UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE {
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

MINISTERIO DA EDUCACAO "2
(L) [«
-

PRODUTOS NATURAIS COSTEIROS: AVALIACAO ANTIMICOBACTERIANA DE
LIPIDIOS PRESENTES EM SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS ORIUNDA DO
EXTREMO SUL DO BRASIL

RODOLFO MOREIRA BAPTISTA

RIO GRANDE, 2024



MINISTERIO DA EDUCACAO "3
1 I I ) UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE ‘i_b

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

PRODUTOS NATURAIS COSTEIROS: AVALIACAO ANTIMICOBACTERIANA DE
LIPIDIOS PRESENTES EM Schinus terebinthifolius ORIUNDA DO EXTREMO SUL
DO BRASIL

RODOLFO MOREIRA BAPTISTA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias da

Saude.

Orientadora: Prof®. Dr®. Daniela Fernandes Ramos
Coorientadora: Prof®. Dr* Marcelle Oliveira Garcia

RIO GRANDE, 2024



RODOLFO MOREIRA BAPTISTA

PRODUTOS NATURAIS COSTEIROS: AVALIACAO ANTIMICOBACTERIANA DE
LIPiDIOS PRESENTES EM SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS ORIUNDA DO
EXTREMO SUL DO BRASIL

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande, como requisito parcial a
obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias da

Saude.

Banca Examinadora

Prof. Dr. Manuel Macedo de Souza - FURG

Prof. Dr. Marcelo Gongalves Montes D’oca— Externo

Prof. Dr. Pedro Eduardo de Almeida Silva — PPGCS FURG
Prof*. Dr*. Mariana Appel Hort (Suplente) — FURG

Prof®. Dr®. Marcelle Oliveira Garcia— FURG (Coorientadora)

Prof®. Dr*. Prof®. Dr?. Daniela Fernandes Ramos — FURG (Orientadora)

RIO GRANDE, 2024



Ficha Catalografica

B222p Baptista, Rodolfo Moreira.
Produtos naturais costeiros: avaliagao antimicobacteriana de
lipidios presentes em Schinus terebinthifolius oriunda do extremo sul
do Brasil / Rodolfo Moreira Baptista. — 2024.
103 f.

Dissertagcao (mestrado) — Universidade Federal do Rio Grande —
FURG, Programa de Pds-Graduagcao em Ciéncias da Saude, Rio
Grande/RS, 2024.

Orientadora: Dra. Daniela Fernandes Ramos.

Coorientadora: Dra. Marcelle Oliveira Garcia.

1. Produtos bioldgicos 2. Antimicrobianos 3. Ecossistemas
costeiros 4. Halofitas 5. Tuberculose |. Ramos, Daniela Fernandes
Il. Garcia, Marcelle Oliveira lll. Titulo.

CDU 616

Catalogacao na Fonte: Bibliotecario José Paulo dos Santos CRB 10/2344




" Programa de
‘[ﬂ rog UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE - FURG

Pos-Graduagao
‘)!lr em Ciéncias da Salde FACULDADE DE MEDICINA )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

ATA DA SESSAO DE DEFESA PUBLICA DE DISSERTACAO DE MESTRADO EM CIENCIAS DA
SAUDE

ATA

A banca examinadora, designada pela Portaria n2 540/2024 de onze de marco de dois mil e vinte e
quatro, em sessdo presidida e registrada pela orientadora Profa. Dra. Daniela Fernandes Ramos,
reuniuse no dia vinte e um de marco de dois mil e vinte e quatro, as quatorze horas, por meio de

videoconferéncia (https://meet.jit.si/DefesaMestradoRodolfoBaptista), para avaliar a Dissertacdo de

Mestrado do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude, intitulada: “Produtos naturais
costeiros: Avaliagcdo antimicobacteriana de lipidios presentes em Schinus terebinthifolius oriunda do

IM

extremo sul do Brasil.” do mestrando Rodolfo Moreira Baptista. Para o inicio dos trabalhos, a Senhora
Presidente procedeu a abertura oficial da sessdo, com a apresentacdo dos membros da banca
examinadora. A seguir, prestou esclarecimentos sobre a dinamica de funcionamento da sessao,
concedendo o tempo de até 30 (trinta) minutos para a apresentacdo da dissertacdo pelo mestrando,
que iniciou as 14 horas e 10 minutos e terminou as 14 horas e 45 minutos. Apds a apresentac¢do, passou
a palavra aos membros da banca examinadora, para que procedessem a argui¢do e apresentassem suas

criticas e sugestdes. Ao término dessa etapa de avaliagdo, de acordo com os membros da banca

examinadora, a dissertacdo de mestrado avaliada foi___ APROVADO .

Rio Grande, 21 de margo de 2024.

Profa. Dra. Daniela Fernandes Ramos (Orientadora — FURG)

Prof. Dr. Marcelo Gongalves Montes Déca (Externo — UFPR)

Prof. Dr. Pedro Eduardo Almeida da Silva (Titular — FURG)

Prof. Dr. Manuel Cezar Macedo Barbosa Nogueira de Souza (Titular — FURG) Mool Canon Yowdlo B0

Profa. Dra. Mariana Appel Hort (Suplente - FURG)

CIENTE: Q"J"g" Worino, Dralate.

Mestrando Rodolfo Moreira Baptista



https://meet.jit.si/DefesaMestradoRodolfoBaptista
https://meet.jit.si/DefesaMestradoRodolfoBaptista
https://meet.jit.si/DefesaMestradoRodolfoBaptista

AGRADECIMENTOS

Esse trabalho ¢ fruto de muita coisa, de tal forma que jamais caberia mais de 100 folhas. Uma
vez um professor do PPGCS disse em aula que a partir do momento em que somos aprovados
no mestrado/doutorado, n6s nos tornamos mestres/doutores a cada dia que passa. E algumas
dessas experiéncias que nos formam ndo encontramos em artigos, nos dias intensos de
trabalho no laboratério, ou nas disciplinas. Mas em cada microdesafio que enfrentamos todos
os dias em busca do que acreditamos, em cada relagdo construida em meio a tantos projetos
de ensino, pesquisa e extensdo, nas marcas que deixamos em quem passa pela nossa vida e as

que recebemos e na escolha de atravessar o pais, longe de casa e se sentir em casa.

Dito isso, s6 tenho a agradecer a quem sempre me fez morada, como minha familia e meus
amigos, e aqueles que me fizeram nesse periodo do mestrado, como ao meu grupo de
pesquisa, o NUDEFA, aos meus novos amigos, a minha orientadora ¢ a FURG. Este trabalho

¢ de todos vocés.

“A educacdo nao muda o mundo, a educagdo muda as pessoas, as
pessoas mudam o mundo”

Paulo Freire



SUMARIO

INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA.........ccoovotimiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 12
OBUIETIVOS. ..ttt ettt ettt s h bt st s bttt e st s bt ebe e st e saeebeenbeente e 17
RETEIENCIAS. ...ttt ettt ettt e e 18
MANUSCRITO L.ttt ettt ettt et e eaeesseenseesaesseenseeneenseenseensens 22
INETOAUGAOD. ...ttt ettt e e e et e e et e e sre e e e aeeeeabeeeeaseeetreeennns 24

O panorama de produtos naturais costeiros com atividade antimicobacteriana............ 25
Produtos Naturais COSTEITOS. .....cuuiiirrieeeiiresiieestee ettt e e itteeecteeeeteeesreeeseseeeeeseessseeessseeans 27
IMIANZUEZAIS. ... .eeevieneieeiieeeiteeteesiteeteeseteeseessaeeseessseenseessseasseassseenseessseesseessseenseessseenseennns 28
ESTUATIOS. 1.ttt ettt ettt ettt et b et ne e 32
Planicies de Lama...........ooccuiiiiiiiiiiie ettt e e e e e 33
(10) 161 13 - To TP 34
RETETEICIAS. ¢ttt sttt ettt et s e e e 35
MANUSCRITO 2.ttt ettt ettt ettt e teesae s st e seessesseeseessesseenseensessaenseensens 53
INEFOAUGAOD. ...ttt ettt e e et e e et e e et e e e sab e e e sabeeeabeeensaeeenaaeeeanes 55
IMEELOMOS. ...ttt ettt et ettt ettt ettt e bt sat e e b st 56
RESUITAAO. ¢ttt 57
DISCUSSAO. ..t euteeeite ettt ettt ettt ettt et et e et e e teesabe e bt e eabeesseeenbeeseesnbeeseeenseebeeenseenseas 60
CONCIUSAOD. ..ttt ettt ettt e b e st et esaeeeeees 64
RETEIENCIA. ...ttt et e 64
MANUSCRITO 3.ttt ettt ettt et e st e s beesbeesaesseeseessesseenseensesseensennsens 79
INETOAUGAO. .. ettt e et e et e e e e e e et e e e sabe e e saeeesseeesaeeeareeennnns 81
IMEELOMOS. .. ettt et b e ettt et e et e b e et b e st e b e 82
Resultados € dISCUSSAD. .......eeuiiiiiiiiiiiieiie ettt 86
CONCIUSAOD. ..ttt ettt et b ettt sae et et e bt e b eanesae e 94
RETEIENCIAS. ...ttt et 95

CONCLUSOES . ..ottt e e e s e e e s e s e e e s e s e s esees e s e e e e eseseaees e s esenens 102



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO
Figura 1: Regido que compreende o Estudrio da Laguna dos Patos 11
Figura 2: Orgdos reprodutivos e vegetativos de Schinus terebinthifolius. 12

MANUSCRITO 1

Figura S1. Areas de hotspot de biodiversidade e distribui¢do de estudos em ambientes
costeiros atualmente explorados para a descoberta de produtos naturais com a¢ao anti-

TB 45

Figura S2. Classes quimicas encontradas em ecossistemas costeiros aplicadas em

estudos anti-TB (Lamagais, Manguezais, Estudrios). 46
MANUSCRITO 2

Figura 1: Publicacdo por ano e tipo de acesso. 57

Figura 2: Visualiza¢do em clusters dos autores presentes no resultado da busca
realizada, suas relagdes e periodos de publicagao. 58

Figura 3: Métodos utilizados para avaliacdo antimicobacteriana presentes nos artigos
cientificos incluidos na anélise. 59

Figura S1: Frequéncia e classificacdo das palavras-chave identificadas nos artigos da

busca. 76

Figura S2: Diagrama de Sankey das relagdes de autores correspondentes e demais

autores dos respectivos manuscritos. 77
MANUSCRITO 3

Figura 1: Cromatograma do extrato em cloférmio:metanol esterificado de S.
terebinhtifolius 86

Figura 2: Ilustragdo da ancoragem dos compostos e as interagdes realizadas no sitio de
ligacdo da MPTPB 91



LISTA DE TABELAS

MANUSCRITO 1

Tabela S1. Estudos de produtos naturais costeiros com propriedades antituberculose

(Anti-TB) 47
MANUSCRITO 2

Tabela S1: Literatura selecionada para anélise bibliométrica de produtos naturais

marinhos antimicobacterianos. 67
MANUSCRITO 3

Tabela 1: Compostos presentes na fracao lipidica de S. tereninthifolius. 86

Tabela 2: Energia e tipos de interag@o entre os ligantes presentes no extrato de S.
terebonthifolius ¢ MPTPB 920



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMPs

CIM

COVID-19

DeCS

DMSO

EROs

FURG

Ki

MeSh

MPTPB

OMS

OMTS

PDB

PNC

PNM

PUFAs

SFA

B

UFA

Peptideos Antimicrobianos
Concentra¢ao Inibitoria Minima

Coronavirus disease
Descritores em Ciéncias da Saude
Dimetilsulféxido

Espécies Reativas de Oxigénio

Universidade Federal do Rio Grande
Constante de inibi¢ao
Medical Subject Headings

Mycobacterium protein tyrosine phosphatase B
Organiza¢do Mundial da Saude

(oxalilamino-metileno)-tiofeno sulfonamida
Protein Data Bank

Produtos Naturais Costeiros

Produtos Naturais Marinhos
Acidos Graxos Polinsaturados
Acido Graxo Saturado

Tuberculose

Acido Graxo Insaturado



RESUMO

A tuberculose ¢ uma das doengas infecciosas de maior relevancia no mundo. Causada pelo
bacilo Mycobacterium tuberculosis, seu tratamento farmacoldgico apresenta muitas barreiras,
como falhas na adesao a terapia, efeitos adversos incomodos e consequentemente em bactérias
resistentes a antimicrobianos. Uma das alternativas mais consolidadas na pesquisa de novos
farmacos esta na bioprospeccao de produtos naturais. No entanto, pouco se sabe sobre produtos
naturais de espécies residentes de ecossistemas costeiros. Assim, nesta pesquisa pretendeu-se
discutir e identificar o potencial antimicrobiano de produtos naturais costeiros frente a M.
tuberculosis. Para isso, foi realizada uma revisdo sobre produtos naturais costeiros
antimicobacterianos, uma analise bibliométrica de produtos naturais marinhos antituberculose
e avaliacdao antimicobacteriana de uma planta hal6fita nativa do Brasil. Apesar de apresentar
resultados promissores até mesmo em comparacdo com alguns produtos naturais de outros
ecossistemas, foi observado que os produtos naturais presentes em manguezais foram os mais
explorados nesse cendrio, principalmente aqueles oriundos de microrganismos endofiticos.
Esses compostos nao foram somente testados contra M. tuberculosis mas frente a proteina
Tirosina fosfatase B (MPTPB), responsavel por garantir a sobrevivéncia da bactéria no
hospedeiro. Além disso, na analise bibliométrica de estudos com produtos naturais marinhos
antituberculose foi discutido sobre as tendéncias da produ¢do de estudos da area e possiveis
influéncias relacionadas a localizacdo geografica das institui¢cdes e a epidemiologia da doenga.
Por fim, o estudo experimental com produtos naturais costeiros advindos da halofita Schinus
terebinthifolius presente em estuario brasileiro concluiu que compostos lipidios inibiram o
crescimento da bactéria in vitro a 400pug/mL e promoveram interacdo em sitio de ligagdo da
MPTPB por ensaio computacional. Desta forma o estudo contribui para a descoberta e
valorizacdo dos produtos naturais costeiros frente a uma doenga infecciosa de preocupagdo

mundial.

Palavras-chave: Produtos biologicos, Antimicrobianos, Ecossistemas costeiros, haldfitas,

tuberculose



ABSTRACT

Tuberculosis is one of the most relevant infectious diseases worldwide. It is caused by
Mycobacterium tuberculosis and its pharmacological treatment presents many barriers, such as
effectiveness failures due to prolonged therapy duration, uncomfortable adverse effects, and
consequently antimicrobial-resistant bacteria. One of the most consolidated alternatives in the
search for new drugs lies in the bioprospecting of natural products. However, there are few
studies about natural products from species residing in coastal environments. Therefore, this
research aimed to discuss and identify the antimicrobial potential of coastal natural products
against M. tuberculosis. To achieve this, it was made a review of coastal natural products with
antimycobacterial properties, a bibliometric analysis of marine natural products with
antituberculosis properties, and an antimycobacterial evaluation of a halophytic plant native to
Brazil. Despite showing promising results, even in comparison with some natural products from
other ecosystems, it was observed that natural products from mangroves were the most explored
in this scenario, especially those originating from endophytic microorganisms. These
compounds were not only tested against M. tuberculosis but also against the protein tyrosine
phosphatase B (MPTPB), responsible for ensuring the bacterium's survival in the host.
Furthermore, the bibliometric analysis of studies on marine natural products with
antituberculosis properties discussed trends in study production and possible influences related
to the geographical location of institutions and the epidemiology of the disease. Finally, the
experimental study with coastal natural products derived from the halophyte Schinus
terebinthifolius present in a Brazilian estuarine water concluded that lipid compounds inhibited
bacterium growth at 400 ng/mL and promoted interaction at the MPTPB binding site through
computational assay. Thus, the study contributes to the discovery and valorization of coastal

natural products against a globally concerning infectious disease.

Keywords: Biological products, antimicrobial agents, Coastal environments, halophytes,

tuberculosis



INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O Planeta Terra ¢ formado por uma superficie que corresponde a mais de 70 % de mares
e menos de 30% de ambientes terrestres. Entre os ecossistemas aquaticos e terrestres
desenvolvem-se as regides costeiras, que além de estreitar interagdes entre espécies marinhas e
terrestres também sao fonte de animais, plantas, algas marinhas e microrganismos que vivem
sob suas condigdes peculiares. Essas espécies utilizam mecanismos como a sintese de
compostos que garantem sua sobrevivéncia nesses ecossistemas, produzindo assim os produtos
naturais. Para o homem, esses compostos sao muito valorizados em diversas areas da ciéncia,
como no desenvolvimento biotecnologico (BLUNT et al., 2016; NEWMAN; CRAGG, 2016;
WILLIAMS et al., 2022). No entanto, no cenario de descoberta de novos farmacos, os produtos

naturais costeiros (PNC) ainda sdo pouco explorados.

