira de
Medicamentos Essenciais em funcdo do seu potencial para gerar biocompostos
incluindo aqueles com propriedade antimicrobiana. A ocorréncia de resisténcia aos
antimicrobianos aumenta os custos de saude, tempo de permanéncia em hospitais,
morbidade e mortalidade. A OMS publicou uma lista de “agentes patogénicos
prioritarios” resistentes aos antibiéticos na tentativa de orientar e promover a
pesquisa, desenvolvimento e Inovacdo de novos antibidticos incluindo aqueles que
possam combater o Staphylococcus aureus resistente a oxacilina e a Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemase. Fungos do género Fusarium sao
importantes patdgenos para plantas, humanos e animais, além de produtores de
micotoxinas em alimentos, havendo uma grande caréncia de novas moléculas que
possam ser usadas para o0 seu controle. Esta pesquisa buscou caracterizar o perfil
fitoquimico de extratos polares e apolares de frutos maduros de quatro clones de
aroeira e a atividade antimicrobiana para bactérias Staphylococcus aureus
resistentes a oxaxilina, Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase e o
fungo Fusarium guttiforme. Os extratos de todos os clones de aroeira mostraram
atividade antimicrobiana para as bactérias e fungo, variando em funcéo do clone e
solvente utilizado. Os extratos polares apresentaram maior atividade antifungica e
antibacteriana, sendo mais ativos em bactérias Gram positivas. A atividade
antifangica e antibacteriana variou em funcédo do clone avaliado. O clone BAAr 5
apresentou maior atividade antibacteriana enquanto os clones BAAr 5 e BAAr 8
maior atividade antifangica. Os clones de aroeira apresentaram similaridade no perfil
cromatografico por CLAD. Foi possivel observar maior quantidade relativa de picos
no clone BAAr 5 quando extraido por meio do solvente hidroetandlico. O
cromatograma dos extratos hexanicos apresentou maior diversidade de picos.
Houve maior abundancia de sesquiterpenos comparado aos monoterpenos quando
as amostras foram avaliadas em CG-EM. A espectrometria por meio de ESI(-)FT-
ICR MS identificou a presenca de 29 ions, compreendidos entre os m/z 195 e m/z
925 nos extratos polares dos clones. Vinte e quatro ions foram observados no clone
BAAr 5, 20 no clone BAAr 8, 23 no clone BAAr9 e 17 no clone BAAr 23. Apesar dos
clones terem sido -cultivados sob as mesmas condices edafoclimaticas,
apresentaram variacdo na atividade antimicrobiana e de compostos bioativos
identificados. Sugere-se que 0 uso comercial da aroeira deve ser proveniente de
plantas selecionadas e clonadas que apresentem as caracteristicas desejadas.

Palavras-chave: Aroeira, Antimicrobiano, Fitoquimico, Espectrometria,

Cromatografia.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Principais constituintes quimicos volateis, estruturas quimicas e valores
médios encontrados em frutos de Schinus terebinthifolia.........cocvcvviiiiiiiiii s

Figura 2 - Composicao de terpenos nas folhas e frutos (verde, imaturo e
maduro) de S. terebinthifolia. .............oooviiiii

Figura 3 - Principais componentes fenodlicos volateis presentes em trés
diferentes gendtipos (BAAr 5, BAAr 8, BAAr 23) de S. terebinthifolia utilizados
LTS (SN TS LU o o TSP

Figura 4 - Amostra de frutos de aroeira, clone BAAr 8, triturados com grau e
pistilo de porcelana (A). Extragdo por meio do uso de solvente hexano em duas
amostras de frutos de aroeira (B)..........oouevviiieiiiiiiiiiiii e

Figura 5 — Secagem das amostras por meio do uso de Evaporador rotativo
(Fisatom® 802) acoplado a bomba de vacuo (GS® VAC30) e banho-maria
(FANEM® 1102) ...ttt e e e e e e e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e s s bbb bnenreee s

Figura 6 — Representacdo esquematica do experimento de microdiluicdo em
caldo de uma amostra de extrato vegetal com 4 bactérias............ccccceeeerriivrennnne.

Figura 7 — Leitura do experimento de microdiluicdo em caldo para verificacdo da
MIC de uma amostra de extrato vegetal com 4 bactérias (2 ORSA e 2 KPC).......

Figura 8 — Cromatégrafo gasoso acoplada a Espectrometro de Massas (GC-
MS). Modelo GC 2010 Plus/GCMS - QP2010, Shimadzu, Kyoto, Japan...............

Figura 9 - Espectrémetro de Massas de Ressonancia Ciclotrdnica de fons com
Transformada de Fourier (ESI (-) FT - ICR MS). Modelo 9.4 T Solarix, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha...........cooooiiiiiiiiiee e

Figura 10 — Mediana da MIC (concentracdo inibitéria minima) dos extratos
hexanicos (Hex) e hidroetandlicos (HidrEt) extraidos dos clones BAAr 5, BAAr 8,
BAAr 9 e BAAr 23 para as bactérias ORSA e KPC........ooovvvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeee,

Figura 11 — Mediana da MBC (concentracdo bactericida minima) dos extratos
hexanicos (Hex) e hidroetandlicos (HidrEt) extraidos dos clones BAAr 5, BAAr 8,
BAAr 9 e BAAr 23 para as bactérias ORSA € KPC........cooviiiiiiiiiiiiiiiieiee e,

Figura 12 — Avaliacdo da atividade antifungica de diferentes concentra¢des dos
extratos hidrofilicos de clones de S. terebinthifolia (BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9 e
BAAr 23) para 0 fungo F. gUtifOrme...........oiiiiiiiii e

Figura 13 - Diametros das culturas de F. guttiforme cultivadas em meios
suplementados com extratos hidroetandlicos de clones de aroeira.......................

Figura 14 - Média em mm do Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial
(PMGI) de F. guttiforme por extratos hidroetandlicos de clones de aroeira ..........

17

20

21

32

33

35

36

40

41

44

45

49

50



Figura 15 - Efeito inibitério no desenvolvimento de F. guttiforme de extratos
hexanico e hidroetandlicos (200 mg mL™?) e Itraconazol (5 yg mL?) para clones
(o[ 3r T (o= - VPP PP T TP SPPPPPPPR

Figura 16— Perfil cromatografico das amostras BAAr 5 (preto), BAAr 23
(marrom), BAAr 8 (rosa), BAAr 9 (azul) extraidos com o solvente hidroetanol......

Figura 17— Perfil cromatografico das amostras BAAr 5 (preto), BAAr 23
(marrom), BAAr 8 (rosa), BAAr 9 (azul) extraidos com o solvente hexano.
(LV=microvolt). (A) Perfis agrupados. (B) Perfis desagrupados............c..cceceeeereennn.

Figura 18 - Perfil cromatografico por GC-MS para extratos hexanicos de quatro
clones de S. terebinthifolia (BAAr 5; BAAr 8; BAAr 9; BAAr 23) cccooveveveeeeeiieeeee

Figura 19 — ESI(-)FT-ICR MS para extrato hidroetandlico de clones de aroeira
(BAAr 5=B5; BAAr 8=B8; BAAr 9=B9; BAArI 23=B23)........ccceeeriiiieeeeeeririeeieienninnnnns

Figura 20 - Numero de ions observados por ESI(-)FT-ICR MS em extratos
hidroetandlicos de CloNes de @rO€ira...........euvuviiiiiiiiiiiiiiieeee e

Figura 21 — Estrutura quimica da miriCitrina................eueuiviiiiiiiiieee e

Figura 22 - Estrutura quimica do pentagaloilglicose (5 galoil periférico e uma
OlICOSE CENLIAL) ... e e e e e e

56

57

58

60

62

64
66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Compostos quimicos isolados em Schinus terebinthifolia que
apresentaram atividade antimicrobiana in VItro...............ceeiiiiiiiieeeeeeee e

Tabela 2 - Perfil quimico S. terebinthifolia obtidos em diferentes paises...............
Tabela 3 - Composicao de terpenos nas folhas e frutos de S. terebinthifolia.........

Tabela 4 - Comparagdo entre os valores da Concentracdo Inibitéria Minima
(MIC) de extratos hexanicos e hidroetanélicos em bactérias ORSA e KPC...........

Tabela 5 - MIC e MBC dos extratos hexanicos e hidroetanélicos para bactérias
ORSA € KPC ... ittt e ettt e e e et e e e e e e st trrr e e e e e e e narenee s

Tabela 6 — Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentracdo Bactericida
Minima (MBC) de extratos hexanicos (Hex) e hidroetandlicos (HidrEt) dos frutos
de quatro diferentes quimiotipos de S. terebinthifolia...............ccccoovviiiiiiiiiiiienn .

Tabela 7 — Média dos diametros (mm) das culturas de F. guttiforme cultivadas
em meios suplementados com extratos hidroetandélicos de clones de aroeira.......

Tabela 8 — MIC e MFC de extratos hidroetandlicos de clones de aroeira para F.
(0 LU L] (0] 0 =P

Tabela 9 - Média em mm do Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial
(PMGI) de F. guttiforme por extratos hidroetandlicos de clones de aroeira............

Tabela 10 — Efeito inibitorio de extratos hidroetanoélicos de clones de aroeira em
o U111 (0] 11T TP P TP PPPPUPPPPPP

Tabela 11 — Efeito inibitério no desenvolvimento de F. guttiforme de extratos
hexanico e hidroetandlicos para clones de aroeira............cccccevvvviiiiieiieieeeeeeee e

Tabela 12 - Substancias propostas a partir dos dados ESI(-)FT-ICR MS para os
extratos hidroetandlicos dos clones BAAr 5, BAAr 8, BAAr9 e BAAr 23................

16
18
20

42

44

46

50

51

51

53

56



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC - American Type Culture Collection
BAAr - Banco Ativo de Aroeira

CDC - Centers for Disease Control and Prevention (Centro de Controle e Prevencao

de Doencas)

CN — Controle negativo

CP — Controle positivo

DBE - Double bound equivalente

DC — Diametro do controle de crescimento
DMSO - Dimetilsulféxido

DT — Diametro final do teste

EROs — Espécies reativas de oxigénio

ESI(-)FT-ICR MS - Espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray e

ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier

FAO - Organizacéo das Nag¢Oes Unidas para Agricultura e Alimentacéo
CG-EM - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
HidrEt — Hidroetandlico

CLAD - Cromatografia liquida de alto desempenho

HS-GC-MS Headspace associada a cromatografia gasosa e deteccdo por

espectrometria de massa

KPC - Klebsiella pneumoniae produtora de Carbapenemase
LPS — Lipopolissacarideo

m/z — mass-to-charge ratio (Razdo massa/carga)

MBC - Concentracéo bactericida minima

MFC — Concentragdo fungicida minima

MHDb - Caldo Mueller-Hinton



MIC - Concentracao inibitéria minima

mmHg — Milimetros de mercurio

MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina
NIST - National Institute of Standards and Technology
OMS - Organizacdo Mundial da Saude

ORSA - Staphylococcus aureus resistente a oxacilina
P, D & | - Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagéo

p/v — Proporgao de peso por volume

PBP - Proteina de ligacao a penicilina

PMGI - Percentagem de inibicdo do crescimento micelial
RPM - Rotagdes por minuto

v/v — Proporgéo de volume por volume



SUMARIO

(N R0 ] 510070 TR 15

1.1 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE BACTERIAS DE
IMPORTANCIA CLINICA HUMANA . .......oooiieeeeeeeeeeeee e 22

1.1.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina/oxacilina

(MRSAORSA) .ottt ettt et ettt ettt ettt et e e et et et et et et er e e e e en e, 23
1.1.2 Klebsiella pneumoniae produtora de Carbapenemase (KPC)................. 26
1.2. FUSARIOSE DO ABACAXI. ..ttt 28
1.2.1 Biocontrole de fitopatOgeN0S.......c.uuveiiee it 29
2 OBJIETIVOS . ... et e e e e e 30
2.1 OBJIETIVO GERAL.....eeee e e s 30
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS.....coiiiiiirieirieieieie et 30
3 MATERIAL E METODOS........ooieiiiiteetteeeceeeee ettt ettt ete e e eaeeeaees 31
3.1 MATERIAL VEGETAL.... e e e 31
3.2 OBTENCAO DO EXTRATO A PARTIR DE FRUTOS S. terebinthifolia........... 31
3.2.1 Extrac&o hexanica (apolar) e hidroalcéolica (polar)......cccccoeevvvieeeeriiinnns 31
3.2.2 Secagem das amostras em evaporador rotativo.........ccccccevvvvvveereeeeeeeeeenn 32

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE AROEIRA EM
AMOSTRAS DE S. aureus RESISTENTE A OXACILINA (ORSA) e Klebsiella

pneumoniae PRODUTOR DE CARBAPENEMASE (KPC).....cccooiiiiiiiiiieiiiiiieeen. 33
3.3.1Linhagens doS MiCrorganiSMOS . .........uuuueiriiiiiiiiiaaeeeaaeeeeaae e s 33
3.3.2 Teste de microdiluiG80o em CaldO........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiee s 34

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE CLONES DE AROEIRA

EM Fusarium guULLIfOrME........ccoooiiiii e anens 36

3.4, L MICTOTQANISIMO . .eiiiiiiiiiieeeiee e e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s aaaeneb bbb beeeeeees 36



3.4.2 Efeito inibitério in vitro de extratos hidroetanélicos de aroeira no

crescimento micelial de Fusarium guttiforme-Técnica de Pour Plate ............

3.4.3 Efeitos no desenvolvimento de Fusarium guttiforme de extratos
hidroetanélicos e hexanicos de aroeira - (Dispersdao em

YU ] =] 1 [ 1RSSR

3.5 PERFIL CROMATOGRAFICO DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (CLAD)......c.oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeneenn.

3.6 PERFIL QUIMICO POR CG-EM DE EXTRATOS HEXANICOS DE FRUTOS
MADUROS DE QUATRO CLONES DE AROEIRA........coiiiiiin

3.6.1 Derivatizacao das amOSIIaS..........ccvuuiiiiiiiiiiiiieeee e eeeee e e e e e
3.6.2 Analise por CG-EM de amostras metiladas.........ccccccceeeeveiieiicnivinnnnnenne,

3.7 PERFIL QUIMICO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM
IONIZACAO POR ELETROSPRAY E RESSONANCIA CICLOTRONICA DE
[ONS COM TRANSFORMADA DE FOURIER (ESI(-)FT-ICR MS).......ccceovrverrnnene.

