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RESUMO

Diante da crescente demanda por alternativas sustentaveis no controle de fitopatogenos e
microrganismos resistentes, os fungos endofiticos t€ém se destacado como fontes promissoras
de compostos bioativos com potencial agricola e biotecnologico. Neste contexto, esta
dissertagdo teve como objetivo avaliar fungos endofiticos isolados da planta Cochlospermum
regium e seus extratos brutos quanto a atividade antimicrobiana frente ao fitopatdgeno
Sclerotinia sclerotiorum (mofo branco) e a bactérias patogénicas, e atividade citotoxica, bem
como caracterizar o perfil quimico desses microrganismos por meio da construgdo de redes
moleculares. Os isolados Cr-11 e Cr-12 se destacaram pelos elevados indices de inibigao
micelial de S. sclerotiorum em 85,25% e 78,10%, respectivamente, demonstrando potencial de
biocontrole. A analise do perfil quimico, realizada na plataforma GNPS2, resultou na anotacao
de 51 compostos, dos quais 15 apresentaram estruturas quimicas sugeridas, enquanto os demais
foram classificados nos niveis 4 e 5, evidenciando uma rica diversidade de metabdlitos
secundarios. Os ensaios de citotoxicidade indicaram auséncia de efeitos toxicos em linhagens
de células humanas, refor¢cando a seguranca no uso dos microrganismos avaliados. Por outro
lado, as fragdes testadas, nas concentragdes de 20 mg/mL e 40 mg/mL, ndo apresentaram efeito
inibitorio frente as bactérias Stenotrophomonas maltophilia e Escherichia coli, o que ressalta a
necessidade de estudos adicionais para aprofundar a compreensdo sobre a atuacdo desses
compostos frente a diferentes microrganismos. De modo geral, os resultados obtidos apontam
os fungos endofiticos de C. regium como potenciais agentes no manejo de doencas agricolas e

como candidatos promissores para aplicagdes futuras em biotecnologia.

Palavras-chaves: Fungos Endofiticos. Cochlospermum regium. Sclerotinia sclerotiorum.

Redes Moleculares.



ABSTRACT

Given the increasing demand for sustainable alternatives in the control of phytopathogens and
resistant microorganisms, endophytic fungi have emerged as promising sources of bioactive
compounds with agricultural and biotechnological potential. This dissertation aimed to evaluate
endophytic fungi isolated from the plant Cochlospermum regium and their crude extracts for
antimicrobial activity against the phytopathogen Sclerotinia sclerotiorum (white mold) and
pathogenic bacteria, and cytotoxic activity as well as to characterize their chemical profiles
through molecular networking. Isolates Cr-11 and Cr-12 showed significant mycelial inhibition
rates of S. sclerotiorum, at 85.25% and 78.10%, respectively, demonstrating biocontrol
potential. Chemical profiling, performed on the GNPS2 platform, led to the annotation of 51
compounds, 15 of which had suggested chemical structures, while the remainder were classified
at levels 4 and 5, indicating a rich diversity of secondary metabolites. Cytotoxicity assays
showed no toxic effects on human cell lines, supporting the safety of the evaluated
microorganisms. On the other hand, the tested fractions, at concentrations of 20 mg/mL and 40
mg/mL, did not exhibit inhibitory effects against Stenotrophomonas maltophilia and
Escherichia coli, highlighting the need for further studies to better understand the activity of
these compounds against different microorganisms. Overall, the results suggest that endophytic
fungi from C. regium are potential agents for agricultural disease management and promising

candidates for future biotechnological applications.

Key-words: Endophytic Fungi. Cochlospermum regium. Sclerotinia sclerotiorum. Molecular

Networks.
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1 INTRODUCAO

Os fungos endofiticos constituem microrganismos que residem internamente nas
plantas, permeando o vegetal durante a totalidade ou parte de seu ciclo vital e estabelecendo
uma relagdo simbidtica sem ocasionar danos aparentes (GUPTA et al., 2020; MONTEL et al.,
2021). Essa simbiose proporciona aos fungos uma convivéncia harmoniosa com as plantas
hospedeiras, geralmente de modo imperceptivel, ao mesmo tempo em que cumprem fungdes
essenciais na ecologia vegetal (FELIX, 2019a). Encontram-se distribuidos por distintos érgaos
e tecidos das plantas, abrangendo folhas, ramos, caules e raizes, e configuram uma parte
imprescindivel da diversidade microbiana associada a flora terrestre (NOGUEIRA et al., 2024).
Estes organismos sdo tidos como componentes preponderantes da biodiversidade, sendo
estimado que mais de um milhdo de endofitos permeiam a natureza, com a maioria catalogada
como Ascomicetos (RAJAMANIKYAM et al., 2017; MONTEL et al., 2021).