O Brasil, ¢ considerado um dos paises que apresenta diversos ambientes costeiros ao
longo de seu litoral, como manguezais, marismas, estuarios ¢ planicies de lama (ARAUJO,
2011). O extremo sul do pais ¢ conhecido pela regido que apresenta um estudrio rico em
nutrientes e por apresentar pardmetros ambientais Uinicos, formado pela Laguna dos Patos e por
correntes marinhas do oceano Atlantico. O encontro da d4gua do mar com a da laguna alcanca
mais de 900 km? de ecossistema estuarino, localizado ao Norte da Ilha da Feitoria, a Leste da
cidade de Sao José do Norte, a Oeste da Cidade de Rio Grande e ao Sul da Barra de Rio Grande
(Figura 1). O Estuario da Laguna dos Patos ¢ formado pelo encontro de correntes extensas que
transportam espécies e alimentos para o local, como a Corrente das Malvinas, de origem polar
e a Corrente Brasil, que possui temperaturas tropicais e oligotrofica. Essas caracteristicas
tornam o ambiente Unico e um dos mais biodiversos do Continente (ODEBRECHT et al., 2017).
Um ecossistema propicio para a descoberta de espécies produtoras de PNC como fonte de

candidatos a farmacos (LEMOS et al., 2022; BRASIL, 2010).

12



Figura 1: Regido que compreende o Estuario da Laguna dos Patos
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Fonte: Autor (2024)

Um exemplo de espécie presente nessa regido € Schinus terebinthifolius (Figura 2),
conhecida como aroeira-mansa, uma planta hal6fita medicinal e nativa do Brasil (EL-NASHAR
et al., 2021; SOUZA, 2005; BRASIL, 2014). E encontrada em todos os ecossistemas costeiros
do pais, comumente utilizada como agente anti-inflamatério, cicatrizante, atuando
principalmente na pele, sistema renal e respiratorio (BRASIL, 2014; BEZERRA, 2022). Além
disso, estudos comprovaram atividade antimicrobiana de seus produtos naturais da espécie
contra agentes infecciosos causadores de doengas de elevado impacto na satde mundial,
incluindo o patégeno causador da tuberculose (ROBLES-ZEPEDA et al., 2013; BERNARDES
et al., 2014; MARTINS et al., 2014; VASCONCELOS, 2022).
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Figura 2: Orgios reprodutivos e vegetativos de Schinus terebinthifolius.

A) Inflorescéncia. B) Folhas. C) Frutos imaturos. D) Frutos maduros.

Fonte: Bezerra (2022)

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca causada pela infec¢do do agente Mycobacterium
tuberculosis, conhecido como bacilo de Koch, que tem afetado a humanidade hd muitos anos e
continua a ser um grande problema de saude global com milhdes de pessoas afetadas
anualmente. Em todo o mundo, foi relatado que 9,9 milhdes de pessoas desenvolveram TB no
ano de 2020 (SANTOS, 2012; OMS. 2021). A infec¢do do patdgeno ocorre por meio da
transmissdo do bacilo em goticulas de saliva expelidas por um individuo infectado
principalmente durante a tosse, espirro ou fala. No interior do organismo humano a bactéria ¢
fagocitada por macrofagos, sua célula alvo. O bacilo € capaz de inibir a maturagdo fagossomo,
utilizando o meio intracelular para se multiplicar e ndo ser impedida por acdo de lisossomos.
Durante semanas os macréfagos infectados sdo transportados para corrente sanguinea e assim
habitam diversas partes do corpo, principalmente os pulmdes, onde € capaz de causar infecgdes

e reiniciar a transmissao (WHO, 2022).
14



Além disso, para se manter viva dentro da célula do hospedeiro, a micobactéria sintetiza
e secreta fatores de viruléncia como a Mycobacterium protein tirosine phospatase B (MPTPB),
proteina cuja acao consiste na intervengao das vias de sinalizagcao de macrofagos do hospedeiro,
garantido a sobrevivéncia da bactéria. Estudos realizados com a proteina revelam que a sua
expressao ocorre no interior da célula fagocitaria e atenua as vias MAPK e NF-kB, levando a
reducdo da producdo das citocinas inflamatorias IL-1B e IL-6 do hospedeiro e do sistema de
apoptose por ERK1/2 e p38, fatores importantes para a suprarregulacao da atividade bactericida

(MASCARELLO et al., 2013; SILVA & TABERNERO, 2010; KOUL et al., 2000).

O tratamento medicamentoso da tuberculose oferece algumas barreiras, como o longo
periodo de terapia e riscos de muitos efeitos colaterais ao paciente. Além disso, tem sido cada
vez mais relatado casos de resisténcia de M. tuberculosis aos farmacos disponiveis atualmente
no mercado. Essas barreiras tornam a doenga um importante alvo de combate e impulsionam
novas buscas por farmacos eficazes e efetivos, capaz de aumentar o arsenal de compostos
antimicrobianos candidatos a firmacos anti-TB (OMS, 2022). Nesse contexto, estudos de PNCs
de diferentes ecossistemas costeiros tém apresentado resultados promissores. Além de
demonstrarem acdo contra diferentes espécies de Mycobacterium, quando a eficicia desses
compostos ¢ comparada com produtos naturais de diferentes ecossistemas como terrestre ou
marinho, os PNCs parecem apresentar melhores resultados in vitro. (CAl et al., 2019; LI et al.,

2014; XIA et al., 2014; XIAO et al., 2015).

A MPTPB mostra-se como um atraente alvo de inibigdo do crescimento de M.
tuberculosis na infeccdo. A auséncia de ortdlogos da proteina em humanos minimizam os
efeitos colaterais. Como sua sintese e liberacdo ocorre exclusivamente no citoplasma de
macrofagos, estudos consideram que sua inibicdo provocaria uma menor pressdo seletiva,
reduzindo assim o risco de resisténcia adquirida. Por fim, por se tratar de um fator excretado
pela bactéria, os possiveis candidatos a firmacos ndo necessitariam ser permeaveis a parede da
bactéria, considerada um obstaculo para compostos ja testados (DUTTA et al., 2016;
RUDDRARAIJU et al., 2021). Apesar de farmacos anti-MPTPB ainda ndo terem se destacado
entre os principais farmacos em fase avancada de descoberta, diversos estudos recentes tém
demonstrado o potencial, especialmente de PNC, frente a proteina. Esses estudos sdo pioneiros
no cenario de produtos naturais que foram testados frente a proteina, mas ainda restam avangos

na pesquisa desse possivel mecanismo de inibi¢ao de M. tuberculosis em ensaios envolvendo o
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patogeno e todo o processo infeccioso. (CAl et al., 2019; CUI et al., 2017; LI et al., 2014; LIU
etal., 2018; XIA et al., 2014).

Assim, elenca-se a necessidade de se conhecer estudos sobre PNCs com agao
antimicobacteriana ja explorados no mundo, bem como explorar o potencial de espécies do
Estuario da Laguna dos Patos como S. terebinthifolius frente a M. tuberculosis. Para atender
tais objetivos, esta dissertacdo apresenta como resultado 3 manuscritos que buscam contribuir
com dados a respeito dos PNC e seus efeitos antimicobacterianos. No manuscrito 1, intitulado
“Produtos naturais costeiros: Uma revisao aplicada a atividade antituberculose” ¢ abordado um
contexto introdutdrio e exploratdrio dos PNC com agdo antituberculose. Nesta revisdo inédita,
os PNCs com agao antimicobacteriana sdo apresentados assim como os tipos de ecossistemas

costeiros mais explorados no contexto de desenvolvimento de farmacos antituberculose.

O manuscrito 2, “A pesquisa global de produtos naturais marinhos antituberculose: uma
analise bibliométrica”, foi desenvolvido com o objetivo de apresentar um panorama de
publicacdes de artigos experimentais de produtos naturais marinhos com ag¢do antituberculose.
O manuscrito exibe dados que envolvem os autores dos manuscritos, bem como de origem das
instituicdes envolvidas, as produgdes ao longo do tempo, os tipos de estudos realizados ¢ as
palavras-chave utilizadas para representar os artigos de forma a relacionar esses dados com

informagdes sobre a TB no mundo e sobre a oferta de produtos naturais por regides de hotspots.

Por fim, no manuscrito 3, “Lipideos antimicobacterianos de Schinus terebinthifolius:
ensaio in vitro e in silico”, foram realizados ensaios de caracterizagdo quimica e avaliacao
antimicobacteriana de lipideos de uma planta haléfita presente no extremo-sul do Brasil. O
objetivo deste estudo foi identificar e determinar por método in vitro e in silico o potencial
inibitorio de lipideos presentes em S. terebinthifolius frente a M. tuberculosis ¢ em MPTPB,

respectivamente.
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OBJETIVOS

Discutir e identificar o potencial antimicrobiano de produtos naturais costeiros frente a M.

tuberculosis

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar uma revisao sobre os principais trabalhos envolvendo PNC com atividade
antimicobacteriana nos ultimos 50 anos;

. Apresentar um panorama bibliométrico de estudos de produtos naturais marinhos com
ac¢do antituberculose;

. Produzir e caracterizar compostos lipofilicos das folhas de S. terebinthifolius coletada no
Estuario da Laguna dos Patos;

. Avaliar a atividade antimicobacteriana in vitro do extrato de S. terebinthifolius;

. Avaliar a acdo in silico dos compostos lipidicos de S. terebinthifolius frente a proteina;

MPTPB de Mycobacterium tuberculosis.
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Resumo

Apesar dos muitos avangos na pesquisa de farmacos, os produtos naturais ainda sdo
explorados como uma fonte promissora para a descoberta de novos compostos bioativos
para o tratamento de doencas globais, como a tuberculose. No entanto, hd uma caréncia
de estudos e informag6es sobre produtos naturais costeiros, que prosperam no ambiente
de transi¢do entre dois ecossistemas diferentes e produzem metabdlitos secundarios
Unicos. Manguezais, estuarios e planicies de lama compdem areas propicias para 0
desenvolvimento de espécies costeiras e tém mostrado resultados promissores em
pesquisas antituberculose, algumas dessas regides estdo presentes em areas de hotspots.
Esta revisdo concentrou-se em pesquisas realizadas em ambientes costeiros e explorou as
razdes pelas quais esses produtos naturais tendem a superar 0s ndo costeiros no combate

ao agente causador da tuberculose, 0 Mycobacterium tuberculosis.

Keywords: Coastal environments; Natural products; Mycobacterium tuberculosis; antimicrobial
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1. Introducao

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium
tuberculosis, também conhecida como bacilo de Koch, sendo uma das principais causas de
mortalidade no mundo. Em 2020, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) relatou cerca de 10
milhdes de casos de tuberculose e 1,5 milhdo de mortes (WHO, 2022).

A OMS listou estratégias para diminuir a morbimortalidade por TB até 2025, como o
desenvolvimento de novas vacinas, melhorias nos métodos diagnosticos, promogao de terapias
que, de alguma forma, reduzam o tempo de tratamento e/ou que diminuem os efeitos colaterais
e as interagdes medicamentosas. No entanto, apesar de muitos avancgos na descoberta de novos
farmacos para o tratamento da tuberculose, ha relatos de falhas devido a resisténcia aos
antibioticos (Imperial et al. 2018; OMS, 2021). Isso levou a priorizacdo de novas alternativas

propostas para o tratamento da tuberculose latente e contra cepas resistentes (WHO, 2021).

O uso farmacologico de produtos naturais tem sido um marco importante no
desenvolvimento humano, e mesmo com todos os avangos tecnologicos, eles ainda sdo
responsaveis por quase metade dos medicamentos disponiveis comercialmente. Essa
diversidade de compostos ¢ produzida por metabdlitos secundarios especificos que muitas
espécies produzem, inclusive para manter sua sobrevivéncia no meio ambiente, o que torna
esses compostos importantes para a inovagdo e o desenvolvimento tecnoldgico tanto na

pesquisa quanto na induastria (Harvey 2008; Newman and Cragg 2020; Pye et al. 2017).

As zonas costeiras sdo conhecidas por sua biodiversidade, sua diversidade estrutural
unica e, consequentemente, pelo alto potencial biotecnologico de seus produtos naturais.
Existem diferentes tipos de ambientes costeiros distribuidos nos continentes e essas
caracteristicas fornecem um ambiente desafiador para o desenvolvimento de espécies com
diferentes estratégias de vida, e sua resposta evolutiva geralmente compreende a produgdo de
metabolitos secundérios (Blunt et al. 2016; Lakshmi 2021). Esses ambientes em constante
mudanca incluem aqueles chamados de estudrios, leitos de algas, prados de ervas marinhas,
planicies de lama, recifes de coral, marismas, manguezais e florestas costeiras (Williams et al.

2022).

Estudos avaliando o potencial de ambientes costeiros como fonte de produtos naturais
no desenvolvimento de novos fairmacos com atividade antimicrobiana, especialmente contra o

bacilo da TB, ainda sdo escassos, portanto, esta revisdo pretende apresentar um resumo dos
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principais ecossistemas costeiros como potencialmente importantes para a producdo de

compostos antimicrobianos, especialmente aqueles com atividade antituberculose.

2. O panorama de produtos naturais costeiros com atividade antimicobacteriana

Diversos seres vivos, como bactérias, fungos, plantas e insetos, sdo importantes fontes
de produtos naturais bioativos. Apesar dos avangos ¢ desenvolvimento de novos métodos de
sintese de novos farmacos, compostos bioativos a partir de produtos naturais ainda s3o uma
alternativa de sucesso. A importancia destes compostos ¢ confirmada em diversos estudos que
apresentam resultados promissores em estudos de avaliagdes farmacologicas (Blunt et al. 2016;

Mayer et al. 2021; Newman and Cragg, 2020; Ghoran et al. 2022).

As regides costeiras abrigam organismos adaptados as suas caracteristicas, e uma dessas
adaptacdes ¢ a producdo de metabolitos secundarios. Embora essas regides estejam muito
sujeitas a agdes antropicas, a biodiversidade ainda se encontra em niveis elevados (Williams et

al. 2022).

Apesar de sua presenca abrangente em todos os continentes, nem todos os ambientes
costeiros foram explorados nos ultimos anos como fonte de produtos naturais, ¢ ainda menos
em pesquisas focadas em compostos anti-TB. Algumas regides do mundo sdo mais estudadas
do que outras, por razdes da localizagdo, das caracteristicas ecoldgicas e bioldgicas dos
ambientes e o conhecido efeito da demanda por produtos novos, lucrativos, de facil obtencao e
manipula¢do. Os estudos com produtos naturais costeiros incluem classes fitoquimicas de
compostos explorados neste mesmo contexto, € os resultados mostram uma clara preferéncia

por determinadas classes.

A maioria das regides alvo da coleta de espécies costeiras estd localizada em hotspots
de biodiversidade (Figura S1) caracterizados por areas de grande biodiversidade e
concomitantemente com enorme risco de extingdo (Costa et al. 2009). Por isso, essas regides
sdo classificadas de forma a priorizar acdes de conservagdo, visando a preservacao de espécies
vulneraveis. Os hotspots de biodiversidade estdo presentes em todos os continentes, mas

concentrados na regido tropical (Mittermeier et al. 2011).
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A regido que inclui a Indonésia e o sul da China, por exemplo, ¢ conhecida como uma
das de maior biodiversidade do mundo, devido a sua complexa estrutura geoldgica, composta
por milhares de ilhas que emergiram principalmente do movimento das placas litosféricas e
acdo vulcanica (Neall e Trewick 2008). Nessa zona, a Sondalandia ¢ a regido do Oceano
Pacifico onde as espécies costeiras foram mais exploradas no contexto da atividade
antimicobacteriana. E composta pela Peninsula Malaia, Bornéu, Sumatra, Java, Bali e ilhas
menores na Plataforma Continental de Sunda e conhecida pela diversidade de recifes de corais
e extensos manguezais ao longo de varias costas. Esta ¢ classificada como um hotspot para

produtos naturais marinhos (Mittermeier et al. 2011; Verma et al., 2020).

Ainda na regido Sul Asiatica, devido a atividade vulcénica e de subduccdo, a area
conhecida como Wallaceia inclui muitas ilhas conhecidas como Celebes, Molucas, Sunda
Menor na Indonésia, e Timor Leste. No entanto, este aglomerado de ilhas apresenta um alto
nivel de endemismo. As 4guas de Wallacea sdo muito ricas em espécies de corais e possuem
uma grande extensdo de ervas marinhas. As margens da regido sdo compostas por manguezais,

estuarios e lodacais, habitats importantes para espécies da regido (Mittermeier et al. 2011).

Outro ambiente importante na busca por produtos naturais costeiros € o litoral brasileiro.
O Brasil ¢ um dos poucos paises que apresenta alta diversidade de ecossistemas costeiros, como
manguezais, restingas, lamacais e dguas estuarinas (Amaral et al. 2016; Garreta e Alves, 2003).
No entanto, foi apenas em estuarios que estudos com produtos naturais com possivel atividade

antituberculose foram relatados até o momento (Ramos et al, 2015; 2022).