3.8 ANALISE ESTATISTICA . ..o oottt
4 RESULTADOS E DISCUSSAOD . ...ooooeeeeeeeeeeeee et

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE AROEIRA EM
AMOSTRAS DE ORSA € KPC....oiiiiitiiiii e

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE CLONES DE AROEIRA
EM FUuSarium gUELIFOIMIE. ........ueiiiiiiiiiiiiie e e

4.2.1 Inibicdo in vitro de extratos hidroetandlicos de aroeira no

crescimento micelial de Fusarium guttiforme - Técnica de Pour

4.2.2 Efeito de extratos hidroetandlicos e hexanicos de aroeira no

desenvolvimento de Fusarium guttiforme..........cccccciiiiiiiiii s

4.3 PERFIL CROMATOGRAFICO DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (CLAD).......covcuieieieeeeeeieteeeeeeeeeeee e,

4.3.1 Avaliagcéo cromatografica dos extratos hidroetandlicos (polares).........

4.3.2 Avaliagcédo cromatografica dos extratos hexanicos (apolares)................

37

38

38

39

39

39

40

41

42

42

49

49

55



4.4 PERFIL QUIMICO POR CG-EM DE EXTRATOS HEXANICOS DE CLONES
DE AROEIRA

.......................................................................................................... 59
45 PERFIL QUIMICO POR ESI(-FT-ICR MS DE EXTRATOS

HIDROETANOLICOS DE CLONES DE AROEIRA.......co oo 61
B CONCLUSAD . . oottt ettt e e e e e e e e e e e e erieeeean e 68

REFERENCIAS ..o, 70



15

1 INTRODUCAO

A aroeira (Schinus terebinthifolia Raddi) também conhecida como aroeira-vermelha,
aroeira-pimenteira, pimenta brasileira, baga de Natal e pimenta rosa, pertencente a
familia Anacardiaceae (PIRAS, et al, 2017a). Tem flores pequenas e os seus frutos
sdo drupas verdes quando imaturas, que se tornam vermelhos quando maduros,
com uma semente marrom escura por fruto e cujo cheiro se assemelha ao da manga
verde (KWEKA, et al. 2011; OLIVEIRA et al., 2014).

A espécie S. terebinthifolia esta inserida entre as 71 plantas medicinais da Relacéo
Brasileira de Medicamentos Essenciais (RENISUS) que apresentam potencial para
gerar produtos de interesse do Sistema Unico de Saude (SUS) (OLIVEIRA et al.,
2020). Isso se deve as muitas propriedades medicinais atribuidas a aroeira, como
propriedades adstringentes, antidiarreicas, depurativas, curativas e cicatrizantes,
diuréticas e febrifugas e suas atividades biolégicas como anti-hipertensivo e
vasodilatador, antioxidante, antimicrobiano, antifingico, anti-inflamatério e
antioxidante conferidas aos seus frutos e 6leos essenciais (COUTINHO et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2020).

A atividade antimicrobiana de S. terebinthifolia pode ser atribuida a um possivel
efeito sinérgico entre compostos secundarios minoritarios extraidos de partes da
planta (NGUEFACK et al., 2012), ou a acédo isolada de alguns componentes como f3-
mirceno, B-cubebeno e limoneno, que s&do antibacterianos conhecidos (BURT,
2004). Individualmente, diversos compostos extraidos de aroeira vermelha ja tiveram
a sua capacidade antimicrobiana comprovada para espécies de bactérias, fungos e

virus (Tabela 1).
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Tabela 1 — Compostos quimicos isolados em Schinus terebinthifolia que apresentaram
atividade antimicrobiana in vitro.

Composto Atividade Referéncia
Antibacteriano (Staphylococcus aureus resistente
a-pineno e a meticilina - MRSA)
B-pineno Antifungico (Candida albicans, Cryptococcus RIVAS etal., 2012.

neoformans e Rhizopus oryzae)

a-felandreno

Antibacteriano e antifingico.

ISCAN et al., 2012.

o-cadineno Antibacteriano (Streptococcus pneumoniae) PEREZ';SEES etal,
Antimicrobiano e antiviral (Herpes simplex virus MUSARRA-PIZZO et
tipo 1 (HSV-1) al., 2019.
Catequina Antibacteriano, antifiingico COSAZFEEQ etal,

Antimicrobiano, antiviral

BAE et al., 2020.

Antiviral (Influenza A (H1IN1))

YOU et al., 2018.

Acido cumérico Antimicrobiano BOO, 20109.
Antimicrobiano PEIl et al., 2015.
Antiviral (Virus Mayaro (MAYV)) FERRIZE(I)TBA etal,
Epicatequina Antibacteriano EZH'L;Z'C;f;SHM'v
. . PRAKASH et al.,
Antimicrobiano 010,

Acido gaélico

Antimicrobiano e antiviral (HSV-1 e Virus PI-3)

OZCELIK et al., 2010.

Antiviral (Influenza A e B).

LEE et al., 2016

Mirceno

Antibacteriano (anti-Staphylococcus)

INOUE et al., 2004.

Acido morénico

Anti-Herpes Simplex Virus KUROI;&\)/;A etal.
HOSTETTMANN-
Antibacteriano KALDAS;

NAKANISHI, 1979.

Inibicdo do Epstein—Barr virus.

CHANG et al.,2010.

Anti-HIV ITO etal., 2001
Pentagaloll Antibacteriano (Acinetobacter baumannii resistente | DETTWEILER et al.,
glicose (tanino) a carbapenémicos) 2020.
Pentagaloil Antimicrobiano, antiviral TORRES-LEON et
glicose (tanino) ’ al., 2017
Antifingico e anti-Staphylococcus DWIBEDZIOelgs AXENA,
Resveratrol Antiviral (MERS-CoV) LIN etal., 2017.

Antiviral (Zika virus (ZIKV)

MOHD et al., 2019.

Extratos derivados de amostras de aroeira, coletadas em diferentes regides do

globo, tém mostrado resultados qualitativos e quantitativos distintos nas analises de

CG-EM (Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas), com a

prevaléncia de alguns desses compostos quimicos (Figura 1) e destaque para 0s

monoterpenos.
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8-3-Careno

a-felandreno

p ¥ 4

O-cimeno

. a-pineno
B-pineno

i &-limoneno
B-mirceno

; B-felandreno

silvestreno

B-cubebeno

Figura 1 - Principais constituintes quimicos volateis, estruturas quimicas e valores médios
encontrados em frutos de Schinus terebinthifolia. Adaptado de: Cole et al., (2014);
Dannenberg et al., (2019); Elshafie et al., (2016); Ennigrou et al., (2017); Gomes et al.,
(2020); Piras et al., (2017); Pratti et al., (2015); PubChem, (2022).

A concentracdo dos compostos pode variar em funcdo do 6rgdo coletado para
andlise (fruto ou folha) e estagio de maturacdo dos frutos (VERNIN; PARKANYI,
2003), ou o local de producao (Figura 2; Tabela 2; Tabela 3).
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O:jgaao Perfil quimico/prinocipais constituintes e-!(ltpr):g%?)/ Pqi~s Referéncia
planta (%) extrato (regido)
a-felandreno (44,2), limoneno (16,6), a-
pineno (23,2), ciclohexanona-5-metil-2 Aleo Sudeste Elshafie et
Fruto | (3,7), y-muuroleno (3,3), B-mirceno (2,3), essencial da al., (2016)
cariofileno (1,6), o-cimeno (1,9), B-pineno Tunisia "
(0.8)
Monoterpenos (85,8), 8-3-careno (30,4), ) Espirito
Eruto limoneno (17,4), a-felandreno (12,6), a- Oleo Santo Cole et al.,
pineno (12,6), mirceno (5,8), O-cimeno Essencial B . (2014)
) rasil
(3,5), sesquiterpenos (5,3).
- Monoterpenes: B-mirceno(41),
limoneno(9), a-pineno (8), B-pineno (2,3).;
-sesquiterpenos: B-cubebeno (12), &- ) Rio Dannenbe
= cadineno (7,7), y-cariofileno (3,9), a- Oleo Grande
ruto X . rg et al.,
muurolene (2,1), Copaeno (2), d-cadinol Essencial | do Sul, (2019)
(2), y-muuroleno (1,9), germacreno D Brasil.
(1,5), B-farneseno (1,1), B-elemeno (1), y-
cadineno (1)
Acidos triterpénicos: schinol
acidos fendlicos: galato de etila (5) Espirito
E acidos graxos: acido heicosanoico (40); Fracao Silva et al.,
ruto L - L. . . Santo,
acido estearico (38,1), acido eicosanadico hexano Brasil (2018)
(32,6), acido palmitico (26), acido beénico '
(24,4)
Frutos verdes (imaturo)
a-felandreno (44,6), a-pineno (26,3),
limoneno (8,3), B-felandreno (7,2),
germacreno (4,4), d-elemeno (2,2), B-
mirceno (1,8), terpinoleno (1,1), p-cimeno
(0.6)
Frutos iniciando maturagdo (meio maduro)
a-felandreno (46,8), a-pineno (23,2), ) Ennigrou
= limoneno (8,6), B-felandreno (7,4), Oleo Ariana,
ruto . . o et al.,
germacreno (5,2), B-mirceno (1,8), Essencial | Tunisia. (2017)

terpinoleno (1,2), p-cimeno (0,8), &-
elemeno (0,3)

Vermelhos (maduros)
a-felandreno (45,8), a-pineno (13,9),
limoneno (8,1), germacreno (7,4), p-
cimeno (6,4), B-felandreno (4,8), B-

mirceno (1,8), terpinoleno (1,5), 6-
elemeno (0,3)

(continua)
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(continuacao)

Orgéo da Perfil guimico/principais e-)r('tpr)g %?)/ Pais Referénci
planta constituintes (%) extrgto (regiao) a
Acido oleico (38,7), a-felandreno
(13,3), limoneno (11,9), 6-cadineno
(11,1), a-terpineol (6), a-pineno (4,7), Salem et
Eruto kaempferol-3-O-rutinosideo (2,6), a- Fracdo Alexandria al
bergamoteno (1,4), terpinen-4-ol (1,4), | Acetona , Egito (20I8)
terpinen-4 -ol (1,4), terpinol (1,4),
aromadendrene (1,1), B-farneseno
(1,1), a-cadinol (0,8), cosmene (0,8)
a- pineno (36,8), a-felandreno (32,8), . .| Salem et
Fruto limoneno (11,9), a-terpineol (6,0), Esgeli?:ial Aleézﬂgna al.,
terpinol (3,1), a-cadinol (0,8) ' (2018)
a-felandreno (39,6), B-felandreno Vo%ﬁ%m ZaghounT | Piras et
Fruto (22,9), a-pineno (18,4), B-selineno hidrodestil Unhisia al.,
(10,0), o-cimeno (4,1), mirceno (1,0) acdo (2017)
0-3-careno (55,4), a-pineno (15,7),
Frutos silvestreno (10,7), germacreno (2,5),
maduros B-patchouleno (2,0), mirceno (1,9), Oleo Espirito Pratti et
e eugenol (1,7), terpinoleno (1,5), Essencial Santo, al.,
sementes | sativeno (0,9), B-cedreno (0,9), cis-a- Brasil. (2015)
santalol (0,8), Cis-muurola-3,5-dieno
(0,8), y-elemeno (0,4)
Lupeol (16,3), lupenona (12,7),
esqualeno (9,6), octacosano (8,2), a-
tocoferol (4,9), acetato de lupeol (4,1),
B-sitosterol (3,6), p-cimeno (3,1),
espatulenol (2,2), ursénico aldeido 3-
acetato (2,2). B-cariofileno (2,1),
Frutos e limoneno (1,9), olean-12-en-3-ona
folhas (1,8), cariofileno (1,7), careno (1,6), Fracio Espirito Gomes
(residuos | 3- a-eudesmol (1,4); a- selineno (1,1), hexgno Santo, et al.,
da a-pineno (1), elemeno (1), B-elemeno Brasil (2020)
indastria) (1), &- cadineno (0,9), B-selineno

(0,8), fitol (0,7), y-muuroleno (0,6),

rosifoliol (0,5), y-cadineno (0,4), a-

copaeno (0,3), y- aromadendreno
(0,3), germacreno (0,2), a-muuroleno
(0,2), d-elemeno (0,2), timol (0,2); a-

terpineol (0,2), humuleno (0,1)
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Tabela 3 - Composicao de terpenos nas folhas e frutos de S. terebinthifolia
Monoterpenos Sesquiterpenos

Orgéo da Planta Referéncias

(%) (%)

Fruto Verde 92,04 7,48 Ennigrou et al., (2017).
92,8 6,66 Gerhardt (2018)

Frutos Imaturo 91,66 7,84 Ennigrou et al., (2017).
94,7 5,42 Gerhardt (2018)

Fruto Maduro 85,92 11,8 Ennigrou et al., (2017).
98,29 1,83 Gerhardt (2018)

Folhas 51.0 46,9 Piras et al., (2017)

Percentual

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Verde Verde Imaturo Imaturo Maduro Maduro Folhas
(1) (2) (1) (2) (1) (2) (3)

m Monoterpenos (%) W Sesquiterpenos (%)

Figura 2 — Composicdo de monoterpenos e sesquiterpenos nas folhas e frutos (verde,
imaturo e maduro) de S. terebinthifolia. (1) Ennigrou et al., (2017); (2) Gerhardt (2018); (3)
Piras et al., (2017).

A natureza e a quantidade de compostos bioativos produzidos por espécies vegetais
ao longo de seu desenvolvimento podem ser significativamente afetadas por fatores
como intensidade de luz, temperatura, nivel de nutricdo e disponibilidade de agua
(chamados de fatores abidticos) (QADERI et al., 2023). Essa variabilidade pode
ainda estar relacionada a fatores genéticos que determinam a ocorréncia de

polimorfismo quimico na espécie.

Andlises quimicas dos extratos de plantas podem revelar grupos de compostos

disponiveis, tanto quantitativa quanto qualitativamente, mesmo quando presentes
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em quantidades minimas. Esses produtos podem conter varias substancias, e sua
identificacdo pode ajudar a identificar discrepancias entre gendtipos, grupos de
genotipos semelhantes (quimiotipos) e potenciais marcadores quimicos (STESEVIC
et al., 2014).