Os microrganismos endofiticos constituem fontes abundantes de bioativos naturais,
englobando policetideos, alcaloides, terpenos, peptideos, esteroides, fenois, quinonas e
flavonoides. Esses compostos, assim como outros metabdlitos secundarios, emergem das
interagdes metabolicas entre os fungos e as espécies vegetais que habitam (NOGUEIRA et al.,
2024). Tal diversidade bioquimica confere as espécies flingicas endofiticas um potencial
biotecnologico elevado, particularmente no desenvolvimento de antimicrobianos e em
aplicagdes farmacéuticas, industrias alimenticias e agricolas (KUMAR et al., 2020a; RANA et
al., 2019a; SINGH et al., 2024a). Investigagdes enfatizam a importancia desses fungos na
descoberta de novos agentes terapéuticos, evidenciando sua relevancia na luta contra patégenos
resistentes € no fortalecimento da seguranca alimentar (KAUL et al., 2012; PEREIRA ef al.,
2021; SILVA et al., 2023; GOMES & SANTOS, 2022).

Cochlospermum regium, Pilger (Cr) pertencente a familia Bixaceae, conhecida
popularmente como algoddozinho do cerrado ou algoddozinho do campo (MONTEL et al.,
2021), nativa do Brasil é encontrada majoritariamente no bioma Cerrado, segundo o Ministério
do Meio Ambiente e Mudanga do Clima (MMA 2024), ¢ o segundo maior bioma da América
do Sul, ocupando 22% do Brasil. Predominante no Tocantins, destaca-se como a savana mais
rica do mundo, com 11.627 espécies vegetais, muitas de uso medicinal e para recuperacao de
solos (ALVES; MORALIS, 2019; BRASIL, 2024; DE MELO; MARTINS, 2020; IBGE, 2019).

A C. regium ¢ amplamente valorizada por suas propriedades terapéuticas, sendo
utilizada no tratamento de variados tipos de inflamagdes e como regulador do ciclo menstrual.

O estudo da diversidade de fungos endofiticos que habitam internamente a planta torna-se
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premente, pois pode contribuir para a conservacdo da planta e para descobertas de novos
compostos bioativos (CAMILLO et al., 2018; SOLON, 2009; SANTOS et al., 2021;
OLIVEIRA & FREITAS, 2020).

O uso intensivo de fungicidas na agricultura pode exercer pressao seletiva sobre fungos
ambientais, contribuindo para o surgimento de cepas resistentes que podem afetar a satde
humana. Estudos indicam que o uso amplo de fungicidas agricolas pode selecionar isolados
fingicos resistentes, que podem ser inalados ou ingeridos por individuos, especialmente aqueles
imunocomprometidos, levando a infec¢des dificeis de tratar (PERIODICOS SAUDE SP, 2024).

Portanto, embora os antifungicos sejam essenciais para a prote¢do das culturas
agricolas, ¢ fundamental considerar estratégias de manejo que incluam o uso racional desses
compostos e a integragdo de alternativas naturais, visando minimizar o desenvolvimento de
resisténcia e promover uma agricultura mais sustentavel (Secretaria Municipal de Agricultura,
2024).

Diante do impacto devastador nas lavouras, alternativas bioldgicas como o uso de
agentes antifingicos naturais provenientes de fungos endofiticos, tem ganhado destaque como
abordagem promissora para mitigar a propagacao € os danos causados por este patdogeno
(BANSAL et al., 2023; SILVA et al., 2023).

O mofo branco ¢ uma das doencas mais devastadoras da agricultura mundial, sendo
causado pelo fungo necrotrofico Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Com ampla
distribuicdo geografica e hospedeiros em mais de 400 espécies vegetais, incluindo cultivos
economicamente importantes como soja, feijdo, girassol e alface, essa fitopatologia representa
um desafio significativo para a sanidade vegetal e a sustentabilidade da produgdo agricola
(ALEXANDER et al., 2022).