Embora nao seja considerado um hotspot de biodiversidade segundo Mittermeier et al.
(2011), a costa sul do Brasil possui a biodiversidade mais rica da América do Sul. O encontro
de duas grandes correntes marinhas na costa do Sul do Brasil (no estado do Rio Grande do Sul)
forma a Zona de Convergéncia Subtropical do Atlantico Sul, um fendmeno que favorece a
biodiversidade do Sul do Brasil. Nessa regido, a Corrente das Malvinas, de origem polar e rica
em nutrientes, encontra-se com a Corrente do Brasil, com aguas de maior temperatura e
oligotroficas. Juntamente com as grandes descargas de 4gua doce da Laguna dos Patos e do Rio
da Prata, as aguas costeiras desta area fornecem gradientes ambientais e recursos nutricionais

propicios para grande diversidade de organismos (Lemos et al. 2022; Odebrecht et al. 2017).
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Além disso, a regido sul do Brasil possui ambientes unicos e com alta biodiversidade,
gerando um grande nimero de compostos de organismos locais para suportar e mitigar diversas
condigoes estressantes. Scarano et al. (2018) destacaram como a biodiversidade quimica de
metabolitos secundarios (alguns com potencial acao anti-TB) de plantas terrestres auxilia sua
adaptacao as condigdes locais, como os flavonoides (Figura Suplemento 2). O Rio Grande do
Sul possui mais de 600 km de regido costeira, que inclui estuarios e extensas planicies arenosas

com suas dunas costeiras associadas, areas umidas de dgua doce e lagoas (Silveira et al. 2022).

Em relagdo aos produtos naturais anti-TB no mundo, a maior porcentagem dos
compostos ativos obtidos ainda esta concentrada em espécies terrestres, apesar do grande
aumento de pesquisas em produtos naturais marinhos na ultima década. No entanto, ha uma
diminui¢do destes compostos obtidos em ambientes costeiros. Uma interpretacdo sobre isso
pode estar relacionada a falta de informagdes sobre o ecossistema ¢ 0o ambiente das espécies

originais utilizadas nos referidos estudos.

3. Produtos naturais costeiros

A partir dos poucos estudos in vitro realizados sobre a agdo de produtos naturais
costeiros contra Mycobacterium sp., € possivel observar um potencial maior desses compostos
quando comparados a produtos naturais de outros ecossistemas, como o terrestre. Esse achado
sugere que caracteristicas dos ecossistemas costeiros podem favorecer a producao de potenciais

produtos naturais na pesquisa de novos farmacos.

Neste cenario, os ambientes costeiros que se destacam na busca por novos compostos
anti-TB sdo os manguezais, estuarinos € planicies de lama, devido a interagdo entre a terra € a
agua, interagdo que promove parametros ambientais Unicos de temperatura, salinidade e
oscilacdo do volume de agua e consequentemente a migragao de espécies, esses ambientes t€ém
sido considerados fonte de oportunidade tnica para a descoberta de uma grande variedade de
produtos naturais bioativos. Assim, enfatizamos as informagdes disponiveis sobre a produgdo
de metabolitos antimicrobianos com atividade anti-TB por organismos nesses ambientes

(Tabela S1).
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3.1. Manguezais

Os manguezais sao de grande importancia ecoldgica e econdmica, que correspondem a
137.600 km? de 4rea no planeta. Essas florestas, na interface terra-mar, fornecem alimento,
areas de reproducdo e bergarios para varios organismos terrestres € marinhos, incluindo muitas
espécies comerciais. As florestas de manguezais sdo ecossistemas altamente produtivos com

taxas de producao primaria equivalentes as das florestas tropicais imidas verdes (Bunting et al.

2018).

Esse ambiente também desempenha um papel fundamental na sustentabilidade humana
e nos meios de subsisténcia amplamente utilizado para alimentos, combustiveis e para a
descoberta de novas drogas. Além disso, os manguezais oferecem prote¢do contra desastres
como tsunamis ¢ ciclones tropicais por causa de sua acdo como um amortecedor, evitando a

erosdo da costa (Rivera-Monroy et al. 2017).

Outra caracteristica desse ecossistema envolve a diversidade de plantas medicinais
comumente utilizadas para diversas doengas, principalmente em paises em desenvolvimento
que adotam fortemente a medicina tradicional como primeira linha de tratamento, incluindo o
uso dessas espécies como agentes antimicrobianos (Rao et al. 2022). Esse aspecto despertou
interesse da comunidade cientifica, numa corrida para descobrir novas drogas (et al. 2021).
Devido ao gradiente de salinidade do solo do manguezal e aos ciclos de oscilagdo da dgua, o
crescimento de plantas tolerantes a sais (halofitas) torna-se condutor na produgdo de

metabolitos secundarios especificos e promissores (Ferreira et al. 2022).

A adaptacdo de haldfitas para sobrevivéncia em solos de composi¢do salina envolve
uma complexidade de mecanismos que isolam ions em vacuolos e a acdo de moléculas bioativas
como acidos fenodlicos, flavonoides e taninos, polissacarideos, glicosideos, lipidios (gorduras e
acidos graxos, fitoesterdis e tocoferois, Oleos essenciais, lipidios acetilicos, carotenoides) e

alcaloides (Attia-Ismail 2022; Chen et al. 2017; Flowers and Colmer 2015).

Embora j& se conhega a grande variedade de espécies vegetais em mangues, muitos
estudos visaram produtos naturais de microrganismos endofiticos na pesquisa de farmacos anti-
TB (Cai et al. 2018, 2019; Cui et al., 2017; Demers et al., 2018; Li et al., 2014; Liu et al., 2018;
Pan et al., 2011; Sartika et al., 2021; Sol et al., 2014; Wang et al., 2013; Xia et al., 2014; 2015;
Kornsakulkarn et al., 2018). A descoberta de produtos naturais a partir de fungos e bactérias

nao ¢ algo novo no universo dos antimicrobianos (Guo et al., 2008; Vandana et al., 2021).
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Entretanto, muitos estudos recentes envolvendo microrganismos endofiticos de plantas tipicas
de manguezais t€ém mostrado resultados promissores de produtos naturais. A relagdo simbiotica
de microrganismos endofiticos com essas plantas que crescem sob as condigdes estressantes ja
mencionadas nesse ecossistema desenvolvem protecdo quimica contra microrganismos
patogénicos, entre outros beneficios, (Cadamuro et al. 2021; Hong et al., 2009; Kuzhalvaymani

et al., 2020; 2020; Yan et al., 2010).

A protegdo contra microrganismos endofiticos pode ocorrer de forma direta, onde
desenvolvem metabdlitos capazes de afastar insetos ou impedir o crescimento de
microrganismos, ou capazes de causar efeitos que promovem uma relagcdo ade antibiose estre

as espécies (Vandana et al. 2021).

Derris indica e Avicennia alba sdao duas espécies de halofitas tipicas de manguezais da
provincia de Nakhon Si Thammarat, na Tailandia, cujos compostos foram testados contra M.
tuberculosis. Entretanto, D. indica oriunda de ambientes costeiros apresentou em ensaio in
vitro, uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 6,25 pg/mL, enquanto A. alba nao
apresentou atividade contra M. tuberculosis a 100 ng/mL (Koysomboon et al. 2006). Além
disso, em comparacao com a atividade antimicobacteriana de Derris sp., obtida de um ambiente
de floresta perenifolia (Kumar et al. 2014), a concentragdo minima necessaria para inibir o
crescimento do bacilo, in vitro, foi pelo menos 8x maior (50 pg/mL) do que a obtida em

manguezais (Liu et al. 2020).

Os fungos endofiticos sdo espécies que se mostram lideres nesse cenario. Apesar da
presenca de estudos sobre sua atividade antimicobacteriana, alguns estudos se destacam com
ensaios inibitdrios de proteinas como a MPTPB (Mycobacterium Protein Tyrosine Phosphatase
B) (Cai et al. 2019; Cui et al., 2017; Li et al., 2014; Liu et al., 2018; Xia et al., 2014). Acredita-
se que a inibi¢do dessa proteina implicaria em uma ac¢ao mais efetiva do sistema imune contra
a infeccdo pelo M. tuberculosis, além de ndo culminar em mecanismos de resisténcia por ser

uma proteina secretada externamente pela micobactéria (Vickers et al. 2018).

Fungos como do género Aspergillus, Diaporthe, Penicillium e Alternaria que colonizam
plantas de mangue apresentaram resultados notaveis contra MPTPB (Figura Suplemento 2),
com destaque para os compostos: Asperophiobolins H, Asperterpendide A, Asperlona A e B,

Mitorrubrina, Penifenona B e C; Diaporisoindol A e Tenellone C; Peniisocumarina G,
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Atropisomer 2 e Alterporriol (Cai et al. 2019, Huang et al. 2013, Xiao et al. 2015, Li et al. 2014,
Cui et al. 2017, Cai et al. 2018, Xia et al. 2014).

Da Espécie Penicillium dipodomyicola coletada na provincia de Hainan, China, foi
extraido o composto Peniferona B cuja inibi¢do da proteina MPTPB atingiu um valor de I1Csg
de 0,16 = 0,02 uM, a dose mais efetiva de um produto natural de origem costeira frente a
proteina identificada até agora (Cai et al. 2018, 2019; Cui et al., 2017; Li et al., 2014; Liu et al.,
2018).

Ao comparar diferentes espécies do género Diaporthe encontrada em manguezal, ¢
possivel verificar que o produto natural terpendide Diaporisoindol A extraido do género
apresentou melhor resultado na inibicdo de MPTPB (4,2uM) (Cui et al. 2017) quando
comparados aos compostos produzidos pelo mesmo género originado de habitat marinho

(50uM) (Liu et al. 2020).

Bactérias do género Streptomyces destacam-se entre as maiores produtoras de
compostos bioativos em manguezais, principalmente na busca por produtos naturais com acao
anti-TB. No entanto, apenas ensaios de concentracdo inibitéria minima foram realizadas com
os metabolitos secundérios dessas espécies, onde Streptomyces sp apresentou menor CIM

devido a produg¢do de actinomicina D (0,78 pg/mL) (Rakhmawatie et al. 2021).

Ainda nesse contexto, ao analisar as classes bioativas, a maioria dos estudos com
espécies de manguezais comprovou a eficacia das quinonas com acdo anti-TB (Figura
Suplemento 2), mesmo para anti-MPTPB. Sao classes comumente produzidos por organismos
eucariotos e algumas bactérias e exercem forte acdo antimicrobiana. Plantas associadas a
microrganismos produtores de quinona conferem prote¢ao contra fungos patogenos (Tran et al.

2004; Ghoran et al. 2022).

No entanto, o mecanismo de a¢do desta classe em micobactérias ndo ¢ conhecido.
Acredita-se que, devido a alta produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) as quinonas
causam esse ambiente estressante seria capaz de causar morte celular (Carcamo-Noriega et al.
2019). Ensaios com derivados de quinona como naftoquinonas concluiram que ha um possivel
efeito antimicobacteriano devido a presenca de radicais nitrogenados (Halicki et al. 2018).
Outro estudo envolvendo antraquinonas sugere atividade anti-TB por meio da inibi¢ao do 4cido

micolico, o principal constituinte lipidico das cé€lulas micobacterianas (Sharma et al. 2019).
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Um unico estudo envolvendo antraquinonas de fungos endofiticos de manguezais
revelou que possiveis mecanismos de acdo da 4-desoxibostrina estdo relacionados a genes
envolvidos na produg¢do de nucleotideos, lipidios, energia, coenzimas, metabolismo de
carboidratos e armazenamento de informagdes. No entanto, ainda ¢ considerada inconclusiva
(Wang et al. 2013). Kornsakulkarn et al. (2018) identificaram pela primeira vez o composto
Nigrosporone B do fungo Nigrospora sp., isolado da folha de Choerospondias axillaris na

Tailandia, que inibiu o crescimento de M. tuberculosis H37Ra com CIM de 172,25 uM.

Compostos fendlicos de plantas e fungos de manguezais também foram explorados
como produtos naturais anti-TB (Li et al. 2014; Rakhmawatie et al., 2021; Cai et al., 2018; Sol
et al., 2014; 2006; Sartika et al., 2021; Zerubabel 2022; Prabu et al., 2014). Embora a maioria
dos estudos ndo tenha apresentado caracterizagdo quimica, ensaios qualitativos fitoquimicos

foram realizados para identificar classes fendlicas como flavonoides e cumarinas.

Essas classes sdo conhecidas como agentes antimicobacterianos promissores. Estudos
com plantas ndo costeiras identificaram varios mecanismos de a¢ao desses compostos contra
Mycobacterium sp., como inibicdo da bomba de efluxo e inibicdo do proteassoma. Os
flavonoides tém se destacado em alguns estudos na inibi¢do da biossintese de acido micdlico,
principal componente da aparéncia de células micobacterianas, e inibi¢do do 6xido nitrico
(Groblacher et al. 2012; Zheng et al., 2014; Mazlun et al., 2019). Compostos fenolicos das
halofitas Schinus terebinthifolius e Ocotea nonata jé identificaram a inibi¢ao do 6xido nitrico

como seu principal mecanismo de acdo anti-TB (Costa et al. 2015; Bernardes et al., 2014)

A classe dos terpenos também ¢ explorada como agente anti-TB. Estes compostos sdo
encontrados em diferentes partes de plantas e em microrganismos. Sabe-se que sua funcgdo
vegetal esta relacionada a protegdo UV e protecdo contra predadores devido ao sabor amargo
que esta classe promove. Além disso, as propriedades antimicrobianas dos terpenos contra uma
ampla gama de microrganismos também forneceram evidéncias convincentes de que eles sdo

candidatos adequados para uso como candidatos a medicamentos (Jagatap et al. 2022).

Estudos recentes tém demonstrado que terpenos derivados de dleos essenciais tém acao
antimicrobiana por aumentar a permeabilidade da membrana bacteriana, promover estresse
oxidativo e inibir a sintese proteica. Isso pode estar relacionado aos estudos com espécies
costeiras de fungos produtores de terpendides contra MPTPB (Cai et al. 2019; Huang et al.,

2013). Entretanto, no contexto antimicobacteriano, a agao dos terpendides ¢ direcionada para a
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inibi¢do da sintese da proteina Tuberculosinol fosfatase (Rv3378c), responséavel pela formagao

de outros fatores de viruléncia da bactéria (Kataev et al. 2018).

3.2.  Estuarios

Os estuarios, da mesma forma que os manguezais, sao formadas na transi¢ao de Lagunas
de agua doce para ambientes marinhos. Essas dguas de transi¢dao sdo caracterizadas por alta
variabilidade de fatores abiodticos (por exemplo, salinidade, temperatura, disponibilidade de
oxigénio, etc.) e alta produtividade biologica. A integracdo desses pardmetros nesse
ecossistémica determina as condi¢des para a biodiversidade nesse ambiente (Valle-Levinson

2010)

Nas 4guas estuarinas, existem bactérias, peixes, macro ¢ microalgas, espécies
bentdnicas como ascidias, corais, plantas e outros componentes da biodiversidade capazes de
sobreviver as mudangas de salinidade e outros fatores citados. Essa caracteristica despertou a
atengdo dos pesquisadores, para a obtencdo de metabolitos secundarios produzidos por essas

espécies sob determinadas condi¢des (Costanza et al. 1993)

Os estuarios do sul do Brasil tém uma variedade de ambientes de zonas subtidais e
entremarés, ndo vegetados e vegetados (como ervas marinhas e prado de macroalgas), bem
como substratos duros artificiais e areas de canais mais profundos (Lemos et al. 2020). Esses
ambientes e as aguas costeiras adjacentes estdo sujeitos a um clima subtropical e marcam
variagdes interanuais em sua precipitacdo e descarga fluvial impulsionadas pelo El Nifio-

Oscilacao Sul (ENOS) (Seeliger e Kjerfve, 2001; Lemos et al., 2020).

A variabilidade no clima e na hidrologia nao s6 influencia a ecologia da biodiversidade
e producdo estuarina e marinha (Lemos et al. 2020) como gera condi¢des adequadas para a
diversificacdo genética adaptativa para as condigdes estressantes locais. Por exemplo, uma
espécie relacionada ao aipo originada de um ambiente estuarino (Apium graveolens; A familia
Apiaceae) no sul do Brasil apresentou uma concentracdo 10 vezes maior de compostos
fenolicos livres (Souza et al. 2018) e 150-250% maior teor de acido clorogénico (acido fendlico

protetor contra o estresse oxidativo) do que cultivares comerciais de aipo (Souza et al. 2021).

Estudos realizados com espécies do microbioma estuarino no sul do Brasil mostraram

metabolitos secundarios com agdo antituberculose de cianobactérias (Figura Suplemento 2). A
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microcistina, peptideo obtido de Microcystis aeruginosa, apresentou atividade contra cepas de
M. tuberculosis, com CIMs de 1,93 uM para cepas sensiveis e valor expressivo de 0,06 uM para
cepas resistentes, revelando potenciais compostos que ocorrem em outros mecanismos de agao
(Ramos et al. 2015). Um dos mecanismos conhecidos de agdao dos peptideos antimicrobianos
(AMP) em M. tuberculosis esta diretamente relacionado a sua carga positiva, que permite ao
peptideo realizar interagdes eletrostaticas com a membrana bacteriana, que por sua vez tem uma
carga global negativa (Oliveira et al. 2021; Lee et al., 2016). Além disso, outros estudos indicam
uma resposta de peptideos antimicrobianos (AMPs) contra o M. tuberculosis intra e
extracelular, potencializando a a¢ao do sistema imunolégico do hospedeiro (Coyotl et al. 2020;

Deshpande et al., 2020).