Andlise gquimiométrica realizada por meio da técnica de HS-CG-EM (Headspace
associada a cromatografia gasosa e deteccdo por espectrometria de massa) dos
Oleos essenciais extraidos em amostras de BAAr 5, BAAr 8 e BAAr 23 demonstrou
que apesar dos genotipos serem mantidos sob as mesmas condi¢cdes
edafocliméticas, apresentam composicdo quimica distinta, com maior prevaléncia de

limoneno e a-felandreno (Figura 3).

60

55,2

B EBAAR-5 BAAR-8 BAAR-23

Area relativa (%)
= ] [#4] =9 [¥)]
=] = =] = = =
I 52,2
9,5
15
I 28,5
0
40,6
0
0
I g2
6
19,9
I 13
4,3
13,8
| !
8,6
1,8
|
4
I 16
2,4
1,9
. ¥
3,5
0

Componentes fendlicos volateis.

Figura 3 — Principais componentes fendlicos volateis presentes em trés diferentes genétipos
(BAAr 5, BAAr 8, BAAr 23) de S. terebinthifolia utilizados neste estudo (GERHARDT, 2018).

A analise dos quimiotipos € uma alternativa na selecdo de genotipos com maior
potencial farmacéutico ou industrial, visto que proporciona a diferenciacdo entre
clones ou espécies de um género e a identificacdo dos compostos de interesse
comercial (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009).

Os resultados disponiveis na literatura mostram que os extratos derivados de S.

terebinthifolia tém sido estudados para fins farmacologicos e industriais sem
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considerar o genotipo da planta quanto a heterogeneidade de sua composicao. Este
fato justifica a importancia da caracterizacdo fenotipica de clones de S.

terebinthifolia, conduzindo a um processo mais racional de exploragdo comercial.

1.1 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE BACTERIAS DE IMPORTANCIA
CLINICA HUMANA

A resisténcia a um antimicrobiano refere-se ao aumento da tolerédncia ao regime
terapéutico estabelecido ao qual o patdégeno era suscetivel antes do surgimento da
resisténcia. Desde sua descoberta, ha mais de 70 anos, os medicamentos
antibacterianos se tornaram uma parte essencial do cenario da salde moderna,
permitindo o tratamento de infecgbes bacterianas que antes ameacavam a vida. No
entanto, os niveis cada vez maiores de resisténcia antimicrobiana ameacam o0s
beneficios para a saude alcancados com o0s antibidticos e esse fenbmeno é

reconhecido como uma crise global (VENTOLA, 2015).

A ocorréncia de resisténcia aos antimicrobianos aumenta os custos de saude, tempo
de permanéncia em hospitais, morbidade e mortalidade. Ha estimativas de que 10
milhndes de mortes serdo atribuidas a resisténcia antimicrobiana até 2050, e 100
trilnGes de ddélares da producdo econdémica mundial serdo perdidos se esforcos
substanciais nao forem feitos para conter esta ameaca (O'NEIL, 2016, WHO, 2017).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou, em abril de 2014, o primeiro
relatorio de vigilancia global sobre resisténcia aos antimicrobianos a fim de
demonstrar o impacto clinico das bactérias resistentes aos antimicrobianos em todo
o mundo. Este relatério mostrou que cinco das seis regides da OMS apresentavam
mais de 50 % de resisténcia da Escherichia coli as cefalosporinas de terceira
geracdo e fluoroquinolonas, e presenca de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina em ambientes hospitalares. Foram relatadas taxas de resisténcia da
Klebsiella pneumoniae a cefalosporinas e carbapenémicos de terceira geragao
superiores a 50 %. O relatério atribuiu 45 % das mortes na Africa e no Sudeste

Asiético a bactérias multirresistentes (WHO, 2014).
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Diversos relatorios tém demonstrado altas taxas de isolamento de S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) em estabelecimentos de saude nos Camardes (72
%), Africa do Sul (52 %), Etiopia (42,8 %), Nigéria (29,6 %), Quénia (27,7 %), Costa
do Marfim (16,8 %) e Marrocos (14,4 %) (NJOUNGANG et al., 2015; PEROVIC et
al., 2015; WHO, 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude publicou, em 2017, a sua primeira lista de
“agentes patogénicos prioritarios” resistentes aos antibiéticos — um catalogo de 12
familias de bactérias que representam a maior ameaca para a saude humana. A lista
foi elaborada numa tentativa de orientar e promover a pesquisa, desenvolvimento e
Inovacéo (P, D & I) de novos antibiéticos, como parte dos esforcos para enfrentar a
crescente resisténcia global aos medicamentos antimicrobianos, por estes micro-
organismos (OPAS, 2017).

Dentre estas bactérias, encontram-se (em classificacdo de Prioridade Alta), o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina/oxacilina (MRSA-ORSA) e a Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemase. A lista busca incentivar os governos a
implementar politicas de incentivo a ciéncia basica e a P, D & |, tanto por meio de
agéncias financiadas pelo setor publico, quanto pelo setor privado, que invistam no
descobrimento e desenvolvimento de novos produtos com melhor eficiéncia e
estabilidade (OPAS, 2017).

1.1.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina/oxacilina (MRSA/ORSA)

O Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva esférica, ndo movel e nao
formadora de esporos. Algumas linhagens podem produzir capsula polissacaridica.
Trata-se de um comensal que coloniza persistentemente a pele e as mucosas de
aproximadamente 30 % da populacdo humana. Outros 60 % das pessoas sao
colonizadas temporariamente (FRANK et al., 2010). Os locais mais comuns sao as
narinas, garganta, axila, virilha, perineo e reto. As narinas anteriores sao
consideradas o principal reservatério de propagacdo de S. aureus (CRAFT et al.,
2019; CREECH, 2015).
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Foi isolado pela primeira vez por Alexander Ogston durante uma investigacdo de
septicemia e infeccdo em ferida ocorrida em 1880. O exame microscopico de 88
amostras de pus revelou a presenca de cocos Gram-positivos, identificado
posteriormente como S. aureus (ALGAMMAL et al., 2020)

O S. aureus é um agente importante causador de doencas em humanos e animais.
Pode resistir a condicbes ambientais adversas, como luz solar e dessecacdo. A
bactéria pode invadir a pele, membranas mucosas e 0rgdos internos, causando
doencas grave, incluindo infec¢cdes supurativas da pele, acne, osteomielite,
endocardite, infeccdo do trato respiratorio e septicemia (ALAKLOBI et al., 2015;
ATOUM, 2003)

Em 1928 Alexander Fleming descobriu a penicilina, porém, a partir de 1942 foram
identificadas as primeiras linhagens resistentes ao antibiotico. No final da década de
1960, 80 % dos isolados clinicos eram resistentes a penicilina. Este fato demonstra
o poder adaptativo do S. aureus a exposicdo a uma fonte de presséo seletiva, como
os antibioticos (ALGAMMAL et al., 2020).

Em resposta a disseminacdo mundial de S. aureus resistente a penicilina, beta-
lactamicos semissintéticos resistentes a penicilinase, como, primeiro, a meticilina e,
posteriormente, a oxacilina foram desenvolvidos para uso clinico. A meticilina foi a
primeira penicilina anti-estafilocdcica semissintética desenvolvida em 1959 (AZEEZ-
AKANDE, 2010). No decorrer do primeiro ano do uso clinico surgiram as primeiras
linhagens de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em isolados
clinicos de um paciente hospitalizado no Reino Unido no ano de 1961 (ALGAMMAL
et al., 2020; VESTERGAARD et al., 2019).

A resisténcia a meticilina pode ser determinada por deteccdo molecular por meio da
identificacdo do gene mecA, bem como por meio da deteccdo de resisténcia a
cefoxitina (ALGAMMAL et al., 2020). As linhagens classificadas como MRSA
apresentam um padrdo de multirresisténcia variavel, incluindo inativacdo de
macrolideos, fluoroquinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas e lincosamidas
(BARRASA-VILLAR et al., 2017).

Essas cepas produzem uma lactamase (penicilinase) codificada por plasmideo
capaz de hidrolisar o anel B-lactamico presente nas moléculas de penicilinas. Como

esse anel € a centro ativo das penicilinas, sua hidrolise torna o farmaco inativo.
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Diferente da resisténcia a penicilina, a resisténcia a meticilina ndo € um resultado da
inativacdo do farmaco, porém resulta da modificacdo do alvo do farmaco. As
linhagens de S. aureus resistentes a meticilina expressam uma proteina adicional de
ligacdo a penicilina (PBP), conhecida como PBP2a (CRAFT et al., 2019, MO et al.,
2019).

Estes microrganismos podem induzir doencas infecciosas graves em humanos,
como endocardite piogénica, pneumonia supurativa, otite meédia, osteomielite,
infeccbes piogénicas da pele, tecidos moles e artrite séptica. O surgimento de cepas
virulentas de MRSA multirresistentes € um notavel problema de saude publica
(GAJDACS et al., 2019). As infeccbes causadas por MRSA tém sido associadas a
maiores taxas de mortalidade, maiores taxas de readmissédo, maior tempo de
internacdo e aumento dos custos de cuidados de salde (BARRASA-VILLAR et al.,
2017; MACEDO-VINAS et al., 2013).

Praticamente qualquer item em contato com a pele, como jalecos, lencos, canetas,
telefones celulares podem servir como fomite para transmissdao de MRSA. A
colonizacdo pode persistir por longos periodos. A colonizagdo assintomatica por
MRSA aumenta o risco de doenca infecciosa. Em até 50 % a 80 % dos casos de
doenca infecciosas a agente etiolégico era comensal. O MRSA também pode
persistir no ambiente doméstico, dificultando as tentativas de erradicacdo. Ao
mesmo tempo, a colonizag¢do nado é estatica, ja que as cepas evoluiram e até foram
substituidas no mesmo hospedeiro (AZARIAN et al., 2016; CLARRIDGE et al., 2013;
EELLS et al., 2014).

Mesmo com os esfor¢cos de vigilancia epidemioldgica, desenvolvimento continuo de
novos antibiéticos e avancos na prevencao de doencas infecciosas 0 MRSA
continua sendo um patégeno proeminente com mortalidade persistentemente alta.
Enormes esforcos de pesquisa continuam a expandir nossa compreensao da
diversidade genética, epidemiologia, evolugcéo e gerenciamento de MRSA (TURNER
et al., 2019).
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1.1.2 Klebsiella pneumoniae produtora de Carbapenemase (KPC)

O termo “KPC” surgiu de “Klebsiella pneumoniae carbapenemase”, pois esta enzima
(KPC) foi identificada pela primeira vez neste organismo. As bactérias resistentes
aos carbapenémicos podem produzir uma grande variedade de carbapenemases,
que, de acordo com a classificacdo de Ambler podem ser divididas em trés grupos:
classe A, classe B e classe D. Existe uma quarta classe, Ambler classe C, no
entanto, sua relevancia clinica permanece desconhecida (SUAY-GARCIA., 2019). A
KPC esta inserida no grupo das carbapenemases da classe A. Ela possui um
residuo de serina em seu sitio ativo e sdo compostas por 265-269 aminoacidos. Até
0 momento, pelo menos dezenove variantes de KPC foram relatadas, embora KPC-
2 e KPC-3 parecam ser mais prevalentes (PORRECA et al., 2018)

KPC é codificada por plasmideo, hidrolisa ativamente os carbapenémicos e é
parcialmente inibida pelo acido clavulanico. Sua relevancia clinica se deve ao fato de
ser a mais prevalente e mais amplamente difundida em todo o mundo. Bactérias
produtoras de KPCs adquirem multirresisténcia aos [3-lactamicos, o que limita as
opcOes terapéuticas para tratar infeccbes causadas por esses microrganismos.
Apesar de terem sido encontradas primariamente em K. pneumoniae, isolados
clinicos de Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Citrobacter
freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Proteus mirabillis e Serratia
marcescens foram identificados como produtores (OKOCHE et al., 2015; PORRECA
et al., 2018; SUAY-GARCIA et a., 2019).

A enzima KPC possui um sitio ativo grande e raso, possibilitando a acomodacéo de
uma ampla gama de antibiticos com anel B-lactamico, incluindo cefalosporinas,
monobactamas e carbapenémicos. Isolados que produzem enzimas do tipo KPC
ndo sao apenas resistentes a maioria dos [-lactamicos, mas também s&o
frequentemente multirresistentes, porque codificam adicionalmente uma infinidade
de outros genes de resisténcia, tornando-os virtualmente pan-resistentes a muitas
das opc¢des de primeira linha atualmente disponiveis para terapia (PORRECA et al.,
2018).

O surgimento de bactérias produtoras de carbapenemases levou ao

desenvolvimento de infeccbes graves associadas a altas taxas de morbidade e
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mortalidade (BEN-DAVID et al., 2017). Em 2014, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) divulgou um relatério que afirmava que a Klebsiella pneumoniae resistente
aos carbapenemicos se espalhou por todas as regibes do mundo (WHO, 2015).
Existem varios elementos que contribuiram para a rdpida disseminagédo dos KPCs,
como a presenca de genes transmitidos por plasmideos e viagens internacionais
generalizadas (PITOUT et al., 2015).

Em funcdo da resisténcia aos antibidticos, as infec¢cdes causadas por esses
organismos costumam ser dificeis de tratar. Os agentes utilizados costumam incluir
a combinacdo de carbapenemicos, polimixinas, fosfomicina, tigeciclina,
aminoglicosideos, ceftazidima-avibactam e meropenem-vaborbactam. Novos
tratamentos com atividade contra KPCs estao sendo estudados para ajudar a mitigar
a ameaca de resisténcia (PORRECA et al., 2018).

B-Lactamases do tipo KPC nao sédo inibidas por clavulanato ou tazobactam; no
entanto, elas sdo bem inibidas pelos novos inibidores de B-lactamase, como
avibactam, relebactam e vaborbactam. Porém, as cepas que abrigam mutantes de
blaKPC podem se tornar resistentes a ceftazidima-avibactam por meio do aumento
da atividade catalitica da ceftazidima (PORRECA et al., 2018)

O primeiro estudo a relatar a deteccdo de carbapenemases no Brasil foi publicado
em 2009 (MONTEIRO et al.,, 2009) e descreveu a presenca de KPC-2 em K.
pneumoniae de quatro pacientes na cidade de Recife, Pernambuco, Brasil, 10 anos
apos a primeira deteccdo do KPC-2 no mundo, na Carolina do Norte, Estados
Unidos. Posteriormente, KPC-2 foi descrita em outras espécies de Enterobacterias
distribuidas por todo o pais. Porém, a K. pneumoniae € a espécie mais frequente
identificada como produtora de carbapenemases (MONTEIRO et al., 2009; RARO et
al., 2020; YIGIT et al., 2001).