O ciclo de vida do S. sclerotiorum ¢é caracterizado pela produgdo de estruturas de
resisténcia chamadas esclerddios, que podem permanecer viaveis no solo por varios anos,
mesmo na auséncia do hospedeiro. Em condigdes favoraveis de alta umidade e temperaturas
amenas (15 °C a 25 °C), os esclerddios germinam formando apotécios, estruturas em forma de
taca que liberam grande quantidade de esporos (ascosporos) no ambiente. A infecgdo
geralmente se inicia a partir de restos culturais ou flores senescentes, penetrando no tecido
vegetal e provocando podriddes aquosas, seguido de crescimento micelial branco e formagao
de novos esclerddios, visiveis nos tecidos afetados (MELO et al., 2021).

Ademais, ha uma miriade de enddfitos que se destacam por produzir compostos
bioativos, desempenhando um papel de suma importancia no controle de doengas (RAI et al.,

2021; OLIVEIRA et al., 2022; SANTOS et al., 2023a). Portanto, este trabalho se propde em
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avaliar os fungos endofiticos isolados da espécie medicinal Cochlospermum regium,
investigando seu potencial antifingico, no controle do mofo branco, e antibacteriano para
utilizagdo como antibiotico, além da avaliagdo do perfil quimico e caracterizacdo de compostos

utilizando redes moleculares.
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2 OBIJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Avaliar fungos endofiticos, isolados da espécie vegetal Cochlospermum regium, contra
o mofo branco e bactérias patogénicas, bem como realizar a avaliacdo do perfil quimico
utilizando redes moleculares.

2.2 Objetivos especificos

. Avaliar a atividade antagonista dos fungos endofiticos isolados de Cochlospermum

regium contra o fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum (SS);

. Obter extrato bruto do fungo endofitico que apresentar melhores resultados no ensaio
antagonista;

. Realizar fracionamento cromatografico do extrato ativo;

. Avaliar o perfil quimico do extrato e fragdes por técnicas cromatograficas e redes
moleculares;

. Avaliar as fracdes obtidas no ensaio citotoxico;

o Avaliar as fragdes obtidas nos ensaios antibacterianos;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1  Fungos

Os fungos por possuirem uma alta importancia biotecnoldgica estima-se uma
representacdo de aproximadamente 120.000 espécies ja conhecidas distribuidas em 19 filos
(CARVALHO et al., 2018a, WU et al., 2019; ZHOU; MAY, 2023). Os fungos, organismos
eucaridticos, desempenham papel imprescindivel na decomposicdo da matéria organica.
Ademais, possuem relevincia nos dmbitos farmacologico (antibidticos), agricola (controle
bioldgico) e alimenticio (fermentagdo) (HESHAM et al., 2020; TORTORA; CASE; FUNKE,
2016). O Reino Fungi divide-se em nove Filos: Opisthosporidia, Chytridiomycota,
Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota, Mucoromycota,
Glomeromycota, Basidiomycota e Ascomycota (LI et al., 2021; NARANJO-ORTIZ;
GABALDON, 2019).

Fungos produzem os metabdlitos primérios que sdo os compostos envolvidos nos
processos de crescimento vegetativo fngico, como armazenamento de energia e estrutural. Ja
os metabolitos secundarios encontram-se envolvidos com a sobrevivéncia do organismo ao
meio ambiente, ou seja, sdo responsaveis pela adaptagdo do fungo a estresses bidticos e
abioticos (ANDRADE et al., 2023a). A descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em
1928, marcou um avango crucial na medicina. Produzida por Penicillium chrysogenum, essa
substancia inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus, tornando-se o primeiro antibiotico
e salvando milhares de vidas na Segunda Guerra Mundial. Desde entdo, fungos e seus
metabolitos secunddrios tém sido amplamente explorados pela industria farmacéutica,
resultando em compostos como a ciclosporina, um imunossupressor derivado de Tolypocladium
inflatum (CHAPLA et al., 2018; DURAND; RAOULT; DUBOURG, 2019).