Os extratos obtidos em acetona/cloroféormio de Chaetoceros sp originados do Mar
Mediterraneo apresentaram CIM de 800 ug/mL (Lauritano et al. 2018). Por outro lado, extratos
de Chaetoceros muelleri coletados em aguas estuarinas do Rio Grande do Sul apresentaram
efeitos inibitdrios na concentracao de 100 pug/mL contra M. tuberculosis (Ramos et al. 2022), o
que parece estar associado a sua alta concentragdo de 4cidos graxos poli-insaturados (Figura
Suplemento 2) como acido linoleico, 4cido eicosapentaenoico e acido docosahexaendico.
Assim, os autores hipotetizam que alguns compostos lipofilicos podem ser capazes de induzir
alteragdes na permeabilidade da membrana bacteriana que causam morte celular (Carballeira et
al. 2014). Compostos como o 4cido palmitico interferem indiretamente na sintese de acido

micolico, componente crucial da membrana de Mycobacterium (Morbidoni et al. 2006).

3.3.  Planicies de lama

O ambiente conhecido como lamagal ou planicie de lama ¢ composto pela transicdo de
outros ambientes costeiros, e atinge 127.921 km? no planeta Terra. estudrios e manguezais
podem apresentar regides lamacentas, caracterizadas por zonas imidas de areia ou rocha, e sdo
consideradas um reservatorio de espécies bentdnicas. Os parametros do ambiente necessarios
para o seu desenvolvimento incluem variagdes no nivel da agua sem ondas fortes. Assim,
sedimentos mixahalinicos surgem ocasionando contato com a maré baixa com frequéncia

(Foster et al. 2013; Murray et al., 2019).

33



330
331
332

333
334
335
336
337
338
339
340
341

342
343
344
345

346

347

348
349
350
351

352
353
354
355
356
357

358

Devido a essas caracteristicas, esse ecossistema fornece componentes ideais para o
crescimento de varios organismos, principalmente seres invertebrados bentonicos, além de

protecao contra inundagdes e tempestades causadoras de erosao (Meijer et al. 2021).

Um unico estudo realizado com produtos naturais costeiros dessa regido encontrou
compostos bioativos extraidos de Streptomyces sp., na provincia da Coreia (Cui et al. 2022),
pais com uma faixa de planicie de lama que atravessa grande parte de seu territorio. O estudo
apresentou resultados importantes de dois novos lipodecapeptideos nao ribossomais
(Teanamida A e Teanamida B) contra M. tuberculosis com CIM de 27 uM, evidenciando ainda
mais o importante papel que o género Streptomyces tem desempenhado na pesquisa de novos
produtos naturais antimicrobianos, em que um dos metabolitos produzidos pela bactéria trata-
se de uma das drogas pioneiras para o tratamento da tuberculose, a estreptomicina (Figura

Suplemento 2) (Cui et al. 2022).

Peptideos nao ribossomais tém se destacado no contexto da atividade antimicrobiana.
Embora seu mecanismo exato de acdo em micobactérias ainda ndo seja conhecido, suas
interagdes geralmente ocorrem na inibicdo da sintese da parede celular, ruptura da membrana e

bloqueio de processos intracelulares (Liu et al. 2019).

4. Conclusoes

A pesquisa de produtos naturais costeiros contra a tuberculose apresenta resultados
positivos, mas com uma grande lista de espécies e produtos naturais a serem descobertos. A
maior parte das pesquisas sobre produtos naturais costeiros anti-TB tem se concentrado em

microrganismos endofiticos de manguezais, que apresentam potencial inibitorio promissor.

Outro fator importante ¢ a falta de informacdes sobre o ambiente de origem do produto
natural estudado, uma vez que o ambiente de desenvolvimento das espécies ¢ um fator crucial
para a formacgdo de seu perfil de metabdlitos secundarios. Por fim, as condi¢des intocadas de
muitos outros ambientes costeiros e regides consideradas de alta biodiversidade no mundo
podem abrir novas janelas de oportunidade para o desenvolvimento de novos farmacos com

atividade antimicobacteriana.
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Material Suplementar

Figura S1. Areas de hotspot de biodiversidade e distribui¢do de estudos em ambientes costeiros atualmente explorados para a descoberta de

produtos naturais com ac¢ao anti-TB.

i Hotspot Area
E‘ Outer Limit

- @ Mangroves
: Y @ Mudflats
é ) Estuanies

N
A o— 1200 kn (750 miles) DATA ) BASIN

46



Figura S2. Classes quimicas encontradas em ecossistemas costeiros aplicadas em estudos anti-TB (Lamacais, Manguezais, Estuarios).
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Tabela S1. Estudos de produtos naturais costeiros com propriedades antituberculose (Anti-TB)

Ambiente
costeiro

Local de coleta do
organimso

Espécie

Classe de PNC

Estrutura do compostos de
mehor resutlado

Resultado

Referéncia

Estuarine
waters

Estuarine
waters

Estuary of
Patos Lagoon, Brazil

Rio Grande do Sul,
Brazil

Microcystis aeruginosa

Chaetoceros muelleri

Peptides

Fatty acids

Hexanic extract of M. aeruginosa
(RST 9501 strain) showed
inhibition against M. tuberculosis,
including sensitive and resistant
strains MIC between 1.93 uM and
0.06 uM. [D-Leul] MC-LR showed
activity at MIC between 53 and
0.42 uM against  tested
mycobacterial strains

The hexane extract was the most
active, which presents linoleic
acid as majoritary compound
between six extracts in different
solvents against M. tuberculosis,
with MIC of 100 pg/ml.

Ramos et al.
(2015)

Ramos et al.
(2022)

Mangrove

Mangrove

Zhanjiang Mangrove
Nature Reserve in
Guangdong Province,
China.

Florida, USA
Chiapas, Mexico

Aspergillus sp.

Fungal species

Terpenoid

undetermined

48

Asperophiobolins H presented
inhibition of MPTPB with an ICsg
value of 19 uM Compounds
Asperophiobolins B, D, E, |
Ophiobolin G, Hydroxy-6-epi-
ophiobolin G, and Ophiobolin P
showed moderate inhibitory
activity of MPTPB with

ICsp values in the range of 24 to 42
KM,

From 540 fungal extracts tested,
100 showed percent growth
inhibition for M. tuberculosis at
100 pg/mL.

Caiet al.
(2019)

Demers et al.
(2018)



Mangrove

Mangrove

Mangrove

Mangrove

Mangrove

South China Sea in
Hainan Province

Thailand

Indonesian Culture
Collection (InaCC),

Indonesian Institute
of Sciences, West
Java, Indonesian.

Shankou, Guangxi
Province, China.

Not described

Penicillium dipodomyicola HN4-
3A

Aspergillus sp.

Bacteria

Alternaria sp.

Diaporthe sp.

Quinone

Steroids

Peptides

Quinone

Alkaloid
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Peniphenone B and C exhibited
inhibitory activity against MPTPB
with IC50 values of 0.16 + 0.02
and 1.37 £ 0.05 uM, respectively

Ergosterdiacids A and B exhibited
in vitro inhibitory activity against
MPTPB with an ICsg values of 15.1
and 30.1 uM,

The compound similar to
dimethenamid shown MIC anti-tb
values of 100 pg/ml, and
compound 2 actinomycin D with
MIC value of 0.78 ug/mL against
strain H37Rw.

Atropisomer 2 exhibited
inhibitory activity against MPTPB
with an [Cso value 8.70 uM.
Alterporriol S exhibited inhibitory
activity at 1Csp 64.70 pM.
hydroxybostrycin, halorosellinia
A,  tetrahydrobostrycin, 9a-
hydroxydihydrodesoxybostrycin,
austrocortinin and 6-
methylquinizarin ~ shown  ICso
values more than 100 pM against
MPTPB

The Compounds Diaporisoindole
A and tenellone C showed
inhibitory activity with ICso values
of 4.2 and 5.2 uM).
Diaporisoindole B and
diaporisoindole C revealed
inhibitory effects at a
concentration of 50 pM.

Li et al. (2014)

Liu et al.
(2018)

Rakhmawatie
etal (2021)

Xia et al.
(2014)

Cui et al.
(2017)



Mangrove

Mangrove

Mangrove

Mangrove

Mangrove

Mangrove

Zhuhai Mangrove
Nature Reserve in
Guangdong Province,
China.

Hainan Island, China.

Hong Kong

Nansha mangrove
wetland, Guangdong
province, China.

Hong Kong

Mangrove Research
Station in Nakhon Si
Thammarat
province, Thailand

Penicillium commune

Aspergillus sp.

Nigrospora sp.

Pestalotiopsis sp.

Aspergillus sp.

Derris indica

Isocoumarin

Quinone

Quinone

Phenolic compounds

Terpenoid

Phenolic compounds
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Compound Peniisocoumarin G
was found to inhibit MPTPB with
an ICsp value of 20.7 uM.

Compounds Asperlone A,
Asperlone B and Mitorubrin
exhibited inhibitory  effects
against MPTPB with ICs values of
4.24+0.41,4.32+0.60and 3.99 +
0.34 UM, respectively.
Mitorubrinic acid and 6”-Hydroxy-
(R)-mitorubrinic acid showed
inhibitory concentration at >50
uM

4-deoxybostrycin showerd MIC
against M. tuberculosis H37Rv
with value of 15 pg/mL. And
Nigrosporin showerd MIC against
M. tuberculosis H37Rv with value
of 20 pg/mL.

Pestalol B showed inhibitory
effects by biolumenscence
intensity against M. tuberculosis
at 50 uM

Asperterpenoid A exhibited
inhibitory activity against MPTPB
with an 1Csg value of 2.2 uM.

The compound 3,4-
Methylenedioxy-10-methoxy-7-
oxo[2]benzopyrano[4,3-
b]benzopyran exhibited
antimycobacterial activity with
MIC of 6.25 pg/mL.

Caietal.
(2018)

Xiao et al.
(2015)

Wang et al.
(2013)

Sun et al.
(2014)

Huang et al.
(2013)

Koysomboon
et al. (2006)



Mangrove

Mangrove

Mangrove

Mandeh Beach, West
Sumatra.

Khao Yai National
Park, Nakhon
Ratchasima Province,
Thailand

Corangi mangrove

forests, Kakinada,

Andhra Pradesh,
India.

Fungal extracts

Nigrospora sp. BCC47789

Avicennia alba

Flavonoids and
saponnis

Quinones

Phenolic compounds
and alkaloids
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£
o

R;

The compounds 8,40-Dimethoxy-
7-0-c,c-dimethylallylisoflavone;
pongachromene and medicarpin
showed inhibitory effects with
values of 100 pg/mL. The
compounds desmethoxy kanugin;
lacheolatin B; 3,7-
dimethoxyflavone and maackiain
exhibited MIC value of 50 pug/mL.
The Compounds
karanjachromene and pinnatin
showed MIC values of 12.5 pg/mL.
The  compound  3-Methoxy-
(300,400-dihydro-300,400-
diacetoxy)-200,200-
dimethylpyrano-(7,8:500,600)-
flavone showed inhibitory effects
with value of 25 pg/mL. And
Compound pachycarin D showed
MIC value of 200 pg/mL against
M. tuberculosis

Extract prepared from Aspergillus
flavus presented the range of
inhibition zone of 21.87 + 0.81
mm —26.12 + 0.21 mm. Six fungal
extracts (RAA2, RAA3, RAA4,
RAK2, SaDal, SaDa2) showed
sensitivity to M. tuberculosis at
concentrations of 3% and 5%.

Growth inhibitory activity against
M. tuberculosis H37Ra
Nigrosporone A, B and
Fusaquinon A were tested by
obtaining MIC >169.89, 172.25
and >163.33 uM, respectively.

The extracts of hexane,
chloroform and methanol did not
present inhibitory effect at 100
pg/mL against M. tuberculosis

Sartika et al.
(2021)

Kornsakulkarn
etal. (2018)

Zerubabel
(2022)



Mangrove

Mangrove

Guangdong province,
China

Tamil Nadu

Talaromyces sp.

Aegiceras corniculatum
Avicennia officinalis
Ceriops decandra
Ceriops decandra
Excoecaria agollacha
Rhizophora mucronata
Suaeda monoica
Sesuvium portulacastrum

Alkaloid

Alkaloids, Flavonoids,
Phytosterols,
Saponnins, Tannins
(Only in E. agollacha)

Talaramide A showed inhibition of
mycobacterial protein kinage G
activity with an ICsg value of 55
uM.

Methanol extract of E. agollacha
showed maximum
antimycobacterial activity at 500
pg/ml concentration, followed by
A. corniculatum and A. officinalis

Chen et al.
(2017)

Prabu and
Kumar (2014)

Mudflat

Anmyeondo, Republic
of Korea

Streptomyces sp.

. 0 j
Peptides rmedy ? o

Teanamide A and Teanamide B
showed MICsp of 27 pM and 63
UM, respectively.

Cui et al.
(2022)
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A pesquisa global de produtos naturais marinhos antituberculose: uma analise

bibliométrica
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A pesquisa global de produtos naturais marinhos antituberculose: uma analise

bibliométrica

Rodolfo Moreira Baptista!, Pedro Eduardo Almeida Silva', Daniela Fernandes Ramos'

!Laboratdrio de Bioprospecgdo de Produtos Naturais Costeiros, Universidade Federal do Rio
Grande, Rio Grande, RS, Brasil;

RESUMO

Introducio: A tuberculose (TB) ¢ uma doenca causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, considerada em
2023 como a segunda principal causa de morte por infec¢ao no planeta. Obstaculos como tempo prolongado de
terapia, efeitos colaterais desconfortaveis dentre outras barreiras impulsionam a busca por novos candidatos a
farmacos, como na bioprospec¢do de produtos naturais marinhos (PNM). Contudo, ndo ha pesquisas bibliométricas
sobre a tematica. Desta forma, este estudo identificou tendéncias e avangos na area de pesquisa de PNM com ag@o
antituberculose.

Métodos: Trata-se de uma analise bibliométrica realizada por meio de estratégias de busca na base de dados
PubMed sobre artigos experimentais de produtos naturais marinhos com agdo antimicrobiana frente a M.
tuberculosis.

Resultados: Dos 105 manuscritos encontrados na busca, apenas 37% possuiam acesso aberto. A analise temporal
revelou uma queda nas produgdes devido ao surgimento da pandemia do novo coronavirus em 2021. Paises como
EUA, Reino Unido e China lideram as origens das instituigdes envolvidas. Além disso, foi observado uma relagéo
entre paises inseridos em hotspots de biodiversidade marinha, paises com elevados casos de TB ¢ a origem das
instituigdes. Cerca de 81% dos manuscritos apresentam ensaios in vitro, indicando que ha possiveis barreiras para
seguimento dos estudos nas fases de desenvolvimento de farmacos.

Conclusodes: Destaca-se aqui a apresentacdo de um cenario novo de pesquisas de descobertas de novos farmacos
antimicobacterianos, a fim de contribuir com fatores que facilitem e promovam mais produgdes sobre a tematica
e que reflitam na busca de novas ferramentas de combate a tuberculose.

Palavras-chave: tuberculose, produtos bioldgicos, dados bibliométricos, PubMed, recursos marinhos

Conflito de Interesse: Os autores declaram que ndo houve conflito de interesse

Autor correspondente: Daniela Fernandes Ramos. E-mail: daniferamos@gmail.com; Tel.: +
55 53 3237-4634; Nucleo de Desenvolvimento de Novos Farmacos - NUDEFA, Rua General
Osorio, s/n°, Campus Saude, 2° andar. Rio Grande, Rio Grande do Sul - Brasil. CEP: 96.200-
400.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, que
afeta cerca de 33% da populagio mundial'. Apesar da redugio de 15% na mortalidade alcancada
entre 2015 e 2019, dados de 2021 revelam um aumento nas mortes causadas pela doenca de
mais de 1,6 milhdo de pessoas em todo o mundo, o que a torna a principal causa de morte por
um Unico agente infeccioso no planeta. Por isso, a doenca ¢ atualmente considerada uma das
prioridades a serem combatidas pela Organiza¢io Mundial da Saade* Além disso, no contexto
terapéutico da doenga, obstaculos como tempo prolongado de terapia e efeitos colaterais
prejudiciais e desconfortaveis causam falhas na adesdo ao tratamento, o que aumenta os custos

em saude e favorece o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia >*°.

A bioprospec¢ao de compostos antimicrobianos destaca-se nesse cenario como um
caminho consolidado e promissor, onde cerca de 48% dos medicamentos aprovados no mundo
entre 1980 e 2019 sdo produtos naturais ou derivados °. Devido a esse histérico de sucessos, a
busca por candidatos a fArmacos antituberculose ndo s6 permanece em destaque nas pesquisas,

como também se expande nos estudos de metabdlitos de espécies costeiras e marinhas’ %% 19,

Os produtos naturais marinhos (PNM), embora menos explorados do que os produtos
naturais terrestres, apresentam vantagem comparativa em termos de novidade das estruturas
quimicas'"'?. Além disso, a taxa de sucesso de produtos naturais marinhos como fonte de
formacos corresponde a 1 em cada 3500 compostos avaliados®, enquanto a média geral de

compostos sintéticos na indistria atinge 1 em cada 5000 compostos 3.