A resisténcia a antibacterianos por bactérias clinicamente relevantes é uma das
ameacas mais iminentes a saude publica e especialmente as populacbes de
pacientes vulneraveis. A sintese de KPC por enterobactérias é considerada como a
ocorréncia de pandemia de maior sucesso na historia das bactérias Gram-negativas,
particularmente devido a K. pneumoniae (PATEL et al.,, 2013). A Organizacao
Mundial da Saude reconheceu a resisténcia antimicrobiana como “uma ameacga a
seguranca global da saude que requer acdo em setores governamentais e na

sociedade como um todo”. O Centro de Controle e Prevencédo de Doencgas (CDC)
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estima que os custos diretos de saude associados a resisténcia antimicrobiana
cheguem a US$ 20 bilhdes, e os custos adicionais para a sociedade pela perda de
produtividade de até US$ 35 bilhdes por ano apenas nos Estados Unidos (CDC,
2013).

1.2 FUSARIOSE DO ABACAXI

As doencas de plantas e frutos sdo grandes problemas em condicbes de campo e
pos-colheita e a fusariose do abacaxi, causada pelo fungo Fusarium guttiforme é
uma preocupagdo constante, levando a perdas de 30 % a 40 % de frutos e 15 % a
20 % de perdas de material propagativo (VENTURA et al. 2009).

O fungo infecta todas as partes da planta, com destaque para a inflorescéncia, a
infrutescéncia e o material propagativo (STEPIEN et al., 2013). O patégeno utiliza
aberturas naturais (flores abertas, rachaduras nos frutos em crescimento) ou
artificiais (ferimentos, lesdes por insetos) para infectar os tecidos e causar doenca
(SILVA et al., 2014; VENTURA et al. 2009; VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

O controle quimico é recomendado, mas o uso constante de fungicidas azélicos

sistémicos tém selecionado isolados fungicos resistentes (KORRES et al., 2011).

O controle da fusariose requer a integracdo de diversas praticas culturais como a
utilizacdo de material propagativo sadio e fiscalizacao constante no plantio, retirando
o material infectado e realizando o controle quimico. No entanto, essas praticas tém
alto custo e o controle quimico pode causar danos ao meio ambiente (VENTURA;
COSTA, 2002). Consequentemente, o investimento na tecnologia relacionada ao
uso de bioinsumos poderia ampliar as possibilidades de métodos de controle dos

fitopatdgenos e ainda reduzir o impacto.
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1.2.1. Biocontrole de fitopatégenos

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), bioinsumo

é considerado

[...] o produto, o processo ou a tecnologia de origem vegetal, animal ou
microbiana, destinado ao uso na producdo, no armazenamento € nho
beneficiamento de produtos agropecuarios, nos sistemas de producao
aquéaticos ou de florestas plantadas, que interfiram positivamente no
crescimento, no desenvolvimento e no mecanismo de resposta de animais,
de plantas, de microrganismos e de substancias derivadas e que interajam
com os produtos e os processos fisico-quimicos e biologicos (BRASIL,
2022).

O Brasil € reconhecimento mundialmente pela vocacao para agricultura, entre outros
motivos em funcdo do clima, extensdo territorial, regularidade dos indices
pluviométricos e diversidade vegetal. O Brasil apresenta grande potencial para
conhecer, conservar e explorar a sua biodiversidade, transformando-a em ativos
biolégicos em substrato para expansdo e fortalecimento de um sistema produtivo
agricola mais sustentavel. Assim, potencializa-se o uso de bioinsumos, insumos de
origem biologica, farto no Brasil, considerando a vasta biodiversidade local (GINDRI
et al., 2020; MEYER et al., 2022).

O uso de bioinsumos € uma promessa tecnolégica que abre possibilidade de aplicar
solugdes inovadoras que permitam um crescimento sustentavel da agricultura.
Também é chamado de produto biolégico, bioproduto, produto de base biol6gica ou
ainda, bioinseticida, biofertilizante (GINDRI et al., 2020).

7

A prospeccdo de insumos bioativos em extratos vegetais é uma estratégia
amplamente utilizada na busca de novos compostos que possam ser utilizados na
agricultura (YAKHIN et al., 2017). A utilizacdo de extratos vegetais remonta ao inicio
da agricultura, porém a ampliagdo tecnolégica dos métodos de extragdo e
identificagdo molecular acelerou o desenvolvimento da é&rea e formulacdo de
produtos comerciais. No Brasil existem produtos registrados no MAPA a base de
Oleo de Nim, extrato de melaleuca, extrato de alho, extrato de Reynoutria

sachalinensis e extrato de Sophora flavescens (MEYER et al., 2022)

Com a diversidade da flora no Brasil, o desenvolvimento de bioinsumos tem um
grande potencial, havendo a necessidade que ocorra a intensificagdo de estudos

gue possam identificar o perfil quimico das plantas, além da selecédo de espécies e
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clones com maior potencial na producédo de substancias bioativas, inclusive aquelas

relacionadas ao controle de microorganismos.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar quatro clones de S. terebinthifolia quanto a composicdo quimica e
atividade antibacteriana e antifingica de seus extratos polares e apolares para S.
aureus resistente a oxacilina (ORSA), Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC) e Fusarium guttiforme, agente etiolégico da fusariose do

abacaxizeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade antibacteriana para ORSA e KPC de extratos hidroetandlicos

(polares) e hexanicos (apolares) obtidos em clones de S. terebinthifolia.

Verificar o efeito inibitério de extratos polares de clones de S. terebinthifolia no

crescimento micelial de F. guttiforme por meio da técnica de Pour Plate.

Verificar o efeito inibitério no desenvolvimento de F. guttiforme de extratos polares e
apolares de clones de S. terebinthifolia por meio de técnica de dispersdo em

superficie.

Verificar o perfil cromatografico por meio da técnica de CLAD de extratos polares e
apolares obtidos em clones de S. terebinthifolia

Identificar por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM) o perfil quimico de extratos hexanicos apolares de frutos maduros de quatro

clones de S. terebinthifolia.

Identificar por Espectrometria de Massas (ESI (-) FT-ICR MS) os principais
compostos presentes nos extratos hidroetandlicos produzidos a partir de frutos

maduros de quatro clones de S. terebinthifolia.
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Selecionar e recomendar para registro/protecdo clones com potencial de uso no

controle de bactérias e fungos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Foram avaliados os frutos maduros provenientes de quatro clones de S.
terebinthifolia (BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9 e BAAr 23) do Banco de Germoplasma de
Aroeira do Incaper (BAAr-Banco Ativo de Aroeira), coletados em junho de 2019. Das
plantas matrizes foram preparadas exsicatas depositadas no herbario VIES, da
Universidade Federal do Espirito Santo, em Vitéria, ES, que possui registro no Index
Herbariorum (catalogo mundial sob a coordenac¢do do Jardim botanico de Nova
York), sob os n°s 39056; 39057; 39058; 39059 e 39060, clonadas.

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO A PARTIR DE FRUTOS S. terebinthifolia

3.2.1 Extracdo hexéanica (apolar) e hidroalcéolica (polar)

O processo de extracao foi realizado conforme método descrito por Gomes et al.
(2020). Os frutos maduros dos diferentes clones de aroeira foram previamente
triturados de maneira individual por meio da utilizagdo de grau e pistilo de porcelana
(Figura 4A). Posteriormente, em um Erlenmeyer com tampa de vidro esmerilhada,
150 g de frutos maduros foram expostos a temperatura ambiente (25 °C -
maceracao), em auséncia de luz, a 200 mL* do solvente organico hexano (Hex) por
24 horas (Figura 4B). Apos este intervalo o solvente foi extraido e uma nova porgao
(200 mL*) de hexano foi adicionada. Este processo foi repetido apds 24 horas.
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Utilizando a mesma metodologia, 50 g de frutos maduros de cada um dos clones

foram expostos a uma solucéo hidroetandlica (HidrEt) 54 % (v/v).

Figura 4 — Amostra de frutos de aroeira, clone BAAr 8, triturados com grau e pistilo de
porcelana (A). Extragdo por meio do uso de solvente hexano em duas amostras de frutos de
aroeira (B).

3.2.2 Secagem das amostras em evaporador rotativo

Apoés a extracdo, todos os produtos foram secos por meio do uso de evaporador
rotativo (Fisatom® 802) acoplado a bomba de vacuo (GS® VAC30) e banho-maria
(Fanem® 1102) (Figura 5).

As amostras extraidas por meio do uso de hexano foram evaporadas a 80 RPM
(rotacBes por minuto), em pressdo negativa (vacuo) de 550 mmHg a 40 °C. Aguelas
extraidas por meio do uso de solucao hidroetanélica foram evaporadas a 100 RPM
(rotacdes por minuto), em pressao negativa (vacuo) de 600 mmHg a 55 °C.
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Figura 5 — Secagem das amostras por_mei do uso de Evaporador rotativo (Fisatom® 802)
acoplado a bomba de vacuo (GS® VAC30) e banho-maria (Fanem® 1102).

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE AROEIRA EM AMOSTRAS
DE S. aureus RESISTENTE A OXACILINA (ORSA) e Klebsiella pneumoniae
PRODUTOR DE CARBAPENEMASE (KPC).

3.3.1 Linhagens dos microrganismos

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada para dez linhagens de bactérias
isoladas em diferentes hospitais do Espirito Santo, Brasil e um fungo filamentoso

fitopatdégeno.

As amostras bacterianas foram identificadas e avaliadas quanto a susceptibilidade
antimicrobiana por meio de método automatizado, utilizado o equipamento BD
Phoenix 100 (BD®). A confirmacdo da producdo da enzima carbapenemase (KPC)
foi realizada por meio do teste de Hodge modificado (CLSI, 2010) e
Carbapenembac® (Probac® do Brasil).

Neste estudo foram utilizadas cinco linhagens de bactérias produtoras da enzima
KPC (Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase) e cinco linhagens de
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Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (ORSA). As seguintes linhagens de
referéncia da American Type Culture Collection (ATCC) também foram avaliadas: S.
aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922.

3.3.2 Teste de microdiluicdo em caldo

A menor concentracdo dos extratos vegetais necessaria para inibir (Concentragcéo
Inibitéria Minima — MIC) ou eliminar (Concentracdo Bactericida Minima — MBC) o
crescimento das bactérias foi determinado por meio da técnica de microdiluicdo em
caldo (CLSI, 2012b) com adaptacdes (DANNENBERG et al., 2019; GOMES et al.,
2020; PARIMALA; SHOBA, 2014).

As linhagens bacterianas foram cultivadas previamente em agar Mueller-Hinton por
20-24 h a 37 °C. As colbnias foram suspensas em solucdo salina (0,85 %)
esterilizada e avaliadas em espectrofotbmetro (Bioespectro® SP-22) em
comprimento de onda de 625 nm e absorbancia de 0,08 a 0,1. Esta concentracdo
equivale ao padrédo 0,5 da escala de McFarland e corresponde a presenca de 1,5 x
108 UFC mL™.

Solucdes estoque dos extratos hexanicos (1.500 mg mL1) e hidroetandlicos (400 mg

mL-1) foram solubilizados respectivamente com DMSO e agua.

O meio de cultivo utilizado foi o caldo Mueller-Hinton (Kasvi®), esterilizado. Em
casos de procedimentos envolvendo amostras hexanicas, foi suplementado com 4 %
de dimetilsulféxido (DMSO).

A microdiluicdo foi realizada em microplacas esterilizadas de fundo chato (CRAL®).
Cada um dos pocos foi preenchido com 180 uL de caldo Mueller-Hinton
suplementado com o extrato avaliado em concentracdes decrescentes de 400 mg
mL?, 200 mg mL?, 100 mg mL?, 50 mg mL?, 25 mg mL?, 12,5 mg mL?, 6,25 mg mL-
13,125 mg mL?, 1,56 mg mL?, 0,75 mg mL?. Em seguida foram adicionados 20 uL
de suspenséo bacteriana em cada poco teste e no controle positivo de crescimento,
onde havia apenas o meio de cultivo. Os pocos de controle negativo foram

preenchidos com 180 uL do meio de cultivo esterilizado.
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Os resultados foram avaliados por meio de observacdo visual do crescimento
bacteriano apos 24 h de incubacéo a 37 °C, e confirmado apés a adicdo de 20 pL de
solucéo de resazurina (0,015 % p/v) e incubagéo adicional por 3 h a 37 °C. A MIC foi
considerada a concentragdo minima do extrato capaz de inibir o crescimento visivel

das bactérias.

A determinacdo da MBC foi realizada por meio da coleta de cinco microlitros de
solucdo de cada poco semeados em &gar Mueller-Hinton e incubado por 24 h a 37
°C. A MBC foi considerada a menor concentracdo capaz de inibir totalmente o
crescimento bacteriano. Os experimentos foram realizados em duplicada, , conforme

representacdo esquematica (Figura 6 e Figura 7).

EXTRATO DE BAAr 5 — (mg mL?) Controles

BAC 1 400 200 100 50 25 12,5 6.25 | 3.125 ] 156 ] 0,75 | CN CP
400 200 100 50 25 12,5 6.25 | 3.125 | 156 | 0,75 | CN CP

BAC 2 400 200 100 50 25 12,5 6.25 | 3.125 | 156 | 0,75 | CN CP
400 200 100 50 25 12,5 6.25 | 3.125 | 156 | 0,75 | CN CP

BAC 3 400 200 100 50 25 12,5 6.25 | 3.125 | 156 | 0,75 | CN CP
400 200 100 50 25 12,5 6.25 | 3.125 | 156 | 0,75 | CN CP

BAC 4 400 200 100 50 25 125 6.25 | 3.125 | 156 | 0,75 | CN CP
400 200 100 50 25 12.5 6.25 | 3.125 | 156 ] 0,75 | CN CP

Figura 6 — Representacdo esquematica do experimento de microdiluicdo em caldo, em
microplaca, de uma amostra de extrato vegetal com 4 bactérias. O experimento foi realizado
em duplicata. CN: controle negativo; CP: controle positivo; BAC: bactéria; BAAr (Banco Ativo
de Aroeira): Clone nimero 5 da Aroeira.
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ORSA1

KPC1

Figura 7 — Leitura do experimento de microdiluigdo em caldo para verificacdo da MIC de
uma amostra de extrato vegetal com 4 bactérias (2 ORSA e 2 KPC). O experimento foi
realizado em duplicata. CN: controle negativo; CP: controle positivo; ORSA (Staphylococcus
aureus resistente a oxacilina); KPC (Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos).