Os fungos sdo conhecidos por atuarem como predadores, parasitas e patdogenos para
muitos microrganismos. Desempenham fungdes ecoldgicas, como reciclagem, transporte de
nutrientes e decomposi¢cdo de matéria organica, mas a sua fun¢ao primordial ¢ na ciclagem dos
nutrientes (AL HUSNAIN et al., 2023a; OMOMOWO et al., 2023; AL-HARTHI et al., 2023).
Os fungos possuem papel na decomposi¢do da madeira, mas também podem sobreviver como
endofitos em tecidos vivos, como por exemplo na madeira, raizes, folhas e flores (MANICI et
al., 2023).

Fungos desempenham um papel essencial no controle bioldgico de pragas agricolas,
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oferecendo uma alternativa sustentdvel aos pesticidas quimicos. Presentes em diversos
ecossistemas, esses organismos reduzem populacdes de insetos em diferentes estagios de
desenvolvimento, além de combaterem fungos e bactérias fitopatogénicos. Seu uso contribui
para a preservacao ambiental, minimizando os impactos negativos dos agroquimicos e
promovendo um manejo integrado mais eficiente e ecologico das culturas (GRABKA et al.,
2022a).

O potencial dos fungos, um microorganismo eucariotico, isto ¢, aquele que possui uma
membrana nuclear que envolve o nucleo, ¢ bastante explorado pela humanidade desde a
antiguidade, por possuirem uma vasta importancia tanto no campo econdémico, COmo no campo
ecoldgico. Sua morfologia varia bastante pois podem apresentar forma unicelular (levedura)
e/ou pluricelular (filamentosas). Alguns autores relatam que apesar da sua grande diversidade
fingica, existem muitas espécies que sequer foram estudadas. Estima-se que menos de 5% da
real diversidade ja foram estudadas desse grupo (ANDRADE et al., 2023a).

O declinio acelerado das espécies fungicas em risco de extingdo tem se intensificado
nos ultimos anos, representando uma preocupacdo crescente para a conservacdo da
biodiversidade. A Lista Vermelha da Unido Internacional para Conservacdo da Natureza
(IUCN) ¢ a principal referéncia sobre espécies ameacadas, abrangendo plantas e fungos. No
entanto, a representatividade fingica nessa classificagdo ainda ¢ limitada, evidenciando a
necessidade de maior atencao cientifica.

As principais ameagas as espécies fungicas incluem mudangas climaticas e
desmatamento, fatores que alteram drasticamente seus habitats naturais € comprometem sua
sobrevivéncia. Diante de sua importancia ecologica e aplicacdes em setores como saude,
agricultura e industria, torna-se fundamental a implementagao de estratégias de preservacao
para evitar a perda irreversivel da biodiversidade essencial (MUELLER et al., 2022; NIC
LUGHADHA et al., 2020).

3.1.1 Fungos endofiticos

Em 1809, surgiu a palavra endoéfito, que tem por significado os microrganismos que
passam todo ou um estagio de seu ciclo de vida dentro do tecido vegetal da planta, termo qual
o botanico alemao Johann Heinrich Friedrich Link os descreveu nas suas pesquisas (SODHI;
SAXENA, 2023; OMOMOWO et al., 2023). Estes microrganismos vem se destacando pela
produgdo de metabdlitos bioativos, pela sua biodiversidade tdo rica e fonte genética para a

biotecnologia (ANDRADE et al., 2023b). Esses microrganismos endofiticos propiciam algo
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que ¢ benéfico para a plantas, no caso, sintetizam compostos bioativos dentro da planta
hospedeira, onde o mesmo ¢ considerado inofensivo. Com isso houve um aumento de estudos
e pesquisas sobre a relagdo planta- microrganismo (OMOMOWO et al., 2023).