No contexto exploratério de PNM com acao antimicobacteriana, apesar do sucesso
exibido nos estudos, hd escassez de andlises de producdo das pesquisas e tendéncias globais

sobre a tematica. Assim, um estudo de analise bibliométrica apresenta-se como uma abordagem
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eficaz na avaliacdo quantitativa de artigos académicos, permitindo aos pesquisadores explorar
a progressdo de campos especificos. E uma ferramenta que avalia o crescimento, a

produtividade e os padrdes gerais de publicagdes relacionadas a um tema especifico '* 1°,

Nas ciéncias da saude, estas pesquisas promovem um papel relevante na determinagdo
de previsdes, motivando os investigadores a identificar paises e institui¢des lideres, bem como
4reas que necessitam de avancos '¢. Pretende-se aqui, fornecer dados que servirdo como fonte
fundamental de informagdes para futuras comparacgdes e avaliagdes. Desta forma, o objetivo
deste estudo consistiu em analisar perfis, tendéncias e avancos de pesquisas de PNM com agao

antimicobacteriana.

METODOS

Este estudo trata-se de uma analise bibliométrica elaborada seguindo o método proposto
por outros estudos'®, 7 com algumas alteragdes. A base de dados PubMed foi escolhida para a
selecdo dos artigos cientificos. A estratégia de busca utilizada foi selecionada por meio das
plataformas Medical Subject Headings (MeSh) e Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS),
resultando em “Marine and Antimicrobial and Mycobacterium”. Os critérios de selegdo foram
artigos experimentais produzidos entre 1975 e 2023, nos idiomas portugués, inglés ou espanhol,
que utilizassem um produto natural de origem marinha aplicado em ensaios antituberculose in
vitro, in silico, in vivo ou ensaios clinicos. Como critério de exclusdo, os artigos que nao

utilizaram Mycobacterium tuberculosis ou qualquer constituinte da bactéria como alvo de

ensaios antimicrobianos ou revisoes.

Inicialmente, os artigos encontrados foram classificados de acordo com as informagdes
contidas no titulo e resumo. Apds, uma leitura na integra foi realizada com o objetivo de

certificar as informacgdes presentes no titulo e resumo. Dessa forma, foram elencados os
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manuscritos cujo contetido respondia a seguinte pergunta: Neste artigo ¢ apresentado métodos
e resultados de ensaios antimicrobianos de produtos naturais marinhos frente a M. tuberculosis?
Para a andlise dos dados, utilizou-se o programa VOSviewer versdo 1.6.18 utilizado para
construir imagens das relagdes entre autores e palavras-chave de suas publica¢des ao longo do

tempo.
Os trabalhos selecionados foram analisados quanto:

e Ao periodo das publicacdes;

e Ao nUmero de autores e as relagdes entre si;

e AsrelacBes de parceria entre os paises das instituicdes envolvidas;
e A natureza dos ensaios realizados;

e Aos tipos e frequéncia de palavras-chave mais utilizadas.

RESULTADOS

Utilizando a estratégia de busca na plataforma PubMed foram encontrados 305
documentos. A partir desses dados, 105 artigos contemplaram os critérios de inclusdao. Foram
identificados 628 autores pertencentes a instituigdes de 39 paises e 490 palavras-chave. Os 105

manuscritos selecionados estao presentes na Tabela 1 do Suplemento.

Ao analisar as publicagdes ao longo do tempo, o nimero de produgdes cientificas sofreu
alteragdes nas ultimas décadas, principalmente na maior queda entre 2020 e 2022 (Figura 1),
representando um decréscimo de 45%. Isso pode ser justificado pelo surgimento da pandemia
causada pelo novo coronavirus (SARS-COV-2), a COVID-19 (Coronavirus disease). Além
disso, o numero de producdes de acesso aberto teve apresentaram um pico de crescimento

somente em 2019.

Figura 1: Publicacdo por ano e tipo de acesso
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110
111 As produgdes dos autores apresentaram uma distribuicdo que corresponde a 81% dos

112 daqueles com apenas um artigo publicado na area de produtos naturais marinhos anti-TB,
113 seguida de 11,4% para autores com 2 artigos publicados, 4,4% para autores com trés artigos
114  publicados e 3,2% para autores com 4 ou mais artigos publicados.

115 A Figura 2 mostra a presenca de clusters de relacionamento entre os autores € o ano de

116  inicio das publicagdes pelo VOS Viewer.
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Figura 2: Visualizacdo em clusters dos autores presentes no resultado da busca realizada, suas relagdes e

118 periodos de publicagdo.
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119
120 Embora o cluster de "Reyes, " apresente publicacdes recentes, proximas a década de
121 2020, é possivel notar que possui um dos maiores nimeros de publicagdes e sem relagdo com
122 outros clusters com producdes mais antigas. Diferente de autores como "Wang, J"; "De la Cruz,
123 M"; "Franzblau, SG"; "Tasdemir, D" e "Rodriguez, Ad" que estdo presentes no mesmo cluster
124 e comegaram a ser publicados antes de 2005, que até entdo este tltimo citado € o maior cluster
125  de rede de autores sobre o assunto.
126 Os paises presentes nas produgdes sao mostrados na tabela 1S (material suplementar).
127  EUA, China, India, Reino Unido e Espanha lideram as origens das institui¢des nos artigos. No
128  entanto, ¢ notavel que EUA, Reino Unido e Espanha atingiram cerca de 30% das produgdes
129  com centros de pesquisa de diferentes paises em um mesmo estudo. Mas, a China representa o
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145

pais com a maior producdo de artigos sem parceria com outras instituicdes estrangeiras, uma

producdo quase trés vezes maior do que seu numero de artigos com parcerias (Figura S2).

Artigos que apresentam unicamente ensaios in vifro representaram cerca de 81% da
busca, seguido dos manuscritos com ensaios in silico ¢ in vitro, equivalente a 13,3%. Somente
3,8% dos artigos apresentam apenas ensaios in silico e publicagdes com ensaios in vitro € in

vivo atingiu 1,9% das buscas (Figura 3).

Figura 3: Métodos utilizados para avaliagdo antimicobacteriana presentes nos artigos
cientificos incluidos na analise

[
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In silico In silico/In vitro In vitro In vitro/In vivo Invivo Clinical assay

As palavras-chave mais utilizadas estdo presentes na figura 1S (material suplementar).
onde ¢ possivel notar as diferencas entre as determinadas pelo autor e as registradas no

vocabuldrio MeSH em graficos de barras.

DISCUSSAO
As publicacdes ao longo do tempo, apresentaram crescimentos de forma a atingir um

apice em 2019, no entanto, sofreram declinio no ano posterior. Um estudo identificou uma
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diminui¢do significativa em artigos fora do tema COVID-19 publicados durante o periodo
pandémico iniciado em 2020, onde identificaram uma diminui¢do de 18% em revistas no
intervalo observado'®. O mesmo estudo simulou que, em determinadas revistas, a producio de
artigos de revistas da area de medicina chegaria a mais de 1600 trabalhos se ndo houvesse
pandemia do novo coronavirus. Além disso, o numero de casos diagnosticados de tuberculose
durante o periodo pandémico diminuiu em até 37% nos 10 paises com alta carga de

tuberculose!®, além dos impactos no investimento no combate 3 TB no mundo?’.

Publicagdes em periddicos de acesso aberto sdo artigos cientificos disponiveis
gratuitamente para leitura e até mesmo para compartilhamento. Nas ciéncias da satude, artigos
em acesso aberto sdo componentes essenciais para investigacdo ¢ tomada de decisdo,
permitindo a reprodutibilidade dos métodos e reduzindo a duplicagdo de estudos por meio da

otimizagio do tempo e da qualidade da pesquisa®'.

Apesar do maior percentual de documentos em acesso fechado, observa-se que os picos
no nimero de artigos em acesso aberto aparecem a partir de 2009, com maior pico em 2019.
Concomitantemente, o nimero de revistas cientificas médicas de acesso aberto aumentou
drasticamente, passando de 22 revistas registradas na PubMed em 2002 para mais de 1700 em
202122 Isso se deve a fatores como a mudanca dos periddicos para as versdes on-line, que
reduziram os custos de publicagdo no inicio do século XXI, o surgimento das agéncias de
fomento, a necessidade de acesso a artigos biomédicos como chave central para a tomada de
decisdo em satde e também do grande interesse em redirecionar os custos da acessibilidade das

pesquisas publicadas para os autores ou financiadores®>.

Ao analisar as relagdes entre os paises das institui¢des dos artigos apresentado na figura
3, duas consideragdes importantes podem ser observadas: os paises representados por barras

coloridas possuem elevados casos de tuberculose e apresentam regides estratégicas para a
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prospecgdo de produtos naturais marinhos. Nagdes como India, China, Brasil, Indonésia, entre
outros, apresentam elevados dados de tuberculose®, ao passo que estdo localizados em regides
conhecidas como hotspots de biodiversidade, que os classificam como ricos em diversidade de
espécies e que também estdo ameacadas de extingdo®?,

Ambas as caracteristicas atraem paises com maiores recursos em pesquisa de novos
farmacos, como EUA e Reino Unido. Em contrapartida, a China, além de apresentar alto
investimento em pesquisas de desenvolvimento de novos farmacos (mais de 180 milhdes entre
2010 e 2016)*, detém niimeros elevados de casos de tuberculose e ainda se encontra em uma
regido de hotspot marinho®?*,

A India liderou as taxas de incidéncia de tuberculose em 2021 com mais de 2 milhdes
de casos registrados, seguido da Indonésia e Filipinas com 1 milhdo de casos, Africa do Sul e
Nigéria com 500 mil e Brasil com 100 mil casos notificados®. Além disso, alguns desses paises
estdo incluidos em regides de alta concentragao de espécies marinhas ainda desconhecidas pela
ciéncia, como a regido da Sondalandia e Wallacea, que compreendem as dimensdes entre a Asia
e Oceania. Ambas concentram a maior regido de hotspots marinhos do planeta,. O Brasil, ainda
que ndo inserido em um hotspot marinho, apresenta uma das maiores diversidades de

ecossistemas costeiros em seu territorio de dimensdes continentais 2 %7,

Assim como encontrado na pesquisa de produtos naturais vegetais, a maioria dos
estudos antimicobacterianos de produtos naturais marinhos se detém majoritariamente nas fases
pré-clinicas, principalmente nos estudos in vitro. Ha alguns fatores que promovem a retencao
estudos de produtos naturais candidatos a farmacos, como a complexidade da obten¢do dos
compostos, que demanda quantidades elevadas de material para avaliagdo farmacologica e o
minimo possivel de oscilagdes de parametros ambientais da espécie produtora, a
inadequabilidade das propriedades farmacocinéticas, como por exemplo a baixa

biodisponibilidade, absor¢ao ou metabolismo acelerado, a alta instabilidade dos extratos, que
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comumente apresenta precipitagdes, imiscibilidade em solventes, reacdes de hidrdlise,

oxidagdo em curtos periodos de tempo, além de outros obstaculos?®2°.

No cenério da pesquisa de produtos naturais antimicobacterianos, ha ainda mais
barreiras. Devido ao elevado risco de trabalho envolvendo agente infeccioso de alta
patogenicidade, sdo necessarios ambientes laboratoriais de nivel 3 de biosseguranca para
execucdo dos ensaios antimicrobianos com M. tuberculosis, o que reduz a produgdo de
manuscritos com métodos que envolvem diretamente o manuseio da bactéria. Além disso, os
ensaios in vitro antituberculose com M. tuberculosis exigem meios de cultura e suplementos de
alto custo, e as cepas apresentam lento crescimento microbiano, tornando a pesquisa ainda mais

desafiadora®®?!,

A principal palavra-chave, com maior ocorréncia e presenga nas trés classificagdes
(Figura S1) encontrada foi “Mycobacterium tuberculosis”. Além disso, a maioria das palavras
chave selecionadas estdo registradas no MeSH, no entanto, ¢ observado que hé auséncia de
palavras-chave representativas de produtos naturais marinhos, encontrada apenas nas palavras-
chave utilizadas nos estudos escolhidas pelo do autor. O Termo “produto natural marinho”
apesar de ndo ser recente, cuja data mais antiga encontrada na Pubmed aproxima-se de 1980,

passou a ser mais utilizado com mais frequéncia em 2002.

As palavras-chave sdo componentes importantes para o desenvolvimento de uma
pesquisa bibliografica de qualidade®’. O MeSH ¢é uma linguagem controlada criada pela
biblioteca nacional de medicina dos Estados Unidos da América, com o objetivo de permitir o
uso de terminologia comum em inglés. A caréncia de termos relacionados a produtos naturais
marinhos enfatiza a falta de padronizacdo de uma estratégia de busca do tema, prejudicando a

coleta de dados ¢ informacgdes sobre estudos da area.
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CONCLUSAO

Esta andlise bibliométrica descreveu tendéncias na investigacao global sobre produtos
naturais marinhos com a¢ao antituberculose entre 1975 e 2023. Os resultados discutidos nesse
trabalho revelam observacgdes e caracteristicas que permeiam € moldam o perfil de produgao de
estudos sobre o referido tema de busca. Apesar das limitagdes como uma quantidade
relativamente baixa de artigos encontrados, ¢ a realizacdo da busca somente em uma base de
dados, os dados encontrados implicam significativamente no campo de produtos naturais
marinhos com ag¢do antituberculose, como a identificagdo de relagdes geograficas e
epidemioldgicas entre os paises envolvidos e os motivos da retencdo dos estudos encontrados
nas fases pré-clinicas de desenvolvimento de firmacos. Portanto, destaca-se aqui a apresentagao
de um cenario novo de pesquisas de descobertas de novos farmacos antituberculose, a fim de
contribuir com fatores que facilitem e promovam mais produgdes sobre a tematica e que

reflitam na busca de novas ferramentas de combate a doenca.
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SUPLEMENTO: A pesquisa global de produtos naturais marinhos antituberculose: uma analise bibliométrica

Tabela S1: Literatura selecionada para analise bibliométrica de produtos naturais marinhos antimicobacterianos

Ano  Autores Nome Pais Revista Acesso
1975 Sims, JJ Antimicrobial agents from marine algae. Estados Unidos da América Antimicrob Agents  Aberto
Chemother.

1997  Gerard Massetolides A-H, antimycobacterial cyclic depsipeptides Canada J Nat Prod. Fechado
produced by two pseudomonads isolated from marine habitats.

1999 Rodriguez Novel antimycobacterial benzoxazole alkaloids, from the west Porto Rico Org Lett. Fechado
Indian Sea whip Pseudopterogorgia elisabethae.

2000 Rodriguez A marine diterpene with a novel tetracyclic framework from the  Porto Rico Org Lett. Fechado
West Indian gorgonian octocoral Pseudopterogorgia elisabethae.

2000 Konig Assessment of antimycobacterial activity of a series of mainly Alemanha Planta Med. Fechado
marine derived natural products. Estados Unidos da América

2000 Mangalindan Filipinas Planta Med. Fechado
Agelasine F from a Philippine Agelas sp. sponge exhibits in Estados Unidos da América
vitro antituberculosis activity.

2002  Nicholas Bromotyrosine-derived natural and synthetic products as Estados Unidos da América Bioorg Med Chem  Fechado
inhibitors of mycothiol-S-conjugate amidase. Lett.

2003  Nicholas Inhibition and kinetics of mycobacterium tuberculosis and Estados Unidos da América Bioorg Med Chem. Fechado
mycobacterium smegmatis mycothiol-S-conjugate amidase by
natural product inhibitors.

2004  Carballeira Porto Rico Lipids. Fechado
2-methoxylated fatty acids in marine sponges: defense
mechanism against mycobacteria?

2004  Pettit Antineoplastic agents. 499. Synthesis of hystatin 2 and related Estados Unidos da América J Med Chem. Fechado
1H-benzo[de][1,6]-naphthyridinium salts from aaptamine.

2004  Davis Estados Unidos da América J Org Chem. Fechado
Microcionamides A and B, bioactive peptides from the Filipinas
philippine sponge Clathria (Thalysias) abietina.

2004  Oliveira Brasil J Nat Prod. Fechado
Ingenamine G and cyclostellettamines G-I, K, and L from the Alemanha

new Brazilian species of marine sponge Pachychalina sp.
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2005 Bakkestuen Synthesis and antimycobacterial activity of agelasine E and Noruega Org Biomol Chem.  Fechado
analogs.

2006  Oliveira et al. Antimycobacterial brominated metabolites from two species of  Brasil Planta Med. Fechado
marine sponges.

2007  Tasdemir Reino Unido Bioorg Med Chem. Fechado
Marine natural products from the Turkish sponge Agelas Turquia
oroides that inhibit the enoyl reductases from Plasmodium Suica
falciparum, Mycobacterium tuberculosis and Escherichia coli. Estados Unidos da América

2007  Proszenyéak Synthesis, antimicrobial and antineoplastic activities for Noruega Arch Pharm Fechado
agelasine and agelasimine analogs with a beta-cyclocitral Suécia (Weinheim).
derived substituent.

2007  Suntornchashwej  Malyngamide X: the first (7R)-lyngbic acid that connects to a Tailandia Chem Asian J. Fechado
new tripeptide backbone from the Thai sea hare Bursatella Japdao
leachii.

2008  Arai Halicyclamine A, a marine spongean alkaloid as a lead for anti-  Jap&o Bioorg Med Chem. Fechado
tuberculosis agent. Estados Unidos da América

2008  Azevedo Comparative cytotoxic and anti-tuberculosis activity of Brasil Comp Biochem Fechado
Aplysina caissara marine sponge crude extracts. Physiol C Toxicol

Pharmacol.

2008  Zhang China Chem Biodivers. Fechado
Isolation, Structure elucidation, and antimycobacterial
properties of dimeric naphtho-gamma-pyrones from the marine-
derived fungus Aspergillus carbonarius.