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE CLONES DE AROEIRA EM

Fusarium guttiforme.

3.4.1 Microrganismo

A atividade antifungica dos extratos foi avaliada para o fungo filamentoso Fusarium
guttiforme, isolado identificado como E-807, proveniente da micoteca do Laboratério
de Fitopatologia do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao
Rural (INCAPER). As culturas foram mantidas em tubos inclinados de agar batata
dextrose (PDA, Oxoid Unipath Ltd., Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) a 4 °C.
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3.4.2 Efeito inibitério in vitro de extratos hidroetanélicos de aroeira no

crescimento micelial de Fusarium guttiforme - Técnica de Pour Plate.

O efeito inibitorio dos extratos hidroetandlicos polares no crescimento micelial de F.
guttiforme foi determinado seguindo o método previamente relatado por Chen et al.
(2020), com modificacbes. A solucdo estoque de extrato foi dissolvida em agua
destilada esterilizada e solubilizada em agar batata dextrose (Kasvi®), distribuidos
em placas de Petri esterilizadas, para obtencdo das concentracdes finais
decrescentes de 100,0 g L?; 50,0 g L*; 2509 L% 1259gLY; 6,25gL?; 3,12gLte
1,56 g Lt Um disco de micélio (6 mm de didametro) retirado de uma cultura de F.
guttiforme com sete dias de incubacao foi colocado no centro de cada placa de Petri
(90 mm de diametro). Em seguida, todas as placas foram incubadas a 25 °C por 7
dias e medidos os diametros diariamente das colbnias dos grupos tratados com
extrato e controle sem tratamento. Os experimentos foram realizados em duplicata.
Para calcular a inibicdo do crescimento micelial (PMGI) (DUARTE et al., 2023), foi
usada a formula (1):

PMGI (%) = (dt - dc) / dc x - 100 (1)

Onde, “dt” é o diametro final da cultura fangica para cada tratamento apés 72 h; “dc”
indica o diametro da colonia do controle de crescimento (auséncia de

extratos/fatores inibitérios).

A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi determinada como a menor concentracao
de extrato que inibiu completamente o crescimento de F. guttiforme apds 48 h de
incubacédo a 25 °C. A concentracéo fungicida minima (MFC) foi considerada a menor
concentracdo de extrato que inibiu o crescimento fangico visivel em uma placa de

agar batata dextrose apos 4 dias de incubacéo a 25 °C (CHEN et al., 2020).
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3.4.3 Efeitos no desenvolvimento de Fusarium guttiforme de extratos

hidroetandlicos e hexanicos de aroeira (Dispersédo em superficie).

O efeito de inibicdo micelial dos oito extratos vegetais foi testado (DUARTE et al.,
2023). Dessa forma, 100 uL dos extratos vegetais dissolvidos em DMSO (Extratos
apolares) ou agua (extratos polares) na concentracdo de 200 mg mL* foram
derramados e espalhados nas superficies de placas de Petri contendo meio agar
batata dextrose (Kasvi®), usando uma espatula Drigalski estéril. Em seguida, discos
de micélio de F. guttiforme (6 mm), previamente incubados por 7 dias, foram
colocados no centro da placa usando uma pinca estéril. O experimento teve controle
positivo com o antifangico comercial itraconazol (5 yg mL?') (EMS®), controle de
solvente com DMSO e controle de crescimento (placa com disco de micélio sem
qualquer substancia). Apos 24 h, 48 h e 72 h, o crescimento micelial foi avaliado
pela média medindo o didametro (mm) da cultura fungica em duas direcbes
perpendiculares. O teste foi realizado em duplicata. A porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PMGI) foi calculado apo6s 72 h de incubacdo de acordo com a
férmula: PMGI (%) = (dt - dc) / dc x - 100.

3.5 PERFIL CROMATOGRAFICO DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (CLAD)

Foram verificados os perfis cromatograficos dos extratos hexanicos (apolar) e dos
extratos hidroetandlicos (polar) obtidos a partir dos quatro clones de S.
terebinthifolia, totalizando oito amostras (extratos). A técnica foi realizada utilizando
uma coluna PhenoSphere-Next, C18, 5 Y4, 250 x 4,6 mm (Phenomenex®) em
sistema HPLC LC-20AT Prominence (Shimadzu®).

Os extratos hexanicos (100 mg) e hidroetandlico (10 mg) foram solubilizados em 1
mL* de etanol (grau CLAD) e filtrados através de uma membrana filtrante de 0,22
pum. O volume de injecéo por corrida foi de 25 pL. A fase moével consistiu em metanol

e dgua em proporcdo de 7:3 bombeado de forma isocratica a uma taxa de fluxo de
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0,6 ml/min por 13 minutos (hidroetandlico) ou 18 minutos (hexanico) e detectado

pelo detector de UV/VIS em comprimento de onda de 250 nm.

3.6 PERFIL QUIMICO POR CG-EM DE EXTRATOS HEXANICOS DE FRUTOS
MADUROS DE QUATRO CLONES DE AROEIRA.

3.6.1 Derivatizagado das amostras

Cerca de 1 mg das amostras (BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9, BAAr 23) foram solubilizadas
em 300 pL de KOH/MeOH 0,5 mol L e submetidas a refluxo a temperatura de 60 °C
com agitacdo por 30 minutos. Em seguida, uma aliquota de 300 uL de BF3 em
metanol foi adicionada ao frasco contendo a mistura hidrolisada. O frasco selado
contendo a mistura reacional foi aquecido a 60 °C por 30 minutos. Apés a etapa de
derivatizacdo, foram adicionados 300 pyL de agua e 400 pL de n-hexano. A fase
hexéanica foi recuperada e injetada diretamente no sistema de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

3.6.2 Andlise por CG-EM de amostras metiladas.

Uma aliquota de 1 pL de cada amostra foi injetada em um sistema de CG-EM
Shimadzu GC 2010 Plus/GCMS - QP2010 Ultra no modo split (10:1) (Figura 8)
equipado com coluna capilar VB-5 (30 m x 320 ym x 0,25 uym). O hélio foi usado
como gas de arraste a 1,5 mL por min. Programa de temperatura do forno:
temperatura inicial de 40 °C permanecendo por 3 min com taxa de 5 °C por min até
110 °C, permanecendo por 1 min e taxa de 12 °C por min até 290 °C permanecendo
por 15 min. TO injetor: 290 °C e T° interface: 260 °C. O espectrébmetro de massas
com analisador quadrupolo e ionizacdo por elétrons a 70 eV operando no modo
varredura (full scan, faixa de massas m/z 40 a 500) com corte de solvente em 3,5
min e fonte ibnica a 230 °C. A identificacdo dos componentes das amostras foi
realizada por comparacdo dos espectros de massas com a bibliotecas

computacionais NIST11 e Wiley7 (similaridade > 90 %).
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Figura 8 — Cromatégrafo gasoso acoplado a Espectrédmetro de Massas (CG-EM). Modelo
GC 2010 Plus/GCMS - QP2010, Shimadzu, Kyoto, Japan.

3.7 PERFIL QUIMICO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO
POR ELETROSPRAY E RESSONANCIA CICLOTRONICA DE IONS COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (ESI(-)FT-ICR MS)

Os extratos hidroetandlicos dos frutos de quatro clones de aroeira foram analisados
por ESI(-)FT-ICR MS para determinacdo do perfil quimico. As amostras foram
solubilizadas (1 mg mL) em uma solucao de acetonitrila:agua (1:1) que foi infundida
a uma taxa de 5 yL/min na fonte de eletrospray (ESI) operada em modo negativo. O
espectrometro de massa (modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), (Figura 9) foi configurado para operar em uma faixa de m/z 150-1500.
Entre as condigBes da fonte ESI utilizadas nas analises estdo a pressdo do gas
nebulizador de 1,0 bar, a tenséo capilar de 3,8 kV e a temperatura de transferéncia
capilar de 200 °C. O tempo de acumulacao dos ions foi de 0,010 s e cada espectro
foi adquirido acumulando 32 varreduras de sinais transitorios no dominio do tempo
em conjuntos de dados de dominio do tempo de 16 megapontos. Os espectros de
massa foram adquiridos e processados usando o software Data Analysis (Bruker

Daltonics, Bremen, Alemanha).
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Figura 9 - Espectrbmetro de Massas de Ressonancia Ciclotronica de lons com
Transformada de Fourier (ESI (-) FT - ICR MS). Modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics,

Bremen, Alemanha.

\
\

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de natureza quantitativa foram analisados por meio de medidas de resumo
de dados como média, mediana e desvio padrao. A normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando as variaveis hao
apresentaram distribuicdo de probabilidade normal (p < 0,05), as comparacdes
foram realizadas por meio de testes ndo paramétricos. A comparacdo entre os tipos
de aroeira foi realizada pelo teste de Kruskall-Wallis, jA a comparagéo entre os tipos
de bactérias foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. Para comparar HEX MIC e
HidrEt MIC, e também HEX MBC e HidrEt MBC, foi utilizado o teste pareado de
Wilcoxon. Para as comparacdes foi considerado um nivel de significancia de 5 %,
assim valores de p menores do que 0,05 indicam resultado significativo. As analises
foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics (Statistical Package for the Social
Sciences) versdo 27 (IBM, 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE EXTRATOS DE AROEIRA
EM BACTERIAS ORSA e KPC.

Os extratos polares e apolares provenientes de todos os clones de aroeira
mostraram atividade antimicrobiana frente as bactérias multirresistentes avaliadas no
estudo (Tabela 4). A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais varia em funcao
do solvente utilizado. Os extratos obtidos por meio do uso de solucéo hidroetandlica
como agente extrator apresentaram maior atividade antimicrobiana, ou seja,
menores valores de MIC (< 0,75 a 1,56 mg mL?) quando comparados aqueles
obtidos por meio do uso de hexano (< 12,5 a 25 mg mL™?) como agente extrator (p <
0,05). Infere-se que a solugdo polar (agua e etanol) extraiu mais substancias

antibacterianas da planta do que a solucao apolar (hexano) (Tabela 4, Tabela 6).

Tabela 4 - Comparacdo entre os valores da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC?) de
extratos hexanicos e hidroetandlicos em bactérias ORSA e KPC.

Extrato Média Desv~|o Mediana Minimo Maximo p
padréo
Hexanico 69,4 68,0 37,5 12,5 200,0 <005
Hidroetandlico 4,49 4,27 2,34 0,75 12,5 '

2 Valores expressos em mg mL™,

Ruas (2016) observou que os frutos e folhas de aroeira possuem maior quantidade
de constituintes hidrofilicos (polares) quando comparados aos lipofilicos (apolares).
Gomes et al. (2020) ao realizarem extracdo em folhas e frutos de aroeira com
solucdo hidroetanolica e com hexano obtiveram, respectivamente, 23,62 % e 4,39 %
de rendimento. A maior eficiéncia na extracdo possibilita o isolamento de uma maior
quantidade e diversidade de substancias, apesar de ndo ser possivel afirmar que
sdo moléculas biologicamente mais ativas. A atividade antimicrobiana dos
compostos fitoquimicos parece resultar da sinergia entre os diversos mecanismos de
acdo dos varios compostos sintetizados por meio do metabolismo secundéario das
plantas (LEE; LEE, 2010).
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Os estudos de Gomes et al., (2020) demonstraram que a composi¢cado quimica dos
extratos de S. terebinthifolia pode variar em funcdo do uso de hexano ou solucéo
hidroetandlica. A atividade antimicrobiana mais intensa dos extratos polares obtidos
a partir de S. terebinthifolia pode ser justificada pela presenca de compostos
fendlicos como acido galico, metilgalato, galoilglicose, flavondides e taninos, como o
galotanino, enquanto nos extratos apolares, quando extraidos por meio de
diclorometano e hexano, os triterpenos foram os principais componentes observados
no estudo de Gomes et al. (2020). Silva et al. (2018) obtiveram resultados
semelhantes ao observar alta concentracdo de esquinol (triterpeno) e baixa
concentracdo de galato de etila (fendlico) em extrato hexanico (apolar) de aroeira.
Porém, quando o acetato de etila (polar) foi utilizado como solvente houve maior
concentragéo de galato de etila e menor concentragao de esquinol.

Os compostos fendlicos sdo encontrados em abundancia nos vegetais. Muitos
flavondides naturais apresentam atividade antibacteriana contra Gram-positivos e
Gram-negativos, provavelmente devido a sua capacidade de inibir DNA girase, a
fungdo da membrana celular e o metabolismo de energia bacteriana (BARBIERI et
al., 2017). Os taninos apresentam atividade antimicrobiana por meio da habilidade
de se ligar a macromoléculas, como proteinas e polissacarideos, sequestrar radicais
livres e apresentar atividade antioxidante, e por fim, ligar-se a ions metalicos. Estes

mecanismos inibem bactérias, fungos e insetos (JESUS; CUNHA, 2012).

A menor atividade antimicrobiana dos compostos extraidos em solventes apolares
(hidrofébicos) pode ser justificada pela presenca de LPS na parede de bactérias
Gram-negativas, pois esta estrutura limita a difusdo de compostos hidrofébicos

através da membrana externa (RAIl et al., 2017).