Os endofiticos, também conhecidos como endéfitos, ocorrem de forma natural no tecido
vegetal (PEREIRA DOS SANTOS et al., 2022; DAVIS; WEATHERHEAD; KOIDE, 2023),
sao um grupo mutualistico de organismos que invadem os tecidos internos das plantas sem
ocasionar nenhum dano notavel ou qualquer doencga aparente nas plantas hospedeiras (DAVIS;
WEATHERHEAD; KOIDE, 2023). Produzem metabolitos secundarios bioativos que fornecem
a planta hospedeira um mecanismo proprio de defesa contra fitopatogenos, ou seja, os fungos
endofiticos sdo estudados exatamente por possuirem a capacidade de proteger as plantas contras
pragas ou doengas que possam aparecer (AL HUSNAIN ef al., 2023b). A interag@o simbidtica
entre microrganismos endofiticos e suas plantas hospedeiras resulta na formagao de produtos
naturais que desempenham um papel crucial no desenvolvimento e na sobrevivéncia das plantas
com a vantagem de uma competi¢do reduzida com outros microrganismos. Esses produtos
incluem compostos que aumentam a resisténcia das plantas a fitopatogenos e insetos, além de
atuarem como fitorreguladores, promovendo o crescimento saudavel e a adaptagdo a condi¢des
ambientais adversas, ou seja, essa relacdo mutua beneficia tanto o fungo, que obtém recursos
da planta, quanto a planta, que ganha prote¢ao e potencial para melhor adaptacao e defesa contra
estressores bioticos e abidticos (KOUR et al., 2023; RANA et al., 2019b; TIWARI; BAE,
2022).

Ha, aproximadamente 400 milhdes de anos, registros relacionados a veracidade desses
microrganismos endofiticos em quase todas as espécies de plantas (RAJENDRAN et al., 2023).
Podendo as mesmas serem de origem terrestre ou aquatica, com um quantitativo aproximado
em torno de 120.000 diferentes espécies, seja no caule, na folha, na semente e nas flores, seja
no ecossistema silvestre até o agricola (MOHAMED et al., 2023).

Estudos apontam que os metabdlitos secundarios de fungos endofiticos pertencem a
varias classes, sendo classificados por seus grupos funcionais como flavonoides, alcaloides,
esteroides, polifenois, 4acidos fenodlicos, benzopiranonas, quininos, taninos, Xantonas,
terpenoides e muitos outros (SODHI; SAXENA, 2023).

Esses produtos apresentam variedade de atividades biologicas que favorecem as
plantas, tais quais, antimicrobiana, antioxidante, antiparasitaria, além disso, podem favorecer a
planta em relacdo a tolerancia a estresses, como variagcdo de pH, mudancas climaticas e presencga
de compostos toxicos (ALAM et al., 2021; RANA et al., 2019b; SPORMANN, 2023). O uso

de plantas medicinais para fins terapéuticos ¢ uma pratica milenar, e o estudo de
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microrganismos endofiticos associados a essas plantas tém se intensificado devido a sua
capacidade de sintetizar compostos bioativos com atividade farmacologica. Esses fungos
podem produzir substancias de interesse terapéutico, como o taxol, originalmente obtido da
Taxus baccata, mas também sintetizado por seu endofito Alternaria alternata (ADELEKE;
BABALOLA, 2021; SINGH et al., 2024Db).

Além do setor farmacéutico, os fungos endofiticos apresentam grande potencial na
agricultura sustentavel. Eles promovem o crescimento vegetal, aumentam a resisténcia a
estresses ambientais e atuam no controle biologico de fitopatdgenos, insetos e pragas. Seus
metabdlitos secundérios podem substituir defensivos quimicos, tornando a agroindistria mais
sustentavel e economicamente vidvel (GRABKA et al., 2022c; LATZ et al., 2018; RANA et
al., 2019b; RIBEIRO et al., 2021; SINGH et al., 2024b).

Grande parte das mudancas nos perfis de metabolitos de fungos endofiticos podem ser
parcialmente devidas a diferenga entre os nutrientes nos tecidos vegetais e nos meios de cultura
de laboratorio. Existem diversos fatores que prejudicam a eficacia e a viabilidade desses fungos
endofiticos, sendo estes: o tipo e o meio de cultivo, densidade do indculo e o método de
inoculagdo. Isso apresenta caracteristicas por serem consideradas bastante sensiveis aos meios
de cultura para assim produzirem os metabolitos secundarios ¢ a mudanca do meio de cultura
pode levar a mudangas nos perfis dos metabdlitos. Ha estudos anteriores, que relatam que
dependendo do meio de cultura que utilizava, afetava intrisecamente quais os tipos de
metabolitos secundarios que alguns fungos endofiticos produziam (SODHI; SAXENA, 2023).