2008  Wei Synthesis and in vitro biological evaluation of ring B abeo- Estados Unidos da América Bioorg Med Chem  Aberto
sterols as novel inhibitors of Mycobacterium tuberculosis. Lett.

2009 Chlipala Investigation of antimicrobial and protease-inhibitory activity Estados Unidos da América Pharm Biol. Aberto
from cultured cyanobacteria.

2010  Allmendinger Antiprotozoal, antimycobacterial and cytotoxic potential of Reino Unido Phytother Res. Fechado
twenty-three British and Irish red algae. Suica

2010  Pruksakorn Japdo Bioorg Med Chem  Fechado
Trichoderins, novel aminolipopeptides from a marine sponge- Estados Unidos da América Lett.
derived Trichoderma sp., are active against dormant Africa do Sul
mycobacteria.

2010  Spavieri Antiprotozoal, antimycobacterial and cytotoxic potential of Reino Unido Phytother Res. Fechado
some british green algae. Suica
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2011 Roggen Antimicrobial and antineoplastic activities of agelasine analogs ~ Noruega Arch Pharm Fechado
modified in the purine 2-position. Suécia (Weinheim).

2011  Montaser Estados Unidos da América Phytochemistry. Aberto
Pitipeptolides C-F, antimycobacterial cyclodepsipeptides from
the marine cyanobacterium Lyngbya majuscula from Guam.

2011 Montaser Pitiprolamide, a proline-rich dolastatin 16 analogue from the Estados Unidos da América J Nat Prod. Aberto
marine cyanobacterium Lyngbya majuscula from Guam.

2011  Suzgeg-Selguk Evaluation of Turkish seaweeds for antiprotozoal, Turquia Phytother Res. Fechado
antimycobacterial and cytotoxic activities. Suica

Reino Unido

2011 Pan Antimycobacterial activity of fusaric acid from a mangrove China Arch Pharm Res. Fechado
endophyte and its metal complexes.

2012 Raneetal. Synthesis and evaluation of novel 1,3,4-oxadiazole derivatives india Bioorg Med Chem  Fechado
of marine bromopyrrole alkaloids as antimicrobial agent. Lett.

2012  McCulloch Evaluation of pseudopteroxazole and pseudopterosin derivatives Canada Mar Drugs. Aberto
against Mycobacterium tuberculosis and other pathogens.

2012  McCracken Synthesis and antimalarial and antituberculosis activities of a Nova Zelandia Bioorg Med Chem.  Aberto
series of natural and unnatural 4-methoxy-6-styryl-pyran-2- Suica
ones, dihydro analogues and photo-dimers. Estados Unidos da América

2012  Song Brevianamides with antitubercular potential from a marine- China Org Lett. Fechado
derived isolate of Aspergillus versicolor. Austrélia

2012 Kottakota Synthesis and biological evaluation of purpurealidin E-derived  Austrélia J Nat Prod. Fechado
marine sponge metabolites: aplysamine-2, aplyzanzine A, and Estados Unidos da América
suberedamines A and B. Reino Unido

2013 Wang China Molecules. Aberto
Anti-mycobacterial activity of marine fungus-derived 4-
deoxybostrycin and nigrosporin.

2013 Chen Three antimycobacterial metabolites identified from a marine- China Appl Microbiol Fechado
derived Streptomyces sp. MS100061. Biotechnol.

2013  Giltrap Austrélia Mar Drugs. Aberto
Total synthesis of fellutamide B and deoxy-fellutamides B, C,
and D.

2013  Avilés Two rare-class tricyclic diterpenes with antitubercular activity Porto Rico J Org Chem. Aberto

from the Caribbean sponge Svenzea flava. Application of
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vibrational circular dichroism spectroscopy for determining
absolute configuration.

2014 Canché México Mar Drugs. Aberto
Synthesis and anti-tuberculosis activity of the marine natural
product caulerpin and its analogues.

2014 Lin Structure and activity of lobophorins from a turrid mollusk- Estados Unidos da América J Antibiot (Tokyo). Aberto
associated Streptomyces sp. Filipinas

2014  Murali Denigrins A-C: new antitubercular 3,4-diarylpyrrole alkaloids india Nat Prod Res. Fechado
from Dendrilla nigra.

2015  Arai Japao Bioorg Med Chem. Fechado
Anti-dormant mycobacterial activity and target analysis of
nybomycin produced by a marine-derived Streptomyces sp.

2015  Garrisom Halogenated Phenazines that Potently Eradicate Biofilms, Estados Unidos da América Angew Chem Int Fechado
MRSA Persister Cells in Non-Biofilm Cultures, and Ed Engl.
Mycobacterium tuberculosis.

2015 Daletos Alemanha J Nat Prod. Fechado
Callyaerins from the Marine Sponge Callyspongia aerizusa: Holanda
Cyclic Peptides with Antitubercular Activity. China

2015 Yadav Synthesis, antimalarial and antitubercular activities of india Eur J Med Chem. Fechado
meridianin derivatives. Arébia Saudita

Estados Unidos da América

2016 Wang Nova Zelandia J Nat Prod. Fechado
Biologically Active Acetylenic Amino Alcohol and N- Franca
Hydroxylated 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carboline Constituents of
the New Zealand Ascidian Pseudodistoma opacum.

2016 Huang Anti-MRSA and anti-TB metabolites from marine-derived Egito Appl Microbiol Fechado
Verrucosispora sp. MS100047. China Biotechnol.

Nigéria

2016 Barbie Total synthesis of cyclomarins A, C and D, marine cyclic Alemanha Org Biomol Chem.  Fechado
peptides with interesting anti-tuberculosis and anti-malaria
activities.

2016  Visamsetti Penicillium chrysogenum DSOA associated with marine sponge  India Microbiol Res. Fechado
(Tedania anhelans) exhibit antimycobacterial activity.

2016 Chen China Med Chem. Fechado

Identification of Bostrycin Derivatives as Potential Inhibitors of
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Mycobacterium tuberculosis Protein Tyrosine Phosphatase
(MptpB).

2016  Nieves Natural product-based synthesis of novel anti-infective Estados Unidos da América Bioorg Med Chem  Aberto
isothiocyanate- and isoselenocyanate-functionalized Porto Rico Lett.
amphilectane diterpenes.

2017  Felix etal. Selective Killing of Dormant Mycobacterium tuberculosis by Estados Unidos da América Antimicrob Agents  Aberto
Marine Natural Products. Chemother.

2017  Chen Sclerotiorin inhibits protein kinase G from Mycobacterium China Tuberculosis Fechado
tuberculosis and impairs mycobacterial growth in macrophages. (Edinb).

2017 Luo Antituberculosis compounds from a deep-sea-derived fungus China Nat Prod Res. Fechado
Aspergillus sp. SCSIO Ind09F01.

2017  Williams Aminorifamycins and Sporalactams Produced in Culture by a Canada Org Lett. Fechado
Micromonospora sp. Isolated from a Northeastern-Pacific Filipinas
Marine Sediment Are Potent Antibiotics.

2017 Ma Biosynthesis of ilamycins featuring unusual building blocks and ~ China Nat Commun. Aberto
engineered production of enhanced anti-tuberculosis agents.

2018  Lauritano Italia Sci Rep. Aberto
First identification of marine diatoms with anti-tuberculosis Espanha
activity.

2018  Perez-Bonilla Espanha Mar Drugs. Aberto
Phocoenamicins B and C, New Antibacterial Spirotetronates
Isolated from a Marine Micromonospora sp.

2018 Hu Identification and Proposed Relative and Absolute China J Nat Prod. Fechado
Configurations of Niphimycins C-E from the Marine-Derived
Streptomyces sp. IMB7-145 by Genomic Analysis.

2018 Chokpaiboon Salicylaldehyde and dihydroisobenzofuran derivatives from the  Tailandia Nat Prod Res. Fechado
marine fungus Zopfiella marina.

2018  Simithy Mechanism of irreversible inhibition of Mycobacterium Estados Unidos da América Biochim Biophys Fechado
tuberculosis shikimate kinase by ilimaquinone. Reino Unido Acta Proteins

Proteom.

2018 Dai China Phytochemistry. Fechado
Peptides from the Soft Coral-associated Fungus Simplicillium
sp. SCS10412009.

2018 Andrade Antitubercular and anti-inflammatory properties screening of Portugal Future Med Chem.  Fechado
natural products from Plectranthus species. Italia
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2019  Felix etal. Plakinamine P, A Steroidal Alkaloid with Bactericidal Activity = Estados Unidos da América Mar Drugs. Aberto
against Mycobacterium tuberculosis. Brasil

2019 Carretero-Molina  New Napyradiomycin Analogues from Streptomyces sp. Strain ~ Espanha Mar Drugs. Aberto

et al. CA-271078.

2019 Caoetal. Antimicrobial Lavandulylated Flavonoids from a Sponge- Vietna Mar Drugs. Aberto
Derived Streptomyces sp. G248 in East Vietnam Sea. Estados Unidos da América

2019 Martinez Amphidinol 22, a New Cytotoxic and Antifungal Amphidinol Italia Mar Drugs. Aberto
from the Dinoflagellate Amphidinium carterae. Reino Unido

2019  Sudomova Cazaquistéo Mar Drugs. Aberto
A Microbiological, Toxicological, and Biochemical Study of the Chile
Effects of Fucoxanthin, a Marine Carotenoid, on Roménia
Mycobacterium tuberculosis and the Enzymes Implicated in Its  Ird
Cell Wall: A Link Between Mycobacterial Infection and Republica Checa
Autoimmune Diseases.

2019 Kiefer Alemanha Chemistry. Fechado
Synthesis of New Cyclomarin Derivatives and Their Biological
Evaluation towards Mycobacterium Tuberculosis and
Plasmodium Falciparum.

2019 Quan Bengamides display potent activity against drug-resistant Australia Sci Rep. Aberto
Mycobacterium tuberculosis. india

2019 Brand Desertomycin G, a New Antibiotic with Activity against Espanha Mar Drugs. Aberto
Mycobacterium tuberculosis and Human Breast Tumor Cell
Lines Produced by Streptomyces althioticus MSM3, Isolated
from the Cantabrian Sea Intertidal Macroalgae Ulva sp.

2019 Sharma India Mol Biol Rep. Fechado
Elucidation of marine fungi derived anthraquinones as
mycobacterial mycolic acid synthesis inhibitors: an in silico
approach.

2019 Ding China Mar Drugs. Aberto
Production of New Antibacterial 4-Hydroxy-a-Pyrones by a
Marine Fungus Aspergillus niger Cultivated in Solid Medium.

2019 Kim Coreia do Sul Biomolecules. Aberto

Characterization of the Ohmyungsamycin Biosynthetic Pathway
and Generation of Derivatives with Improved Antituberculosis
Activity.
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2020 Oliveira et al. Diterpenoids isolated from the Samoan marine sponge Canada J Antibiot (Tokyo). Fechado
Chelonaplysilla sp. inhibit Mycobacterium tuberculosis growth.  Estados Unidos da América

2020 Liangetal. Discovery of an Isothiazolinone-Containing Antitubercular Canada J Org Chem. Fechado
Natural Product Levesquamide.

2020 Dinarvand et al. Pharmacodynamic Functions of Synthetic Derivatives for Austrélia Front Microbiol. Aberto
Treatment of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) and Mycobacterium tuberculosis.

2020 Sunetal. Antitubercular Ilamycins from Marine-Derived Streptomyces China J Nat Prod. Fechado
atratus SCSIO ZH16 AilaR.

2020  Sumii et al. Japao Tetrahedron Lett. Aberto
3-(Phenethylamino)demethyl(oxy)aaptamine as an anti-dormant  Estados Unidos da América
mycobacterial substance: Isolation, evaluation and total Indonésia
synthesis.

2020 Lauritano First evidence of anticancer and antimicrobial activity in Italia Sci Rep. Aberto
Mediterranean mesopelagic species.

2020  Garcia-Davis Antimycobacterial Activity of Laurinterol and Aplysin from Espanha Mar Drugs. Aberto
Laurencia johnstonii. México

2020 Liu Bioactive Metabolites from the Deep-Sea-Derived Fungus China Mar Drugs. Aberto
Diaporthe longicolla FS429.

2020  Kumar Fatty acids-carotenoid complex: An effective anti-TB agent india J Ethnopharmacol.  Fechado
from the chlorella growth factor-extracted spent biomass of
Chlorella vulgaris.

2020 Waghmode Exploring the Pharmacological Potentials of Biosurfactant india Curr Microbiol. Fechado
Derived from Planococcus maritimus SAMP MCC 3013.

2021 Oluwabusola Isolation and characterization of new phenolic siderophores with  Reino Unido Beilstein J Org Aberto
antimicrobial properties from Pseudomonas sp. UIAU-6B. Espanha Chem.

Nigéria
Africa do Sul

2021 Intaradom Chromone derivatives, R- and S- taeniolin, from the marine- Tailandia Nat Prod Res. Fechado
derived fungus Taeniolella sp. BCC31839.

2021 Chao Targeted Isolation of Asperheptatides from a Coral-Derived China Fechado
Fungus Using LC-MS/MS-Based Molecular Networking and Reino Unido

Antitubercular Activities of Modified Cinnamate Derivatives.




2021 Chen Identification of fusarielin M as a novel inhibitor of China Bioorg Chem. Fechado
Mycobacterium tuberculosis protein tyrosine phosphatase B
(MptpB).

2021 Liu A new antibacterial chromone from a marine sponge-associated  China Fitoterapia. Fechado
fungus Aspergillus sp. LS57.

2021 Wang Structures and absolute configurations of phomalones fromthe ~ China Org Biomol Chem.  Fechado
coral-associated fungus Parengyodontium album sp. SCSIO
40430.

2022 Ramos et al. Chemical Profile and Antimicrobial Activity of the Marine Brasil Chem Biodivers. Fechado
Diatom Chaetoceros muelleri.

2022  Sumii Study of the Structure-Activity Relationship of an Anti-Dormant Japao Mar Drugs. Aberto
Mycobacterial Substance 3-
(Phenethylamino)Demethyl(oxy)aaptamine to Create a Probe
Molecule for Detecting Its Target Protein.

2022  Quintero In vitro biological activity of extracts from marine bacteria Alemanha J Appl Microbiol. Fechado
cultures against Toxoplasma gondii and Mycobacterium Colombia
tuberculosis.

2022  kokkKini Espanha Mar Drugs. Aberto
Exploring Micromonospora as Phocoenamicins Producers.

2022  Sahile Screening of diverse marine invertebrate extracts identified Holanda J Antibiot (Tokyo). Fechado
Lissoclinotoxin F, Discodermin B, and other anti- Canada
Mycobacterium tuberculosis active compounds.

2022  Song China Mar Drugs. Aberto
Unique Cyclized Thiolopyrrolones from the Marine-Derived
Streptomyces sp. BTBU20218885.

2023  Rodriguez et al. Identification and Characterization of Three New Antimicrobial ~Alemanha Int J Mol Sci. Aberto
Peptides from the Marine Mollusk Nerita versicolor (Gmelin, Cuba
1791).

2023  Nalli Bacillibactin class siderophores produced by the endophyte India Lett Appl Fechado
Bacillus subtilis NPROOT3 as antimycobacterial agents. Microbiol.

2023  Zhao (+)-Dibrevianamides Q1 and Q2, the key precursors of China Appl Microbiol Fechado
asperginulin A from a marine-derived fungus. Biotechnol.

2023  Khatri Isolation and Characterization of Anti-Mycobacterial Natural Estados Unidos da América J Nat Prod. Aberto

Products from a Petrosia sp. Marine Sponge.

Fiji

75



2023  Alanzi Computational evaluation of marine demospongiae sponges Arébia Saudita IntJ Fechado
metabolites activity as mycolic acid biosynthesis inhibitors in Mycobacteriol.
Mycobacterium tuberculosis.

2023 Fu China Mar Drugs. Aberto
Marine-Fungi-Derived Gliotoxin Promotes Autophagy to
Suppress Mycobacteria tuberculosis Infection in Macrophage.

2023  Kokkini New Phocoenamicin and Maklamicin Analogues from Cultures  Espanha Mar Drugs. Aberto
of Three Marine-Derived Micromonospora Strains.

2023  Arokia Identification of the Seaweed Metabolites as Potential Anti- india Curr Microbiol. Fechado

tubercular Agents Against Human Pantothenate synthetase: An
In Silico Approach.

Arabia Saudita
Estados Unidos da América

76
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Figura S1: Diagrama de Sankey das relagdes de autores correspondentes e demais autores dos respectivos manuscritos
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Figura S2: Frequéncia e classificagdo das palavras-chave identificadas nos artigos
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MANUSCRITO 3
Lipidios antimicobacterianos de Schinus terebinthifolius: ensaios in silico e in vitro
Artigo a ser submetido em lingua inglesa, a definir revista.

A versao em lingua portuguesa encontra-se nas paginas seguintes desta dissertagao.
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Lipidios antimicobacterianos de Schinus terebinthifolius: ensaios in silico e in vitro

Rodolfo Moreira Baptista!, Marcelle Oliveria Garcia!, Manuel Macedo de Souza?, César Serra
Bonifacio Costa?, Karina dos Santos Machado®, Marcelo Gongalves Montes D’oca®, Rafael

Garrett Dolatto*, Pedro Eduardo Almeida Silva’, Daniela Fernandes Ramos!