Os extratos hexanicos e hidroetandlicos foram mais ativos em bactérias Gram
positivas (p < 0,05) (Tabela 5; Figura 10; Figura 11). Dados da literatura ja
demonstraram que extratos (GUERRA et al., 2000; BRAGA et al., 2007; ULIANA et
al., 2016) e oleos essenciais (DANNENBERG et al.,, 2019) de S. terebinthifolia
apresentam atividade antibacteriana superior em bactérias Gram positivas em
comparacdo com as bactérias Gram negativas. Este fato estd relacionado as

caracteristicas estruturais das préprias bactérias.
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Tabela 5 — MIC2 e MBC? dos extratos hexanicos e hidroetandlicos para bactérias ORSA e
KPC

Extrato/ Teste Bactéria Média Desv~|o Mediana Minimo Maximo p
padréo
Hexanico/ MIC ORSA 18,8 6,4 19,0 12,5 25,0 <0.,05

KPC 120,0 63,7 100,0 50,0 200,0

Hexanico/ ORSA 2150 1339 200,0 50,0 400,0

< 0,05
MBC KPC 350,0 88,9 400,0 200,0 400,0
Hidroetandlico/ ORSA 1,2 0,4 1,2 0,8 1,6 <0.05
MIC KPC 7.8 3,7 6,3 3,1 12,5 '
Hidroetanolico/ ORSA 41,9 33,6 25,0 6,3 100,0
< 0,05
MBC KPC 345,0 99,9 400,0 100,0 400,0

a8MIC (Concentragao Inibitéria Minima) e MBC (Concentragdo Bactericida Minima), valores
expressos em mg mL*; ORSA (Staphylococcus aureus resistente a oxacilina); KPC
(Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos).
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Figura 10 — Mediana da MIC (concentrag&o inibitéria minima) dos extratos hexanicos (Hex)
e hidroetandlicos (HidrEt) extraidos dos clones de aroeira BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9 e BAAr
23 para as bactérias ORSA e KPC.
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Figura 11 — Mediana da MBC (concentracdo bactericida minima) dos extratos hexanicos
(Hex) e hidroetandlicos (HidrEt) extraidos dos clones de aroeira BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9 e
BAAr 23 para as bactérias ORSA e KPC.

Enquanto as células Gram-positivas possuem apenas uma camada, composta
principalmente de peptidoglicano, as Gram-negativas possuem uma membrana
externa extra composta por uma camada dupla de lipopolissacarideo (LPS)
(NAZZARO et al., 2013). Esta densa camada de LPS encontrada em bactérias
Gram-negativas seria mais resistente a passagem de pequenas moléculas
antimicrobianas do que a espessa, mas menos densa, camada de peptidoglicano de

bactérias Gram-positivas (RAI et al., 2017).
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Tabela 6 — Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentracdo Bactericida Minima (MBC) de extratos hexanicos (Hex) e
hidroetandlicos (HidrEt) dos frutos de quatro diferentes quimiotipos de S. terebinthifolia.

Quimiotipos de S. terebinthifolia
BAAr 5 BAAr 8 BAAr 9 BAAr 23
Hex HidrEt Hex HidrEt Hex HidrEt Hex Hidrt

MiICa MBC® MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
ORSA 1 <125 100 <0,75 6,25 25 200 1,56 25 25 200 <0,75 50 12,5 100 156 50
ORSA 2 <125 200 <0,75 6,25 25 400 1,56 100 25 400 <=0,75 100 12,5 200 1,56 100
ORSA 3 <125 50 <0,75 6,25 25 200 1,56 25 25 200 <0,75 25 12,5 100 1,56 25
ORSA 4 <125 100 =<0,75 6,25 25 400 1,56 25 25 400 <0,75 25 12,5 100 1,56 50
ORSA5 <125 50 <0,75 125 25 400 156 100 25 400 <0,75 50 12,5 100 1,56 50

Média <125 100 =0,75 75 25 320 1,56 55 25 320 <0,75 50 125 120 156 55
Mediana <12,5 100 <0,75 6,3 25,0 400,0 1,56 25 25 400 <=0,75 50 125 100 1,6 50

S. aureus
ATCC 25923 <125 50 <0,76 25 50 100 3,12 100 50 200 1,56 50 50 100 1,56 50

KPC 1 100 200 6,25 200 100 400 6,25 2400 200 400 3,12 400 100 400 12,5 400
KPC 2 200 400 6,25 200 200 400 12,5 2400 200 400 12,5 2400 100 400 12,5 400
KPC 3 100 200 6,25 200 50 400 6,25 2400 50 400 3,12 400 50 400 6,25 400
KPC 4 50 200 6,25 100 200 200 6,25 2400 200 400 3,12 400 100 400 12,5 400
KPC 5 50 200 3,12 200 200 400 12,5 2400 100 400 6,25 400 50 400 12,5 400
Média 100 240 5,62 180 150 360 8,75 2400 150 400 5,622 400 80 400 11,25 400
Mediana 100 200 6,3 200 200 400 6,3 2400 200 400 3,1 400 100 400 12,5 400

Sy " 50 100 156 50 50 50 625 400 100 200 312 200 50 100 625 200

2 Valores expressos em mg mL™.

BACTERIAS




47

Os clones apresentaram atividade antimicrobiana distinta para as bactérias
avaliadas. O extrato hexanico do clone BAAr 5, quando avaliado para as bactérias
Gram positivas (ORSA), apresentou valores de MIC (< 12,5 mg mL*) e MBC (50-200
mg mL™*) inferiores aos MICs (12,5-25 mg mL*?) e MBCs (100-200 mg mL™*) dos
clones BAAr 8, BAAr 9, BAAr 23. Apesar de os quatro exemplares avaliados
pertencerem a mesma espécie, apresentaram atividade antimicrobiana distinta. Este
dado demonstra que a atividade antimicrobiana dos clones de S. terebinthifolia
podem variar dentro desta mesma espécie, provavelmente em funcdo do perfil

guimico dos clones avaliados.

Gerhardt (2018) identificou alta concentracdo de limoneno (52,2 %) no clone que
apresentou maior atividade antimicrobiana (BAAr 5). Os clones BAAr 8 e BAAr 23
apresentaram menor concentracdo de limoneno, respectivamente, 9,5 % e 15 %
(Figura 3). Settanni et al (2012) observaram que O6leos essenciais contendo o
limoneno como principal constituinte apresentou atividade antimicrobiana importante
contra linhagens de S. aureus resistentes a antibiticos e algumas linhagens de

Salmonella entérica e Listeria monocytogenes.

Os fatores bibticos e abibticos ndo poderiam ser indicados como interferentes do
perfil quimico em funcéo de os clones avaliados serem expostos a mesma condi¢ao
ambiental. Consequentemente, a diferenca entre o perfil quimico e a atividade
antimicrobiana dos clones pode ser justificada pela ocorréncia de variabilidade
genética dentro das espécies.

Este resultado confirmam a importancia da caracterizacdo genotipica e fenotipica de
clones que aroeira que possam vir a ser utilizados na industria farmacéutica. A
utilizacdo de qualquer espécie florestal em programa de exploracdo industrial,
inclusive farmacéutica, requer tecnologia de producdo adequada, iniciada pela
escolha adequada das arvores-matriz produtoras dos principios ativos. Os critérios
de selecdo das arvores devem ser baseados na determinagdo das suas

caracteristicas genotipicas e fenotipicas (BRASIL, 2011).

A implantacdo de plantios comerciais, com genaotipos e fendétipos conhecidos, a fim
de abastecer a industria farmacéutica, cosmética e alimenticia pode ser considerada

uma alternativa promissora, pois viria a contribuir para a economia do pais e,
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considerando o aspecto ambiental, poderia promover a sustentabilidade de areas

nativas em funcao da reducéo das pressdes antrépicas.

Supostamente a variabilidade genética implica em diversificagdo na sintese de
compostos bioativos. Consequentemente pode alterar o0 comportamento
antimicrobianos dos extratos das plantas. Souza (2012) avaliou a similaridade
quimica de 15 individuos de aroeira situadas em uma mesma regido de Sergipe,
Alagoas, e observou similaridade quimica média de 42,53 %. A similaridade entre as
plantas variou de 13 % a 90 %. Segundo 0s autores, o teste de Mantel demonstrou
gue a diversidade quimica dos individuos ndo pode ser explicada pela distancia
geografica/condicbes edafoclimaticas, inferindo-se que o fator genético pode ser

preponderante na composi¢ado quimica destes individuos.

RUAS (2016) observou que a adubacgédo nao interfere significativamente no perfil
quimico de aroeira. Os autores sugerem que a variagdo quimica observada entre as

plantas esta relacionada as suas caracteristicas genéticas.

A diferenca entre as composi¢des quimicas dos extratos de plantas de uma mesma
espécie foi também demonstrada em clones de Coriandrum sativum (WEI et al.,
2019). Neste estudo, a variabilidade genética observada na espécie foi apontada
como a principal causa da variacdo quimica e dos resultados da atividade

antimicrobiana para as bactérias avaliadas.

N&o foi observada diferenca da atividade antimicrobiana entre os clones avaliados
quando estes foram extraidos por meio do uso de solvente hidroetandlico (polar)
(Tabela 6; Figura 10).
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE CLONES DE AROEIRA EM

Fusarium guttiforme

4.2.1 Inibicdo in vitro de extratos hidroetanélicos de aroeira no crescimento

micelial de Fusarium guttiforme — Técnica de Pour Plate.

O crescimento micelial de F. guttiforme em meio PDA foi significativamente inibido
por extratos hidroetandlicos de aroeira de maneira dose-dependente - quanto maior
a concentracdo de extrato, maior o PMGI (Figura 12, Figura 13). Este mesmo

principio foi observado por Salem et al., (2021)

BAAR 23

BAAR 09

BAAR 08

Clones de aroeira

BAAR 05

100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,0
glL g/L alL g/L glL glL glL glL

Concentragao dos extratos

Figura 12 — Avaliacdo da atividade antifangica de diferentes concentracfes dos extratos
hidrofilicos de clones de S. terebinthifolia (BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9 e BAAr 23) para o fungo
F. guttiforme (Sete dias de incubacéo, a 25 °C).
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Figura 13 - Diametros das culturas (mm) de F. guttiforme cultivadas em meios
suplementados com extratos hidroetandlicos de clones de aroeira por 7 dias (7D).

O diametro médio dos halos de crescimento do fungo F. guttiforme quando cultivado
em meios suplementados com diferentes extratos hidroetandlicos de clones de
aroeira, demonstrou que houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as variaveis
(Tabela 7 e Tabela 10; Figura 13).

Tabela 7 — Média dos diametros (mm) dos cultivos de F. guttiforme em meios
suplementados com extratos hidroetandlicos de clones de aroeira.

Dias de incubacéo
2dias 3dias 4dias 5dias 6dias 7 dias
BAAr 5 7,9 11,6 16,6 20,1 26,4 34,1
BAAr 8 8,1 14,7 21,4 25,4 33,7 38,4
BAAr 9 9,4 13,3 17,6 21,7 31,4 36,4
BAAr 23 8,1 12,3 15,9 19,6 27,3 31,9
CC 18 29 39 47 62 70
CC — Controle de crescimento (cultivo fingico em auséncia de extrato).

Clones

Os valores de MIC e MFC séo indicadores importantes da capacidade inibitéria dos
agentes antifungicos. Foram necessarios 50 g L' de extratos hidroetandlicos dos
clones BAAr 5, BAAr 8 e BAAr 23 e 100 g L* do clone BAAr 9 para inibir o

crescimento micelial de F. guttiforme (MIC). A concentracao fungicida minima (MFC)
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dos clones BAAr 5, BAAr 09 e BAAr 23 foi 100 g L*, enquanto a MFC do clone BAAr
8 foi maior do que 100 g L (Tabela 8).

Tabela 8 — MIC e MFC de extratos hidroetandlicos de clones de aroeira para F. guttiforme.

Crescimento micelial no 2° dia Crescimento micelial do 4° dia

Concentracdo panr5 paarg BAArg SAAT BAArs BAArg BAArg BAAT
[g L] 23 23
100,0 i i j . § " - -
50,0 - - + - + + + +
25,0 + + + + + + + +
12,5 + + + + + + + +
6,25 + + + + + + + +
3,12 + + + + + + + +
1,56 + + + + + + + +

50gL* 50gL* 10ng 50 g L 10L(_)19 >91L99 10L(_)19 1°L(_)lg
MIC MFC

“+” presenca de crescimento micelial; “-“auséncia de crescimento micelial.

Quanto a capacidade de inibicdo do crescimento micelial (PMGI), a Tabela 9 e a
Figura 14 apresentam a média do percentual de inibicdo fuangica promovida por
extratos hidroetandlicos provenientes de quatro clones de aroeira. Uma andlise de
variancia (Figura 14) mostrou que houve diferenca significativa entre as variaveis (p
< 0,05).

Apoés 72 h de incubacao, 12,5 g L dos extratos hidroetanélicos dos clones BAAr 5,
BAAr 9 e BAAr 23 inibiram mais de 50 % (PMGI) do crescimento micelial de F.
guttiforme. Os clones BAAr 5, BAAr 8 e BAAr 23 inibiram totalmente o crescimento

fungico quando expostos a 50 g L de extrato (Tabela 10).

Tabela 9 - Média em mm do Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial (PMGI) de F.
guttiforme por extratos hidroetandlicos de clones de aroeira.

Dias de incubacéo
2dias 3dias 4dias b5dias 6dias 7 dias
BAAr 5 56,35 60,10 5751 57,14 57,37 51,22
BAAr 8 54,76 53,69 45,05 4590 4562 45,10
BAAr 9 47,62 53,69 5495 53,80 49,31 47,96
BAAr23 54,76 61,58 59,34 5836 5599 54,49

Clones
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Figura 14 - Média em mm do Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial (PMGI) de F.
guttiforme por extratos hidroetandlicos de clones de aroeira (p < 0,05). (Linha pontilhada =
média do PMGI; linha continua interna a caixa=mediana; pontos externos a caixa = outlier;
linha em “T” externa a caixa = valores maximo e minimo; tamanho da caixa = dispersao dos
valores).

Os extratos hidroetandlicos do clone BAAr 5 demonstraram atividade inibitoria similar
(p > 0,05) ao clone BAAr 23, porém superior aos clones BAAr 8 (p 0,05) e BAAr 9
(0,05). Os clones BAAr 8 e BAAr 9 apresentaram atividade inibitéria similar (p >
0,05) (Figura 14). A maior atividade inibitéria dos clones BAAr 5 e BAAr 23 pode ser
justificada pela maior propor¢ao de limoneno e pineno quando comparado ao clone
BAAr 8 (Figura 3). Os monoterpenos limoneno e pineno estdo relacionados a
elevada atividade antifungica (CHEE et al., 2009; HAMMER et al., 2003).