Os endofitos possuem enormes vantagens benéficas para o seu hospedeiro, dentre elas,
existem duas prioritarias, como a prevenc¢do de diversos tipos de doenga e podem atuar como
agentes de biocontrole, protegendo as plantas de muitas flutuagdes ambientais (AL HUSNAIN
et al., 2023). Como exemplo de aplicagdo como biocontrole, estudos com o fungo endofitico
Aspergillus capensis, resultaram no isolamento e identificagdo do metabdlito antiflingico
rosellichalasin. Que teve um percentual de inibi¢do bastante considerado frente aos fungos
fitopatogénicos Botrytis cinerea, Monilinia ructicola, Sclerotinia sclerotiorum ¢ S. trifoliorum.
E dentre deles, o fungo considerado mais sensivel foi a espécie S. sclerotiorum (XU et al.,
2021).

Os fungos endofiticos podem ser transmitidos por dois mecanismos distintos: tanto
horizontalmente (entre individuos) (SODHI; SAXENA, 2023), como verticalmente (de plantas
para descendentes) (GRABKA ef al., 2022b). A transmissao horizontal ocorre quando o fungo
penetra no hospedeiro por meio de estomatos, raizes ou lesdes em diferentes partes da planta.

J& a transmissao vertical ocorre através das sementes, garantindo a permanéncia do fungo nas
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geragoes subsequentes da planta (ALY et al., 2011) (Figura 1).

Figura 1 - Transmissao de fungos endofiticos em hospedeiros.
T
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Fonte: FELIX 2019b.

Os fungos endofiticos pertencem predominantemente aos filos Ascomycota e
Basidiomycota (YU et al., 2010) e sdo classificados em quatro classes, conforme o hospedeiro
colonizado, modo de colonizacao, tipo de transmissdo e funcdo ecologica (RODRIGUEZ et al.,
2009; FELIX, 2019b).

A Classe 1 inclui os fungos endofiticos Clavicipitaceous, especificos de gramineas, com
transmissao vertical e horizontal. Esses fungos produzem alcaloides com atividade inseticida,
conferindo resisténcia a herbivoria e reduzindo o ataque de herbivoros a gramineas de interesse
econdmico (FAETH & SAARI, 2012; FELIX, 2019b).

Na Classe 2, a maioria dos fungos pertence ao filo Ascomycota, com algumas espécies
do filo Basidiomycota. Esses organismos colonizam diversos 6rgaos e tecidos do hospedeiro,
sendo transmitidos por sementes e rizomas. Além disso, proporcionam resisténcia a estresses
ambientais, como variacdes de pH, temperatura e salinidade (FERNANDES, 2015; FELIX,
2019b). Os fungos da Classe 3 apresentam transmissao exclusivamente horizontal, ocorrendo
principalmente em tecidos aéreos. Sdo encontrados em arvores tropicais, coniferas e plantas
nao vasculares (FERNANDES, 2015; FELIX, 2019Db).

Por fim, os fungos da Classe 4 também possuem transmissdo horizontal e sdo

caracterizados pela coloracdo escura. Estdo associados a raizes e, muitas vezes, apresentam
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especificidade de hospedeiro (FERNANDES, 2015; FELIX, 2019b). Os géneros dominantes
entre os fungos endofiticos isolados sao Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Piriformospora

(RANA et al., 2019b; FELIX, 2019b; SINGH et al., 2024a; TIWARI; BAE, 2022).

3.2 Compostos produzidos por fungos endofiticos com bioatividades antimicrobianas

e antifiingicas

Os fungos produzem compostos bioativos com diversas aplicagdes farmacéuticas,
alimenticias e agricolas, destacando-se por suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes e
antitumorais. Em virtude da inter-relagdo mutualistica entre os fungos endofiticos e seus
hospedeiros vegetais, tais microrganismos configuram-se como um arcabougo prolifico de
metabolitos secundarios, contabilizando aproximadamente 20 mil substancias ja elucidadas
(ALAM et al., 2021; RANA et al., 2019a; SINGH et al., 2024b; TIWARI; BAE, 2022). A fim
de investigar as propriedades bioativas de microrganismos endofiticos, diversas pesquisas tém
sido conduzidas com o objetivo de identificar novos metabolitos secundarios de interesse
biotecnolédgico. Os achados cientificos até o momento demonstram resultados promissores,
reforcando o potencial desses microrganismos na produgdo de compostos bioativos com
aplicabilidades diversas (PAMPHILE et al., 2014; F ELIX, 2019Db).