! Laboratdrio de Bioprospeccéo de Produtos Naturais Costeiros, Universidade Federal do Rio Grande, Rio
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2Laboratério de Biotecnologia de Haldfitas, Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande RS, Brasil;
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“Laboratdrio Kolbe de Sintese Organica, Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR, Brasil;

SNucleo de Pesquisa em Microbiologia Médica, Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS, Brasil;

RESUMO

Os ecossistemas costeiros sao fontes de espécies de plantas halofitas, que desenvolvem
produtos bioldgicos para garantir sua sobrevivéncia diante de pardmetros estressantes
promovido por esse ambiente. Esses compostos sdo alvos de pesquisas de candidatos a
farmacos no combate a doencas de relevancia mundial, como a tuberculose. Assim, este estudo
avaliou a atividade antimicrobiana de extrato lipidico preparado em cloroformio-metanol (2:1)
da halofita Schinus terebinthifolius frente ao agente causador da tuberculose, Mycobacterium
tuberculosis. Para isso, inicialmente foram realizados ensaios de caracterizagao quimica para
identificacdo dos componentes presentes na amostra. Apds, o extrato foi aplicado em ensaios
in vitro e in silico frente a M. tuberculosis e ao fator de viruléncia da bactéria, a proteina tirosina
fosfatase B (MPTPB). O extrato apresentou majoritariamente os acidos graxos saturados e
insaturados de cadeia longa: 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,Z)- (1), 2-methyloctacosane (2), E-
6-Octadecen-1-ol acetate (4) e (Z)-14-Tricosenyl formate (5) além de um composto terpenoide
Tricyclo[20.8.0.0(7,16)]triacontane, 1(22),7(16)-diepoxy- (3). A concentragao inibitoria minima do
extrato frente a M. tuberculosis foi observada na concentracdo de 400pug/mL. Além disso, os
componentes identificados no extrato também apresentaram interacao no sitio de ligacdo da
proteina MPTPB, principalmente os compostos 1 e 3. Este estudo demonstrou que os lipidios
presentes em uma planta halofita desenvolvida em um ambiente costeiro sdo candidatos

promissores a farmacos antituberculose.
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INTRODUCAO

As Halofitas compreendem um grupo de espécies vegetais que ocupam menos de 2%
da flora mundial. S3o capazes de se desenvolver em habitats de elevada concentragao de sal
nos substratos aos quais se inserem, € em outros fatores estressantes para sua condigdo ideal de
crescimento. Para neutralizar os efeitos estressantes da salinidade, temperatura e ventos fortes
essas espécies desenvolvem mecanismos como isolamento ions em vacuolos, acimulo de
solutos compativeis, sintese e ativacdo de enzimas e sintese de metabolitos secundarios e
substancias vitais que regulam a concentracao intracelular de sais (FLOWERS, 1985, 2008).
Os compostos produzidos por essas plantas tém demonstrado potenciais propriedades
terapéuticas, tornando as uma importante fonte de compostos medicinais (GIODIANO et al.,
2021; RUGALIE et al., 2023; RAHMAN et al., 2021). Tal aspecto desperta grande interesse na
pesquisa de produtos naturais candidatos a farmacos, principalmente na descoberta de classes

de elevada demanda, como a dos antibidticos.

Os ecossistemas costeiros, por apresentar tais pardmetros ambientais, sio uma zona
propicia para o desenvolvimento dessas espécies. Nesse contexto, a espécie nativa da América
do Sul Schinus terebinthifolius (Familia Anacardiaceae), conhecida como aroeira-mansa, ¢ um
destaque promissor (EL-NASHAR et al., 2021; BRASIL, 2014). Na pesquisa
etnofarmacoldgica, os usos de folhas, caules e frutos sdo utilizados na terapia anti-inflamatoria,
anti-cicatrizante e contra infec¢des do aparelho respiratorio, além de promover agdo
expectorante. Consequentemente, extratos da espécie sao utilizados em pesquisas de novos
candidatos a farmacos (VASCONCELOS et al., 2022), como por exemplo em avaliagdes
antimicrobianas de agentes causadores de doengas infeciosas do sistema respiratdrio, como a

tuberculose (ROBLES-ZEPEDA et al., 2013; BERNARDES et al., 2014).

A tuberculose ¢ doenca infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis
que ocasiona grande preocupacao da Organizagdo Mundial da Satide. Responsavel por milhdes
de mortes anuais, a doenga ¢é prevalente em paises emergentes como india, Indonésia e Brasil.
Seu tratamento medicamentoso atual oferece baixa efetividade, pois envolve um longo periodo
de uso e riscos de muitos efeitos colaterais ao paciente (WHO, 2021; 2023). Consequentemente,
tem sido cada vez mais relatado casos de resisténcia de M. tuberculosis aos farmacos
disponiveis atualmente no mercado. Essas caracteristicas tornam a doenca um importante alvo

de combate e impulsionam novas buscas por farmacos e mecanismos de agdo capazes de
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combater a infec¢do e contornar os obstaculos que ocorrem no tratamento (STEPHANIE et al.,

2021).

Nesse contexto, a proteina tirosina fosfatase B secretada por M. tuberculosis (MPTPB),
cuja acdo consiste na intervencdo das vias de sinalizagdo de macréfagos do hospedeiro
garantido a sobrevivéncia intracelular da micobactéria, tem sido destacada em pesquisas de
novas alternativas de combate a tuberculose. A MPTPB mostra-se como um atraente alvo de
inibicdo de M. tuberculosis na infecgao, a auséncia de ortdlogos da proteina em humanos
minimizam os efeitos colaterais. Como sua sintese e liberagdo ocorre exclusivamente no
citoplasma de macréfagos, estudos consideram que sua inibigdo provocaria uma menor pressao
seletiva, reduzindo assim o risco de resisténcia adquirida. Por fim, por se tratar de um fator
excretado pela bactéria, os possiveis candidatos a farmacos ndo necessitariam de ser permeaveis
ao envoltorio celular da bactéria, considerada um obstaculo para compostos ja testados. Além
Além disso, estudos in silico e in vitro de produtos naturais de espécies costeiras exibiram
resultados de inibicdo da proteina, apresentando possiveis alternativas de combate a infec¢ao

(SILVA et al., 2010; DUTTA et al., 2016; KOOUL et al., 2000).

Portanto, a bioprospeccao de produtos naturais da espécie de haldfita S. terebinthifolius
apresenta-se estrategicamente promissora. Apesar de apresentar estudos com agdo
antimicobacteriana de diversas classes da espécie coletada em varias regides costeiras, ndo ha
estudos sobre o a agdo antituberculose do perfil lipidico da aroeira-mansa oriunda de regido
estuarina no extremo sul do Brasil, assim como a auséncia de estudos in silico com a proteina
MPTPB. Assim, pretendeu-se nessa pesquisa investigar a acao antimicobacteriana in vitro € in

silico de lipidios produzidos por S. terebinthifolius frente a M. tuberculosis.

METODOS
Coleta

As folhas de S. terebinthifolius foram coletadas de arvores adultas sadias localizadas na
Estacdo Marinha de Aquicultura da Federal do Rio Grande em Rio Grande, Rio Grande do Sul,
extremo sul do Brasil em abril de 2022 (-32.20394468505128, -52.17789887522545). Foram
secas a temperatura controlada em estufa (50 °C) até estabilidade da massa. Apos foram moidas

em moinho de facas e, em seguida, armazenadas em temperatura ambiente até o uso. Os

82



93
94
95
96
97
98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114

115
116
117
118
119
120
121
122

123

procedimentos de coleta e preparagdo da amostra foram realizados no Laboratorio de
Biotecnologia de Halofitas da Estacdo Marinha de Aquicultura, localizada na Universidade

Federal do Rio Grande, coordenado pelo Prof. Dr. César Serra Bonifacio Costa.

Extracao

O método de extracdo de acidos graxos foi adaptado de Metcalfe, Schmitz e Pelka
(1966), e D'oca et al. (2011). Proporcionalmente, 1g das folhas secas e moidas foram extraidas
em 6 mL de cloroférmio-metanol (2:1) (Dinamica, COD. 1691) com agitagao magnética (200
rpm) em 3 ciclos por 20 minutos. A cada ciclo, a fase organica era renovada e transferida para
outro recipiente, totalizando ao final 18 mL de solucdo extrativa. O contetido foi filtrado,
transferido para um frasco de destilacdo e evaporado em evaporador rotativo (Fisatom, Sao
Paulo, Brasil). Esta etapa foi realizada no Laboratorio do Grupo Kolbe de Sintese Organica, do
Departamento de Quimica localizado na Universidade Federal do Parand, coordenado pelo
Prof. Dr. Marcelo Gongalves Montes D’oca.

Para o ensaio antimicobacteriano, o extrato foi solubilizado em Dimentilsulféxido
(DMSO) 80% de forma a atingir a concentra¢do de 30mg/mL e armazenado sob refrigeragdo e
ao abrigo de luz. No momento de execu¢ao do ensaio, a solu¢do foi novamente diluida em agua

destilada até atingir a concentragdao de 800pug/mL ao final do experimento.

Caracterizacio
Derivatizagao

A esterificacdo dos lipideos presentes na amostra foi realizada segundo o método
proposto por Metcalfe, Schmitz e Pelka (1966). A amostra (preparada conforme item
“Extracao”) foi adicionada em um tubo de ensaio contendo 3 mL de trifluoreto de boro a 14%
em metanol (Sigma-Aldrich®). A mistura foi aquecida em banho-maria a 70 °C por 20 minutos
e lavada em um funil de separacdo com 15 mL de hexano e 20 mL de agua destilada para
recuperar os acidos graxos. As fases organica e aquosa foram entao separadas e a fase organica
contendo os ésteres graxos foi novamente seca em rotaevaporador. Por fim, a amostra de

lipideos seca foi solubilizada em hexano para submissao no equipamento.

Analise no CG-EM
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As determinacdes cromatograficas para fracdes lipidicas esterificadas foram realizadas
por CG-EM. Para tal, foi utilizado cromatoégrafo a gas acoplado a espectrometro de massas
(Shimadzu modelo GC-2010 plus — QP2010 SE) com auto injetor modelo AOC-20i. As
amostras foram injetadas em 1 pL de hexano, em modo split (1:10), sem pulso de pressao e
injetor mantido a 250 °C. A separagdo foi realizada em uma coluna capilar (Varian modelo VX-
Sms, de dimensdes 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) utilizando Hélio analitico 99,999% como gés
de arraste em vazao de 1,30 mL/min. A coluna foi mantida inicialmente a 80 °C seguida por
rampa de aquecimento de 10 °C/min até 180 ° C e nova rampa de 7 °C/min até 300 °C sendo
mantida por 5 min, totalizando 32,14 min de tempo de corrida. As temperaturas de interface e
fonte de ions foram 230 e 280 °C, respectivamente. Os compostos foram monitorados em modo
Fullscan em razdes massa/carga, m/z entre 30 — 500. Por fim, os resultados foram apresentados
em cromatograma e espectros de massa dos compostos majoritdrios determinados pelo seu

tempo de retengdo e pela biblioteca existente no equipamento.

Avaliacao in vitro

Cepa e in6culo

A cepa de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) foi cultivada em Ogawa-Kudoh, por
até 21 dias a 37°C sem fornecimento de CO». A suspensdo da cepa foi preparada em tubo de
vidro contendo esferas de vidro, em agua destilada estéril até obter a escala 1.0 de McFarland
(3 x 10 ® UFC/mL) (Woods et al., 2011). Apds esse processo, para obtencdo do indculo, a
suspensdo foi diluida na propor¢do de 1:20 em caldo Middlebrook 7H9. Os ensaios foram
realizados nos Laboratérios da Area Interdisciplinar de Ciéncias Biomédicas da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), sob rigorosas condi¢des exigidas

para o manejo.

Atividade antimicobacteriana

A atividade antimicobacteriana in vitro foi determinada de acordo com o ensaio REMA
(Resazurin Microtiter Assay) seguindo o método de Palomino e colaboradores (2002). Para
determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) dos compostos foram utilizadas

microplacas de 96 pocos, nas quais foram adicionados 100 pl. de meio Middlebrook 7H9
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suplementado com 10% OADC (4cido oleico, albumina, dextrose e catalase). Apds, foi
adicionado 100 pL do extrato, preparado conforme item “Extracdo”. Foi realizada uma
microdilui¢do seriada (1:2) dos extratos, resultando em um faixa de concentragao de 25 a 800
ug/mL. Apos isso, foi adicionado em todos os pogos 100 pL de indculo bacteriano da cepa M.
tuberculosis H37Rv, previamente preparada conforme descrito em “Cepa e Indéculo”. Controles
de crescimento bacteriano (meio + indculo), esterilidade (apenas meio) e referéncia (avaliacao
da atividade dos antibioticos isoniazida e rifampicina) também foram incluidos. Apds a
incubagdo a 37°C em estufa por sete dias, 30 pL de resazurina (0,02%) foi adicionado e usado
como um revelador de atividade celular nos pogos. O resultado da inibi¢ao foi revelado por
meio mudanga de cor dos pogos apds 48 horas da aplicacdo do revelador. A coloragdo rosa
indica crescimento bacteriano no meio, concluida como resultado negativo de inibi¢ao, ao passo
que a coloragdo azul indica inibi¢do do crescimento, indicando um resultado positivo quanto a
inibi¢do bacteriana. A concentragdo inibitoéria minima foi definida como a menor concentragao
capaz de promover a inibicdo do crescimento bacteriano. O experimento foi realizado em

triplicata.
Avaliacio in silico

A simulag¢do de acoplamento foi realizada pela ferramenta computacional Audodock
Vina versdo 1.1.2 (2010) (TROTT; OLSON, 2009), usando a estrutura cristalizada da MPTPB
com inibidor como modelo de proteina. A estrutura foi obtida do Protein Data Bank (PDB) de
codigo 20Z5, e os compostos ligantes presentes no extrato identificados conforme descrito no
topico “Caracteriza¢dao” foram obtidos diretamente do banco online de compostos PubChem. A
interacdo entre proteina e os ligantes foram avaliados na regido de ligagdo do inibidor da
MPTPB, o composto (oxalilamino-metileno)-tiofeno sulfonamida (OMTS) (GRUNDNER et
al., 2007). Nos célculos de docking, foi considerado a energia de ligagdo em kcal/mol dos
acoplamentos. O docking com OMTS foi utilizado comparativamente.

O software Discovery Studio Visualizer 2021 foi utilizado para analise e elaboracdo de
apresentacdo visual das interagdes dos compostos com o local alvo da proteina receptora na
configuragdo 2D e 3D, respectivamente. Este ensaio foi realizado com auxilio do Grupo de

Biologia Computacional da FURG, sob coordenag¢do da Prof*.Dr* Karina Machado.
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Resultados e discussao

Rendimento do processo extrativo

Este estudo é pioneiro na avaliacdo antimicobacteriana da fracdo lipidica de S.
terebinthifolius oriunda de regido estuarina do Brasil. Outros estudos de extragdo e
determinacgdo de lipidios de haldfitas utilizaram o método proposto por Metcalfe, Schmitz e
Pelka (1966) (COSTA et al., 2014; REBOUCAS et al., 2017) assim como em outra pesquisa
com espécies no Brasil (RAMOS et al., 2022). O método utilizado para extrair os lipidios
presentes em S. ferebinthifolius neste estudo proporcionou um rendimento de 6,32% (p/p).
Resultados concordantes foram encontrados em estudo de Ennigrou et al. (2018), onde
utilizaram a mesma propor¢ao de solventes, obtendo 4,65% das folhas da espécie. Outro
resultado semelhante foi o encontrado por Scheid et al. (2018). Nesse estudo, foi utilizado o
método de extracao por maceragao em diclorometano, n-hexano, metanol e acetato de etila das
folhas da espécie coletadas em ambiente ndo costeiro do Rio Grande do Sul, resultando na

extragdo em metanol o rendimento de 5,3%, o maior entre os solventes utilizados.
Caracteriza¢do quimica

A composicao detalhada de 4cidos graxos e lipidios encontrados no extrato das folhas
de S. terebinthilfolius é apresentada na Tabela 1, e o cromatogramas est4 representado na Figura
1. Quatro acidos graxos, incluindo acido graxo saturado (SFA) e insaturados (UFA), foram
identificados. O SFA encontrados foi identificado como 2-methyloctacosane (2). Os UFAs
corresponderam ao 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,Z)- (1), (Z)-14-Tricosenyl formate (5)
e principalmente E-6-Octadecen-1-ol acetate (4). Em maior porcentagem o composto
terpenoide  triciclo[20.8.0.0(7,16)]triacontano,  1(22),7(16)-diepoxi- (3) também foi

identificado.
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Figura 1: Cromatograma do extrato em cloférmio:metanol esterificado de S. terebinhtifolius
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Tabela 1: Compostos presentes na fracdo lipidica de S. tereninthifolius
n°® TR* Area % Altura Composto Férmula
molecular
1 27.463 954002 2.95 234874  9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,7)- (C18:3) CisH300:
2 34303 851127 2.63 360513  2-methyloctacosane (C29:0) CaoHso
3 36.235 13503915 41.72 760327  Tricyclo[20.8.0.0(7,16)]triacontane, 1(22),7(16)- C30Hs520:
diepoxy-
4 37.430 15536451 48.00 774732  E-6-Octadecen-1-ol acetate (C20:1) Ca0H350;
5 37.930 1519604  4.70 86705 (Z)-14-Tricosenyl formate (C24:1) CxH4460;

*Tempo de retencdo em minutos

Divergindo de estudos de caracterizagdo quimica de S. terebinthifolius, nos resultados

encontrados neste trabalho foi observado menor variedade de SFA nas amostras da espécie

(ENNIGROU et al. 2018). Além disso, houve discordancia também sobre os tipos de compostos

saturados encontrados quando comparados com a literatura (SALEM, ALI & EL-
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SHANNHOREY, 2014). O composto 2, que representou 2.63 % dos lipideos encontrado em
nosso estudo, foi descrito em apenas um estudo do género Schinus, representando 0,94% da

amostra das folhas de S. polygamus extraida em hexano tendo sido coletadas no Egito, em uma

regido ndo costeira (EL-NASHAR et al. 2021).