A presenca da quercetina galoil piranosidio (Tabela 12) também poderia justificar a
atividade antifungica dos clones BAAr 5 e BAAr 23. Os flavonoides sdo metabolitos
secundarios, polifendlicos, reconhecidos por terem atividades biolégicas variadas,
como antifungica (SRIVASTAVA et al., 2022). Os estudos acerca dos mecanismos
de acdo demonstraram que muitos flavonoides causaram aumento de EROSs,

induziram apoptose e inibiram a formacao de biofilme fungico (JIN, 2019).
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Tabela 10 — Efeito inibitério de extratos hidroetandlicos de clones de aroeira em F. guttiforme.

Tempo de Incubacgéo

48 h 72 h 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias
Amostra [g LY Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle Teste
(Clone) DC DT DC DT PMGI DC DT DC DT DC DT DC DT
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
100 18 0 29 0 100 39 0 47 0 62 0 70 9
50 18 0 29 0 100 39 8 47 10 62 14 70 19
25 18 8 29 8 72,4 39 9 47 13 62 20 70 28
BAArs5 125 18 9 29 14 51,7 39 19 47 22 62 28 70 34
6,25 18 11 29 16 44,8 39 21 47 26 62 33 70 41
3,12 18 13 29 20 31,0 39 27 47 32 62 41 70 50
1,56 18 14 29 23 20,7 39 32 47 38 62 49 70 58
100 18 0 29 0 100 39 8 47 10 62 12 70 14
50 18 0 29 0 100 39 9 47 13 62 21 70 25
25 18 8 29 13 552 39 19 47 22 62 28 70 32
BAAr8 125 18 10 29 17 414 39 24 47 28 62 37 70 42
6,25 18 12 29 19 345 39 27 47 31 62 41 70 46
3,12 18 13 29 21 27,6 39 29 47 34 62 45 70 51
1,56 18 14 29 24 17,2 39 34 47 40 62 52 70 59
100 18 0 29 0 100 39 0 47 0 62 9 70 12
50 18 8 29 10 65,5 39 10 47 13 62 19 70 22
25 18 9 29 11 62,1 39 13 47 17 62 26 70 31
BAAr9 125 18 10 29 14 51,7 39 19 47 23 62 31 70 36
6,25 18 12 29 18 37,9 39 24 47 29 62 39 70 44
3,12 18 13 29 19 345 39 26 47 32 62 44 70 51
1,56 18 14 29 22 241 39 31 47 38 62 52 70 59

(continua)
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(continuacao)

Tempo de Incubacao

48 h 72 h 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias

Amostra [g L] Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle Teste
(Clone) DC DT DC DT PMGI DC DT DC DT DC DT DC DT
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

100 18 0 29 0 100 39 0 47 0 62 0 70 0

50 18 0 29 0 100 39 8 47 10 62 14 70 17

25 18 8 29 8 724 39 9 47 13 62 21 70 26

BAAr 23 125 18 10 29 13 55,2 39 16 47 20 62 28 70 33
6,25 18 12 29 17 414 39 23 47 27 62 35 70 40

3,12 18 13 29 19 345 39 26 47 31 62 42 70 48

1,56 18 14 29 21 27,6 39 29 47 36 62 51 70 59

PMGI - Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial apos 72h (DUARTE et al., 2023)
DC - Diametro da col6nia do controle de crescimento (auséncia de extrato)
DT - Diametro da cultura flingica para tratamento apds 72h.
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42.2 Efeito de extratos hidroetandlicos e hexanicos de aroeira no

desenvolvimento de Fusarium guttiforme

Por meio da dispersdo de extratos em superficie foi possivel avaliar o
desenvolvimento micelial de amostras extraidas com solventes polares
(hidroetandlico) e das apolares (hexanico) (Tabela 11). O potencial hidrofébico das
amostras hexanicas ndo permitiu a realizagdo da técnica de pour plate em funcao da

utilizac@o de meio de cultivo hidrofilico (Caldo Mueller Hinton).

A analise de variancias (Anova) dos dados (Tabela 11; Figura 15) permitiu inferir que
ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as variaveis PMGI de itraconazol,
Hidroetanol e Hexano. A atividade antifangica do extrato foi inferior a do antifingico
itraconazol. A comparacdo direta entre os extratos hidroetandlicos e hexanicos
(Teste de Mann-Whitney) mostrou que a capacidade inibitéria do extrato polar foi
maior do que o extrato apolar (p = 0,03). A avaliacdo da atividade antibacteriana
também demonstrou a maior capacidade antimicrobiana dos extratos obtidos por
meio do uso de solventes polares.

De maneira geral os extratos polares de S. terebinthifolia sdo mais ativos e essa
maior atividade pode estar relacionada com a presenca de compostos fendlicos, pois
substancias pertencentes a essa classe como acido galico, galato de metila,
compostos de galoilglicose e flavonoides apresentam atividade antimicrobiana
(GOMES et al., 2020).
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Tabela 11 — Efeito inibitério no desenvolvimento de F. guttiforme de extratos hexanico e
hidroetandlicos para clones de aroeira.

Controle Extrato
ltraconazol Hidroetanol Hexano

Dt PMGI Dt PMGI Dt PMGI
(mm) inibicho (mm) inibicdo (mm) inibicdo

CP Controle
Clone (Dc) DMSO
(mm) (mm)

BAAr 5 31 31 19 38,71 21 32,26 27 12,90
BAAr 8 31 31 19 38,71 26 16,13 28 9,68
BAAr 9 31 31 19 38,71 27 12,90 28 9,68
BAAr23 31 31 19 38,71 25 19,35 28,5 8,06

PMGI - Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial ap6s 72 h (DUARTE et al., 2023)
Dc - Diametro da coldnia do controle de crescimento (auséncia de extrato);

Dt - Didametro da cultura fungica para tratamento apds 72h;

CP — Controle positivo; Controle

DMSO — Meio de cultivo suplementado com solvente de extrato hexanico (apolar).

40
35

30

PMGI
(%)

25

20

15 l :
o
10
Itraconazol Amostras Amostras
hidroetandlica hexanicas

Figura 15 - Efeito inibitério no desenvolvimento de F. guttiforme de extratos hexanico e
hidroetandlicos (200 mg mL?) e Itraconazol (5 ug mL?) para clones de aroeira. (Linha
pontilhada = média do PMGI; linha continua interna a caixa = mediana; pontos externos a
caixa = outlier; linha em “T” externa a caixa = valores maximo e minimo; tamanho da caixa =
disperséo dos valores).
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4.3 PERFIL CROMATOGRAFICO DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (CLAD).

4.3.1 Avaliacao cromatografica dos extratos hidroetandlicos (polares)

O cromatograma das amostras dos clones BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9 e BAAr 23
extraidas por meio do solvente hidroetandlico estd demonstrado na Figura 16. A
verificacdo do tempo de retencdo indica a similaridade entre os compostos
presentes nos diferentes clones de aroeira. No entanto, entre 0s grupos quimicos
identificaveis pelo método, é possivel observar maior abundancia relativa de
compostos no clone BAAr 5. A amostra BAAr 5 apresentou um pico (7) exclusivo
que pode indicar a presenca de substancias produzidas apenas por este clone.
Estes fatos podem justificar a maior atividade antimicrobiana (menores valores de
MBC) deste clone (Tabela 6).
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Figura 16— Perfil cromatografico das amostras BAAr 5 (preto), BAAr 23(marrom), BAAr 8
(rosa), BAAr 9 (azul) extraidos com o solvente hidroetanol. (uV=microvolt). (Picos 1 a 7 =
substancias/grupos de substancias em dado tempo de retencéo).

4.3.2 Avaliacdo cromatografica dos extratos hexanicos (apolares)
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O cromatograma das amostras dos clones de aroeira BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9 e
BAAr 23 extraidas por meio do solvente hexano esta demonstrado na Figura 17. A
verificacdo do tempo de retencédo indica similaridade entre os compostos presentes
nos diferentes clones de aroeira. Ndo foi possivel observar coeréncia entre a
variacdo da abundancia relativa dos compostos e o0s resultados dos testes de
susceptibilidade antimicrobiana (MIC/MBC). Este fato pode ser justificado pela
menor atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos apolares, como

demonstrado neste estudo (Figura 15; Tabela 4)

Os cromatogramas dos extratos hexanicos apresentaram maior diversidade de

picos em comparacdo aos extratos hidroetandlicos.
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Figura 17— Perfil cromatografico das amostras BAAr 5 (preto), BAAr 23(marrom), BAAr 8
(rosa), BAAr 9 (azul) extraidos com o solvente hexano. (uV=microvolt). (A) Perfis agrupados.
(B) Perfis desagrupados. (Picos 1 a 10 = substancias/grupos de substancias nos diferentes
tempos de retencdo).
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4.4 PERFIL QUIMICO POR CG-EM DE EXTRATOS HEXANICOS DE CLONES DE
AROEIRA

As andlises dos perfis quimicos por meio de CG-EM dos extratos hexanicos obtidos
a partir de frutos maduros de quatro clones (BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9, BAAr 23) de

aroeira geraram os cromatogramas dispostos na Figura 18.

Considerando exclusivamente os cromatogramas e dados obtidos em experimentos
anteriores de extratos hexanicos desta mesma espécie vegetal, sob condi¢cdes
similares (BORGES et al., 2020), € possivel verificar maior abundancia de
sesquiterpenos (RT 21-29 min) quando comparado aos monoterpenos (RT 9-20
min). Esses resultados sao similares aos obtidos por Borges et al. (2020) em
extratos de residuos de aroeira. O uso de solvente hexano permitiu o isolamento de
triterpenos e esteroides (RT 37-52 min), em maior abundéancia nos clones BAAr 5 e
BAAr 9.

O método extrator interfere na composicao da amostra. Quando o 6leo essencial de
frutos maduros de aroeira foi avaliado por CG-EM, observou-se maior concentragao
de monoterpenos (85,81 %), seguido pelos sesquiterpenos (5,34 %) (COLE et al.,
2014). Todirascu-Ciornea et al. (2019) identificaram a presenca de 95,71 % de
monoterpenos e 0,68 % de sesquiterpenos em 0Oleo essencial extraidos de frutos de
aroeira. Em ambos os estudos néo foi identificada a presencga de triterpenos por
meio do método utilizado (CG-EM).

Os picos que apresentaram maior abundancia relativa (RT 26 min a 27 min; RT 28
min a 29 min) estdo presentes nos cromatogramas dos quatro clones avaliados. Os
clones BAAr 5 e BAAr 9 apresentaram alta concentragdo de picos de menor

abundancia relativa entre os RT 22 min e 25 min.

O extrato do clone BAAr 23 apresentou menor quantidade de sinais e as menores
concentracdes relativas dos picos. Por meio da verificagdo do perfil cromatografico
por CLAD (Figura 17) foi possivel observar que o extrato hexanico da amostra BAAr

23 apresentou menor quantidade de picos quando comparada as outras amostras.
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Figura 18 — Perfil cromatografico por CG-EM para extratos hexanicos de quatro clones de
S. terebinthifolia (BAAr 5; BAAr 8; BAAr 9; BAAr 23).
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4.5 PERFIL QUIMICO POR ESI(-) FT-ICR MS DE EXTRATOS HIDROETANOLICOS
DE CLONES DE AROEIRA

No espectro de massa obtido (Figura 19) a partir da analise de extrato
hidroetandlicos dos quatro clones de aroeira (BAAr 5, BAAr, 8, BAAr 9, BAAr 23) foi
possivel identificar a presenca 29 ions compreendidas entre os m/z 195 e m/z 925
(Tabela 12).

O sinal que apresentou maior intensidade para os quatro clones de aroeira avaliados
foi o de m/z 541, identificado como tetraidroamentoflavona e is6mero

tetraidrorobustaflavona (Figura 19).

A Tabela 12 apresenta as substancias identificadas propostas presentes em cada
clone de aroeira avaliado. A identificacdo foi proposta com base nos ions gerados,
férmula molecular, nimero de insaturacdes e anéis (DBE) e dados da literatura
relacionados a identificacdo de substancias no género avaliado, incluindo aqueles

produzidos por este grupo de pesquisa.

Treze ions foram identificados em todos os quatro clones de aroeira. Quatro
substancias propostas identificadas (acido digaloilqguinico (m/z 495), &cido
trigaloilchiquimico (m/z 629), trigaloilglicose (m/z 635), acido anacéardico galoiletilado

(m/z 651)) foram identificadas em apenas trés clones.

Oito ions (etil galato (m/z 197), galoil glucopiranésido (m/z 439), acido
masticadiendico (m/z 453), m/z (573-ndo identificada), quercetina-galoil-pirandsido
(m/z 585), m/z (631-ndo identificada), tetra galoil glicose (m/z 787),

pentagaloilglicose (m/z 939)) foram identificadas em apenas dois clones.

Os ions m/z 551 (ndo identificada) e m/z 579 (n&o identificada), m/z 615 (miricitrina
O-galato), m/z 907 (cluster de acido mordnico) foram revelados em apenas um

clone.
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Figura 19 — ESI(-)FT-ICR MS para extrato hidroetanélico de clones de aroeira (BAAr 5; BAAr 8; BAAr 9; BAAr 23). Os retangulos

pontilhados (ions 8 e 26) apontam exemplos de ions presentes em todos os clones avaliados.
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Tabela 12 - Substancias propostas a partir dos dados ESI(-)FT-ICR MS para os extratos
hidroetandlicos dos frutos de clones de aroeira BAAr 5, BAAr 8, BAAr 9 e BAAr 23.