Estudos cientificos tém se dedicado a identificacdo e caracterizagdo de compostos
bioativos com potencial antimicrobiano e antifingico. A interagcdo simbidtica entre fungos
endofiticos e plantas hospedeiras ¢ evidenciada pela produgdo de metabdlitos secundarios com
funcdes protetoras e adaptativas. Um exemplo notavel envolve fungos produtores de brefeldina
A (I) (Figura 2), um macrolideo bioativo sintetizado por Aspergillus clavatus e Paecilomyces
sp., isolados das espécies vegetais Taxus mairei € Torreya grandis, respectivamente. Essa
substancia desempenha um papel essencial na defesa da planta contra infec¢des bacterianas,
herbivoria e predacdo por insetos e animais. No entanto, sua acdo sobre o sistema secretor
vegetal também influencia a absor¢do de nutrientes pela planta hospedeira, demonstrando a
complexidade das interacdes entre fungos e vegetais (GUNATILAKA, 2006).

Além da protegdo contra agentes patogénicos, fungos endofiticos podem conferir
resisténcia a condigdes ambientais extremas. O endofito Curvularia sp. demonstrou ser um
elemento crucial na adaptacdo térmica da graminea Dichanthelium lanuginosum. Essa
tolerancia ao estresse térmico ¢ atribuida a biossintese de melanina, um pigmento com
propriedades antioxidantes, capaz de dissipar o calor excessivo ou neutralizar radicais livres

gerados em resposta a altas temperaturas. Esse mecanismo de prote¢ao evidencia a relevancia
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dos fungos endofiticos na promog¢ao da resiliéncia vegetal frente a desafios ambientais
(REDMAN et al., 2002).

Além disso, Li et al. (2012) obtiveram 16 compostos com atividade antifungica a partir
de uma cepa de Aspergillus fumigatus, isolada da casca do caule de Melia azedarach. Esses
metabolitos exibiram acdo eficaz contra patdogenos agricolas de grande relevancia, incluindo
Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum,
F. solani e Gibberella saubinettii. Quatro dessas substancias apresentaram desempenho
comparavel aos fungicidas comerciais carbendazim e himexazol, evidenciando o potencial de
aplicagdo biotecnolégica desses compostos no manejo de doengas fingicas na agricultura.
Adicionalmente, foram identificadas fumitremorgina e verruculogeno, substancias que, além
de suas propriedades antifingicas, atuam como inibidores do apetite de larvas de Mythimna
separata, uma praga de relevancia econdmica para diversas culturas (FELIX, 2019a).

Por sua vez, Zhao et al. (2012) investigaram o fungo endofitico Nigrospora sp., isolado
das raizes de Moringa oleifera, e identificaram a producdo do metabdlito griseofulvina (II)
(Figura 2), um composto com conhecida a¢ao antifingica. Os ensaios bioldgicos demonstraram
que essa substancia apresentou forte atividade antagonista contra importantes fitopatogenos,
incluindo Botrytis cinerea, Colletotrichum orbiculare, F. oxysporum, Pythium ultimum,
Rhizoctonia solani e S. sclerotium, sugerindo sua aplicabilidade na formulagao de defensivos
naturais para o controle de doengas fingicas em plantas cultivadas (FELIX, 2019a).

O urucum (Bixa orellana L.), planta nativa da América do Sul e pertencente a familia
Bixaceae, destaca-se ndo apenas pela producao do corante natural bixin, utilizado nas industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica, mas também pelo seu potencial biotecnolégico em
associa¢ao com fungos endofiticos. Esses microrganismos, que vivem no interior dos tecidos
vegetais sem causar danos aparentes, tém sido alvo de estudos por produzirem metabolitos
bioativos com propriedades antimicrobianas, antioxidantes e enzimaticas. Em pesquisa
publicada no Journal of Fungi, o fungo Fusarium verticillioides, isolado das folhas de urucum,
demonstrou a capacidade de sintetizar pigmentos lactonicos com alta atividade antioxidante,
sobretudo quando cultivado sob condigdes especificas de temperatura (33 °C), pH (6,5) e
auséncia de luz (PANDI et al., 2021). Outro estudo revelou a presenga de fungos como
Schizophyllum commune e Fusarium incarnatum, também endofitos das folhas de B. orellana,
com significativa atividade antibacteriana contra cepas patogénicas (PATEL et al., 2022). Além
disso, investigagdes mostraram que esses fungos apresentam atividades amiloliticas e
celuloliticas relevantes, sugerindo seu uso potencial na producdo de enzimas industriais