O composto 3, apesar de ser um dos compostos majoritarios em nossa amostra, nao foi
identificado em nenhum estudo com extratos da espécie. Porém, em estudos de caracterizagao
quimica de plantas medicinais o composto 3 foi identificado em extratos de diversas plantas
haloéfitas, apesar da concentragdo do composto nos estudos citados apresentar-se inferiores ao
encontrado por nosso grupo. Como por exemplo em Cyperus compressus Rottb, coletada em
ambiente costeiro na India, o composto 3 compds 0,129% da amostra de extrato metanélico do
rizoma. Em Momordica cymbalaria Fenzl a concentragdo do composto 3 ndo superou 1,9% nas
folhas e caules da halofita. (GOPU et al., 2021). No extrato metanolico dos frutos de Solanum
aculeastrum Dunal foi identificado 1,57% do composto. (PENDER et al., 2024). Por fim, no
6leo essencial do rizoma de Cyperus rotundus coletado em ambiente terrestre também foi

identificado o composto 3, que representou 1,85% da composicao do produto de extracao.

Em plantas ndo tolerantes a salinidade, o composto 3 foi encontrado em alguns estudos.
De forma semelhante, o extrato metanolico do rizoma de Curcuma decipiens apresentou 0,38%
do composto 3 em sua composicio (MEHRA, JAIN, 2019). J& em Zanthoxylum rhetsa a
concentracao de 3 no extrato metanolico dos frutos alcangou 38,3% da amostra (GURAV et al.
2018). E nas sementes de Parkia platycephala coletada no Brasil, a concentragao do composto

na fragdo metanolica chegou a 100% da amostra (RACHEL et al., 2021).

Concentragdes de UFAs como as dos composto 1 e 4 sdo comumente encontradas em
caracterizacoes de fracdes lipidicas, como apresentado em outros estudos de S. terebinthifolius
coletada em outras regides (ENNIGROU et al., 2018, GOMES et al., 2020). Esses constituintes
sdo fundamentais pois exercem papel estrutural celular e funcional nas folhas e tecidos
fotossintéticos (SOMERVILLE et al. 2020). Em plantas halofitas, os UFAs conjugados como
o composto 1 e 4 sao fundamentais pois sdo responsaveis pelo controle da permeabilidade
celular, condicionado a alteragdes ambientais externas as quais a planta se encontra. Por
exemplo, um aumento na salinidade no ambiente acarreta a um aumento da produgdo de UFAs,
que provoca instabilidade na membrana e assim diminui o fluxo de substratos para o interior da

célula vegetal (UPCHURCH et al., 2008).
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Atividade antituberculose

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, o extrato lipidico de S.
terebinthifolius apresentou atividade inibitéria frente micobactéria M. tuberculosis a 400ug/mL.
Dos poucos estudos antimicobacterianos de Schinus sp. encontrados, o extrato metandlico dos
frutos da espécie presente na regido sudeste do Brasil apresentou CIM de 280 pg/mL frente a
M. bovis (BERNARDES et al., 2014). Robles-Zepeda et al. (2013) nao identificaram agao
inibitoria do extrato metanolico a Img/mL obtido por maceragao das folhas de S. molle coletada
em uma cidade do México contra M. tuberculosis H37Rv. Ambos os estudos realizaram coleta
do material vegetal em regides ndo costeiras. O resultado da pesquisa de Bernardes et al. (2014)
pode ser justificado devido a variedade de compostos fendlicos e terpenos presentes nos frutos
da espécie, que por sua vez exerce efeito antimicobacteriano por meio de perturbagdes na parece
celular e promoc¢do do estresse oxidativo pela producdo de espécies reativas de oxigénio

(EROs).

No estudo de Robles-Zepeda et al. (2013) o extrato em cloroformio da espécie de
haléfita Ambrosia confertiflora coletada em ambiente ndo costeiro apresentou a menor CIM
frente a M. tuberculosis H37Rv (90ug/mL), quando comparado com outros solventes como
acetato de etila e diclorometano. De forma semelhante, outros estudos apresentaram resultados
promissores de extratos em cloroférmio de plantas haléfitas com agdo antimicobacteriana
(Dulger et al., 1999, Cantrell et al. 1998). Assim, apesar das influéncias dos ecossistemas ¢
possivel notar que fragdes em cloroférmio de haldfitas podem apresentar lipidios que

promovem inibi¢do do bacilo em determinadas concentragoes.

Estudos que acidos graxos de cadeia longa foram capazes de promover atividade
inibitoria em Mycobacterium sp. (RAMOS et al, 2022. MUKHERIJEE et al., 2012). Isso pode
ocorrer devido a facilidade de permear e causar instabilidade na parece celular de micobactérias,
visto que sua composi¢ao principal sao lipidios de cadeia longa como 4cido micdlico e 4cido
araquidonico. No entanto, Morbidoni et al. (2006) consideram que alguns SFAs podem ser
produzido por Mycobacterium smegmatis pela metaboliza¢do do acido 2-hexadecinoico e acido
octadecinoico, utilizados na sintese de acido micolico para constituicao da parece celular na
bactéria. No entanto, em determinadas concentragdes os SFAs sdo capazes de inibir a
degradacdo desses acidos por gradiente de concentracdo, prejudicando a disponibilidade de
acido micolico. Este mecanismo impede outras vias de metabolizagdo importantes para a

sobrevivéncia da micobactéria.
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Alguns estudos apresentam em seus resultados atividade antimicrobiana de extratos
contendo o composto 3 (RAHMAN et al., 2023, SOULIMAN et al. 2019), onde foi observado
acdo antimicrobiana na bactéria Gram-positiva Enterococcus faecalis. SFAs como acido laurico
(C12:0) testado frente a espécies Gram positivas € negativas apresentou maior potencial de
inibicdo em Gram-positivas, principalmente em S. aureus. (NITBANI et al., 2016; HUANG et
al., 2014). O que se constatou até entdo sobre a atividade antimicrobiana de compostos
organicos saturados ¢ a capacidade estressante da membrana plasmatica de S. aureus sensivel

e resistente, comprometendo as fungdes vitais do microrganismo. (YOON et al. 2015).

Um estudo realizado com 6leo essencial de S. terebinthifolius cuja composi¢ao quimica
majoritaria ¢ formada por UFAs, como 1 e 4, apresentou atividade antimicrobiana frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Novamente, os melhores resultados de inibigao
bacteriana restringiram-se em bactérias gram-positivas (ENNIGROU et al., 2018). Kenny et al.
(2009) concluiram que acidos graxos polinsaturados (PUFAs) como o composto 1 exercem
alteragdes em genes responsaveis pela sintese de peptideoglicano, componente essencial na
constituicdo da parede celular de bactérias, principalmente nas gram-positivas. Um outro estudo
exibiu resultados seletivos na inibi¢do de proteinas essenciais na biossintese de acidos graxos,
onde, comparativamente com os SFAs, apenas os PUFAs apresentaram tal efeito (ZHENG et
al., 2005). Desta forma, pode-se pressupor outros possiveis mecanismos de agdo

antimycobacterianos dos PUFAs.

Avaliacio in silico

Na tabela 2 ¢ apresentado o resultado do acoplamento computacional da proteina
MPTPB com os compostos encontrados no perfil lipidico de S. terebinthifolius em energia de
ligagdo. Na Figura 2, € ilustrado as intera¢des intermoleculares entre os aminoacidos da MPTPB
e os ligantes. A proteina tem sido alvo de estudos que visam novas alternativas de inibi¢cdo de
M. tuberculosis durante a infec¢do no hospedeiro (CAl et al., 2019; L1 et al., 2014; XIA et al.,
2014; XIAO et al., 2015). Apesar de recente e ainda com poucos estudos publicados, a pesquisa
de PNCs frente a MPTPB tem se mostrado promissora e abre novas oportunidades na

descoberta de farmacos anti-TB.
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323 Tabela 2: Energia e tipos de interag@o entre os ligantes presentes no extrato de S. terebonthifolius e MPTPB

N ° Composto Energia de ligagdo  Tipos de interagdo

em kcal/mol

1 Acido linolénico (C18:3) -5,0 kecal/mol Argenina P166: Ligacdo de Hidrogénio
Aspartato P165: Ligagdo alquil
Alanina P162: Ligacéo alquil
Tyrosina P125: Ligacao alquil
Leucina P227: Ligacao alquil
Valina P213: Ligagao alquil
Fenilalanina P161: Ligacdo de Hidrogénio

2 isononacosano (C29:0) -5,1 kecal/mol Argenina P166: Ligacéo alquil
Fenilalanina P133: Ligag¢&o alquil
3 Tricyclo[20.8.0.0(7,16)]triacontane, -10,7 kcal/mol Fenilalanina P98: Ligagdo alquil
1(22),7(16)-diepoxy- (C30:0) Leucina P227: Ligagdo alquil
4  Acetado de octadecenol (C20:1) -6,2 kcal/mol Argenina P182: Ligacao de Hidrogénio

Glicina P198: Ligacdo covalente
Alanina P172: Ligacéo alquil
Arginina P243: Ligacdo alquil
Leucina P239: Ligagédo alquil
Isoleucina P185: Ligacao alquil

5  Tricosenil formato (C24:1) -6,1 kcal/mol Alanina P24: Ligagdo alquil
Alanina P201: Ligacéo alquil
Arginina P182: Ligacdo alquil
Isoleucina P185: Ligagéo alquil
Arginina P202: Ligacdo ionica

6 OMTS -11 kcal/mol Fenilalanina P133:Interacdo m-sulfur
Aspartato P165: Ligag@o de Hidrogénio
Arginina P166: Interagdo cation-n
Lisina P164: Ligagdo de Hidrogénio
Alanina P162: Ligacdo de Hidrogénio
Valina P231: Ligacdo alquil
Leucina P101: Ligacao alquil
Leucina P227: Ligacao alquil
Fenilalanina P98: Ligagdo alquil
Tirosina P125: Ligagdo alquil
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Figura 2: Ilustrag@o da angoragem dos compostos ¢ as interagdes realizadas no sitio de ligagdo da MPTPB
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Nota-se que, comparavelmente ao inibidor OMTS, cujas interagdes provocam
rearranjos estruturais na proteina (VINTONYAK et al., 2011), o composto 3 apresentou
semelhante energia de ligagao em kcal/mol. No entanto, o constituinte 1, na regido carboxilica
e nas insaturagdes, realizou tipos de interagdes intermoleculares semelhantes ao inibidor com
os aminoacidos Arginina 166, Fenilalanina 98, Tirosina 125, Valina 231 e Leucina 227, que
também interagem com o OMTS. Assim, enquanto as ligacdes alquil s@o as Unicas presentes
em 3, que torna a interagdo mais fraca entre o ligante e receptor, ligagdes de hidrogénio ocorrem

em 1, que intensifica a interagdo com o sitio de ligacao da MPTPB.

Estudos realizados com &cidos graxos como a configuragdo cis e trans do &cido
eicosenoico (C20:1) obtiveram valores de energia variando entre -55 e -60 kcal/mol em sitios
da MPTPB, indicando menor forca de ligacao de 4cidos trans. Assim como no composto 1, que
apesar de configura-se como cis, os acidos graxos frans estabeleceram ligagoes de hidrogénio
semelhantes com os aminoacidos fenilalanina 161 e arginina 166 (SAVALAS et al., 2021). Em
contrapartida, o mesmo estudo executou ensaios in vitro com a MPTPB, cujo melhor resultado
de inibicdo da proteina se deu pela interagdo com o composto cis, que promoveu uma
diminui¢do da atividade da proteina representada diminui¢do pelos valores de energia de

4,5x10* U para 1,5x10* U.

De forma semelhante, no estudo de Liu et al. (2018) foi realizado ancoragem molecular
e ensaio in vitro entre MPTPB e PNCs. Nesta pesquisa, dois lipideos sesquiterpenos
apresentaram resultados distinto da interagdo com a proteina. O composto denominado
“ergosterol A” apresenta mais ramificagdes longas em sua estrutura e demonstrou valor de
constante de inibicao (Ki) 267,3; enquanto que “ergosterol B” apresenta mais grupos metil e
obteve valor de Ki de 34,05, assim “ergosterol B” apresentou maior afinidade de ligacdo. Desta
forma, em concordancia com o resultado da interacdo do composto 4 e com os achados na
literaura, o sitio de ligacdo da proteina demonstra maior afinidade por alcanos ciclicos, como

0s terpenos.

Todavia, nos resultados in vitro frente a MPTPB realizados no mesmo estudo, o
composto ergosterol A apresentou melhor concentragdo inibitoria, no valor de 1Cso 15,1uM,
comparado com ergosterol B, que mesmo se destacando no ensaio in silico, apesentou ICso de
30,1 uM frente a proteina. Essa divergéncia reflete em algumas desvantagens e desafios das
avaliagdes in silico, como a baixa acuracia de afinidade, pois esse parametro pode ser

influenciado por varios fatores nao simulados pelos programas de ancoragem; Possiveis
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interagdes solvente-ligante, onde ndo ¢ possivel determinar influéncias de determinados
solventes; limitacdes de flexibilidade do receptor, visto que em alguns ensaios ndo ¢ possivel
determinar adequadamente os angulos de flexibilidade das proteinas; entre outros (SAIKIA,

BORDOLOI et al., 2019; PINZI; RASTELLI, 2019).

Conclusao

Este foi o primeiro estudo a avaliar o potencial antimicobacteriano de lipidios presentes
no extrato preparado em cloroféormio-metanol de uma planta halofita oriunda de ecossistema
estuarino no extremo-sul do Brasil. Os resultados permitiram inferir uma a¢ao inibitéria in vitro
do extrato em cloroférmio: metanol (2:1) de S. ferebinthifolius frente a M. tuberculosis H37Rv
a 400 pg/mL. Assim, como a possivel interacdo in silico dos acidos graxos saturados,
insaturados e terpenos presentes no extrato com o fator de viruléncia MPTPB aqui relatados,
demonstrando o potencial desta espécie no desenvolvimento de novas estratégias para o
tratamento da tuberculose. Apesar dos resultados promissores, pretende ainda caracterizar e
avaliar a a¢do de outras fragdes de extrato, assim como estabelecer uma comparagao com ensaio
in vitro frente a MPTPB. Espera-se que estes achados aqui discutidos favorecam a pesquisa de
produtos naturais oriundos de ambientes pouco explorado como os ecossistemas costeiros

frente ao agente causador da tuberculose.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados exibidos nesta dissertagdo, foi possivel discutir e
identificar os Produtos Naturais Costeiros como fonte promissora de compostos
antimicrobianos frente a M. tuberculosis. Este trabalho trouxe a apresentacdo dos Produtos
Naturais Costeiros ¢ Marinhos como possiveis candidatos a farmacos antituberculose,
abordando lacunas da pesquisa e tendéncias mundiais das publicacdes da area, até a avaliagao
desses compostos presentes em uma espécie nativa do Brasil coletada em um ambiente costeiro

de pardmetros ambientais unicos.

A investigacdo de potenciais produtos naturais costeiros para o tratamento da
tuberculose, relatado aqui, tem mostrado resultados encorajadores. No entanto, ha uma grande
variedade de espécies e produtos naturais ainda desconhecidas. Um fator crucial a ser
considerado ¢ a escassez de informagdes sobre o ambiente de origem do produto natural nos
estudos publicados. Como aqui discutido, o ambiente de desenvolvimento das espécies

desempenha um papel fundamental na formagao do perfil de seus metabolitos secundarios.

Assim como o Nucleo de Desenvolvimento de Novos Farmacos da Universidade
Federal do Rio Grande, outros grupos de pesquisa pelo mundo tém se dedicado a aprimorar
pesquisas de novos candidatos a farmacos em espécies oriundas de ecossistemas costeiros.
Paises como o Brasil, onde se sabe da rica variedade de espécies costeiras, podem apresentar
parametros que favorecem a producdo de compostos bioativos tnicos, como relatado na aroeira-

mansa.

Além disso, a pesquisa de produtos naturais costeiros acompanha os avangos
tecnoldgicos em pesquisa de avaliacdo antimicobacteriana, propondo ensaios € novas
aplicacdes, como foi visto nos estudos de interacdo com a proteina MPTPB. Assim, espera-se
que esta pesquisa fomente estudos de produtos naturais espécies em ambientes ainda

inexplorados, como fonte promissora de candidatos a farmacos no combate a tuberculose.
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