Clones Férmula

['24”']|/'|Z])' BS B8 BY B23 m[ol\l/lt?l(ill]“-ar (IErlgf\)/lr) DBE? Substancias propostas *N°
195.05102 x x x x  CeHuO7 004 1 Acido glucénico 1
197.04577 X X CoH9Os -0,23 5 Galato de etila 2
325.05672  x X X C14H1309¢ -24 8 Acido galoilchiquimico 3
331.06734 x X X CisHisO10 -082 6 Galoilglicose 4
349.05683 x Xx X X CiH1309 -0,33 10 Ester digalato de etila S
439.08629 x X CioH19012 4,36 10 Galoil glicopiranosideo 6
453.33827 X X CsoHss03  -1,89 8 Acido masticadienoico 7
477.06792 x X X X C21H17013 13 Acido galoilchiquimico 8
483.07853 X X X CooH0O14 -1,03 11 Digaloilglicose 9
495.07837 X X X C2aHiOus -0,34 12 Acido digaloilquinico 10
521.11537 x Xx X X CaoHx»sO1, -1,08 8 N&o identificada 11
527.12597 X X X CiHzO17 -1,13 6 N&o identificada 12
537.08332 X X X X CzHi7Ow0 -1,13 22 Agatisflavona/amentoflavona 13
54111449 x x X X  CsoHO10 20 Te:;?:‘;%g’:L“tfu”;f;[g/%”nzo“ 14
551.31493 X CstH4s0s 1,67 16 N&o identificada 15
573.11625 x X Ci6H20022 -1,21 2 N3o identificada 16
579.34728 X CsoHs70s 1,21 16 N&o identificada 17
585.08920  x X  CotH21015 -1,04 17 Quercetina galoil piranosideo 18
615.09995 x C2sH23016 -1,28 17 Miricitrina O-galato 19
629.07926  x X X CzH2017 -1,33 18 Acido trigaloilchiquimico 20
631.38594 x X Cs36Hs509  -1,24 9 Nao identificada 21
633.40135 x x X X CazHsOs -1,38 8 Glicosideo triterpeno 22
635.08978 X X X CaH23018 -1,25 16 Trigaloilglicose 23
635.41729 x Xx X X  CaeHseOe -1,32 7 Glicosideo triterpeno 24
651.39116 x Xx X CaoHss08  -1,41 12 Acido anacérdico galoiletilado 25
73717339 x x x X CasHzO17 -1,45 20 N&o identificada 26
787.10126  x X CasH27022  -1,66 21 Tetra-O-galoil hexosideo 27
907.68221 X CssHosO11  -2,09 15 Cluster de acido mordnico 28
939.11240 x X CsHa1026 -1,72 26 Pentagaloilglicose 29

aDouble bound equivalente (DBE).
*Numero de identificacdo no espectro (Figura 19)

O maior numero de ions foi observado no clone BAAr 5 de S. terebinthifolia. Vinte e
quatro ions foram observados no clone BAAr 5, 20 (vinte) no BAAr 8, 23 (vinte e
trés) no BAAr 9 e 17 (dezessete) no BAAr 23 (Figura 20).
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Figura 20 - Numero de ions observados por ESI(-)FT-ICR MS em extratos hidroetandlicos
de clones de aroeira.

Apesar de os clones de aroeira avaliados neste trabalho terem sido cultivados sob a
mesmas condi¢des (clima, localizagcdo, adubacao, disponibilidade hidrica e manejo),
foi possivel verificar que a composicdo quimica variou (Tabela 12; Figura 20). A
variacdo qualitativa de compostos bioativos pode justificar a diferenca de atividade

antibacteriana (Tabela 6) e antifingica (Tabela 10) apresentada pelos clones.

Diversos estudos ja foram realizados a partir de espécimes vegetais com a
finalidade de buscar novas alternativas para o tratamento ou controle de doencas
humanas, animais e vegetais. Foi possivel observar 288 artigos cientificos na base
de dados Pubmed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) ao buscar, em janeiro de 2023,
pelos termos “hydroethanolic extract antimicrobial activity”; 6.743 resultados ao
buscar por “essential oil antimicrobial activity” e 58.838 resultados ao buscar por

“antimicrobial activity plants”.

Porém, considerando os dados obtidos em nosso estudo, € pertinente questionar se
os resultados dos estudos da atividade bioldégica, como antimicrobiana, antitumoral
ou anti-inflamatodria de certa amostra de planta poderia representar o potencial

bioativo de um género ou espécie vegetal.

Consequentemente podemos inferir que a auséncia de atividade biolégica de uma
amostra vegetal em um certo estudo cientifico poderia desmotivar a descoberta de

atividade biolégica de outra amostra dessa mesma especie vegetal.
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Os ions m/z 439 (galoil glicopiranosideo), m/z 573 (ndo identificada), m/z 585
(quercetina galoil piranosideo), m/z 615 (miricitrina O-galato), m/z 629 (acido
trigaloilchiquimico), m/z 631 (ndo identificado), m/z 635 (trigaloilglicose), m/z 651
(acido anacardico galoiletilado), m/z 787 (Tetra-O-galoil hexosideo), m/z 939
(pentagaloilglicose) foram identificadas em BAAr 5 mas néo foram identificadas em

alguns clones analisados (Tabela 12).

Quanto a esses ions, Yu et al. (2020) mostraram atividade antifungica marginal e
relativamente alta de galoil glicopiranosideo contra o fungo Cryptococcus
neoformans, e nenhuma atividade antifingica contra Candida albicans. Quando
avaliado contra a bactéria ORSA/MRSA, os resultados demonstraram que galoil

glicopiranosideo teve baixa atividade antibacteriana (CAO et al 2015).

As quercetinas, como a quercetina galoil piranosideo, tém sido extensivamente
estudadas entre os produtos naturalmente bioativos da familia dos flavonoides
devido as suas potentes atividades antioxidantes, anticancerigenas e
antimicrobianas (ALIZADEH; EBRAHIMZADEH, 2022). A quercetina 2",6"-
diacilgalactosideo foi 512 vezes mais potente que a vancomicina contra cepas de
Enterococos resistentes a vancomicina (VRE) (HOSSION et al., 2011). Além de
atividade antibacteriana e antifingica, as quercetinas apresentaram diferentes
atividades biolégicas, como anticancerigena, antioxidante, antiinflamatéria, anti-
Alzheimer, antiviral, antitalassemia, antiobesidade, antidiabética, anti-hipertensiva,
protecdo cardiovascular, anti-Parkinson e antifosfolipase A2. Além disso, a
qguercetina exibiu efeito sinérgico com diferentes drogas ou compostos, como
ceftazidima, amoxicilina, galato de epigalocatequina, menadiona, tricostatina A e 2-
metoxiestradiol (ALIZADEH; EBRAHIMZADEH, 2022).

As miricitrina (Figura 21), como a miricitrina-O-galato, identificada apenas no clone
BAAr 5, possui uma variedade de atividades biolégicas, como efeitos
antiinflamatério, antitumoral, antibacteriano, antiviral e antiobesidade. Exerce
protecdo cardiovascular, protege contra danos neurologicos e protege o figado
contra possiveis lesdes (SONG et al., 2021). Motlhatlego et al. (2020) demonstraram
que a miricitrina foi ativa contra B. cereus, E. coli e S. aureus (MIC=62,5ug ml?

para todas as bactérias avaliadas).
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Figura 21 — Estrutura quimica da miricitrina (Fonte: PubChem, 2023).

Os taninos sdo metabdlitos secundarios polifendlicos em plantas superiores.
Encontrados em uma ampla variedade de espécies, sao considerados parte do
sistema de defesa natural da planta contra estressores ambientais. Além da
atividade antimicrobiana, possui atividade imunomoduladora, antioxidante e
anticarcinogénica (CAO et al., 2015). O pentagaloilglicose (PGG) (Figura 22) protege
os hospedeiros animais da infec¢do por bactérias como Staphylococcus aureus (LIN
et al., 2011). PGG mostrou atividade antifungica contra Candida glabrata,
supostamente por meio de lesdo as estruturas da parede celular fungica (ZHAO et
al., 2015).

Figura 22 - Estrutura quimica do pentagaloilglicose (5 galoil periférico e uma glicose central)
(Fonte: PubChem, 2023).
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Jeong et al. (2021) demonstraram in vitro que o tetragaloil apresentou elevada
atividade antimicrobiana isolado ou em combinacdo com antibiéticos B-lactamicos

contra S. aureus resistentes a oxacilina (MRSA).

Vu et al. (2013) demonstraram o amplo espectro de atividade antibacteriana dos
galotaninos, como o trigaloilglicose e tetragaloilglicose, contra varias bactérias
fitopatdgenas Gram positivas e Gram negativas. Supostamente, a presenca de acido
gdlico inserido de maneira natural ou artificial (galoilacdo) em moléculas organicas
esta diretamente relacionada ao aumento das atividades biol6gicas das moléculas
(KARAS et al., 2017).

Os galotaninos, os compostos de galoilglicose e acidos galoilchiquimicos também
foram identificados como metabdlitos presentes em residuos de S. terebinthifolia
(GOMES et al.,, 2020). Nos frutos de aroeira também ja foram identificados,
compostos de galoilglicose, acidos galoilchiquimicos (FEUEREISEN et al., 2014,
2017; MUHS et al., 2017).

Os dados espectrais demonstram a presenca do galato de etila (m/z 197) no extrato
hidroetandlico. Segundo Gomes et al. (2020), que também identificou esta molécula
em extrato hidroetanodlico de aroeira, a presenca desse ion ocorreu em funcéo da
reacao do solvente extrator (etanol) com alguma substancia presente no extrato da

planta.

A presenca do ion m/z 325 foi verificado em todos os espectros analisados,
indicando a possivel formacdo do acido galoilchiquimico. Em alguns extratos, a
presenca do dimero m/z 477 demonstra possivelmente a producdo do acido
digaloilchiquimico (ALELUIA et al., 2020).

A presenca do ion m/z 325 e m/z 477 foi verificado em todos os espectros
analisados, indicando a possivel formacdo do &acido galoilchiquimico e acido
digaloilchiguimico. Diversos trabalhos evidenciam que Schinus terebinthifolia exibe
uma variedade de compostos fendlicos. Estes compostos sdo 0s mais abundantes,
sendo sintetizados principalmente pelas vias de acido chiquimico, pentose fosfato e

fenilpropandide, que originam mais de 8.000 compostos (GOMES et al., 2020).

O acido quinico e seus derivados ja foram encontrados em outras espécies da
familia Anacardiaceae. Remila et al. (2015), identificaram a presenca do &cido

digaloilquinico no extrato hidroalcéolico de folhas e frutos de Pistacia lentiscus.
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Castro (2016) verificou a presenca do acido quinico e de seus derivados nos

extratos hexanicos produzidos com a parte aérea de Myracrodruon urundeuva.

O acido masticadienoico (m/z 453), pertencente a classe dos triterpenos, ja foi
identificado previamente em S. terebinthifolia (JAIN et al., 1995; MORAIS et al.,
2014; GOMES et al., 2020). Estudando plantas naturais do Mediterraneo, Karygianni
et al. (2014) verificaram que extratos contendo triterpenos acidos foram ativos no

combate a bactérias orais.

Os biflavonoides agatisflavona ou seu isdbmero amentoflavona para m/z 537 e
tetraidroamentoflavona ou seu isémero tetraidrorobustaflavona em m/z 541 ja foram
identificados previamente em aroeira. Diversos autores ja descreveram a presenca
dessas substancias nos frutos de S. terebinthifolia (BORGES et al., 2020;
FEUEREISEN et al., 2017; MUHS et al., 2017).

Foi demonstrado que amentoflavona inibe o crescimento de espécies Gram
positivas, como Enterococcus faecium, Streptococcus mutans, S. aureus e 0S
microrganismos Gram-negativos como E. coli e Pseudomonas aeruginosa na faixa
de 0,004 mg mL* a 0,032 mg mL?* (HWANG et al., 2013, KAIKABO et al., 2009). A
atividade antimicrobiana de tetraidroamentoflavona ja foi demonstrada em bactérias
Gram positivas como Bacillus subtilis e Staphylococcus carnosus. Essa molécula ja
apresentou uma consideravel inibicdo do biofilme e reducdo no nimero de células
ao avalia-las frente a Listeria innocua, S. carnosus e Pseudomonas putida (LINDEN
et al., 2020; MUHS et al., 2017; VIKRAM et al., 2010). Tetraidroamentoflavona € um
candidato promissor para a aplicacdo como agente antimicrobiano (LINDEN et al.,
2020).

5 CONCLUSAO

Os extratos polares e apolares provenientes de todos os clones de aroeira
mostraram atividade antimicrobiana frente as bactérias multirresistentes avaliadas no

estudo. Os resultados reforcam a possibilidade de compostos extraidos de aroeira
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serem utilizados como agente antimicrobianos no combate a bactérias resistentes a
antibioticos (ORSA/KPC).

A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais varia em funcdo do solvente
utilizado. Os extratos obtidos por meio do uso de solugdo hidroetandlica como
agente extrator apresentaram maior atividade antimicrobiana quando comparados

agueles obtidos por meio do uso de hexano como agente extrator.

Os extratos hexanicos e hidroetandlicos foram mais ativos em bactérias Gram
positivas (ORSA) quando comparado a sensibilidade das bactérias Gram negativas
(KPC).

O crescimento micelial de F. guttiforme foi inibido de maneira dose dependente por
extratos hidroetandlicos de aroeira. O extrato do clone BAAr 5 demonstrou atividade
inibitéria similar ao clone BAAr 23, porém superior aos clones BAAr 8 e BAAr 9. Os

clones BAAr 8 e BAAr 9 apresentaram atividade inibitoria similar.

Os extratos polares apresentaram maior atividade inibitoria para F. guttiforme do que

0S extratos apolares.

Os diferentes clones de aroeira apresentaram similaridade no perfil cromatogréfico.
Foi possivel observar maior abundancia relativa de picos no clone BAAr 5 quando
extraido por meio do solvente hidroetandlico. O cromatograma dos clones extraidos
por meio do solvente hexano apresentaram maior diversidade de picos. Além disso,

demonstrou variagdo na abundéancia relativa dos compostos.

A espectrometria por meio de ESI(-)FT-ICR MS identificou a presenca de 29 ions,
compreendidos entre os m/z 195 e m/z 925 nos clones avaliados. O clone BAAr 5
apresentou o0 maior numero de ions. Vinte e quatro ions foram observados neste
clone, 20 no clone BAAr 8, 23 no clone BAAr 9 e 17 no clone BAAr 23. Apesar de os
clones de aroeira terem sido cultivados sob as mesmas condi¢cdes edafoclimaticas,
apresentaram variagdo qualitativa e quantitativa de compostos bioativos

identificados. A miricitrina foi detectada apenas no clone BAAr 5.

Os clones avaliados apresentaram perfil fitoquimico, atividade antibacteriana e
atividade antifungica distinta. Infere-se que a variacdo observada pode estar
relacionada as caracteristicas genéticas das plantas. Sugere-se que 0 uso dos
extratos de aroeira para fins microbiolégicos deve ser proveniente de plantas

previamente selecionadas e clonadas, que apresentem as caracteristicas desejadas,
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que poderdo ser registradas ou protegidas no Registro Nacional de Cultivares do
Ministério da Agricultura (RNC/MAPA).
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