(KUMARI et al., 2021). A interacdo entre o urucum e sua microbiota endofitica amplia o valor
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cientifico da planta, revelando novas possibilidades para o desenvolvimento de compostos
bioativos e tecnologias sustentaveis.

Esses achados reforgam a relevancia dos fungos endofiticos como fontes promissoras
de compostos bioativos com potencial para o desenvolvimento de alternativas sustentaveis na
protecdo de culturas agricolas, reduzindo a dependéncia de agroquimicos sintéticos e

promovendo praticas mais ecologicas no manejo de fitopatdgenos e pragas.

Figura 2 — Estrutura quimica dos produtos naturais bioativos produzidos por fungos

endofiticos

HO O

Legenda: I) Brefeldina A. IT) Griseofulvina
Fonte: Autor, 2025.

3.3 Redes moleculares e GNPS

A caracterizagdo de metabdlitos secundarios provenientes de microrganismos
endofiticos requer a aplicacdo de metodologias analiticas avancadas, sendo a espectrometria de
massas uma das técnicas mais empregadas para essa finalidade. Essa abordagem permite a
identificacdo estrutural e a elucidagdo quimica de compostos bioativos com alta precisao e
sensibilidade (COSTA, 2023).

Atualmente, a utilizagdo de plataformas digitais e softwares especializados tem
revolucionado a andlise de dados espectrométricos, viabilizando a identificagcdo e descoberta de
novos metabolitos secundarios. Ferramentas computacionais possibilitam a constru¢do de redes
moleculares, facilitando a correlag@o entre compostos de interesse e promovendo uma analise
mais eficiente por meio da comparagao com bibliotecas espectrais previamente estabelecidas
(COSTA, 2023).

Nesse contexto, destaca-se a Global Natural Products Social Molecular Networking
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(GNPS), uma plataforma colaborativa de acesso aberto baseada na web, desenvolvida com o
intuito de otimizar a analise de dados espectrométricos. Conforme descrito por Wang (2022),
essa infraestrutura funciona como um ecossistema global para espectrometria de massas,
permitindo o compartilhamento e a comparacao de dados de espectrometria de massas tandem
(MS/MS) em tempo real. Por meio dessa rede, pesquisadores podem acessar, organizar e
interpretar informagdes de compostos naturais de maneira integrada, promovendo o avango no
estudo de metabdlitos bioativos e sua aplicagdo em diversas areas, como biotecnologia,
farmacologia e agricultura (COSTA, 2023).

O conceito de redes moleculares ¢ amplamente aplicado na andlise de dados complexos,
desempenhando um papel essencial em diversas areas interdisciplinares. Segundo Wang
(2022), essas redes consistem na representacdo grafica do espaco quimico, sendo geradas a
partir de espectros de massas e organizadas em agrupamentos de moléculas estruturalmente
semelhantes, os quais sdo denominados familias moleculares.

A plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) se destaca
nesse contexto ao processar conjuntos de dados provenientes da espectrometria de massas,
analisando ions fragmentados para a constru¢do das redes moleculares. Dentro desse sistema,
os espectros gerados sdo representados por nds ou nodos, os quais estabelecem conexdes com
base no grau de similaridade espectral.

Para a categorizacdo dos espectros obtidos, a plataforma GNPS aplica algoritmos de
analise de similaridade, comparando os espectros amostrais com aqueles previamente
armazenados em bibliotecas espectrais de referéncia. Esse processo € realizado por meio da
avaliag@o do valor do cosseno, que quantifica a correlagdo entre os espectros analisados. Além
disso, mesmo que determinados espectros ndo apresentem correspondéncia exata com
compostos conhecidos, a ferramenta ¢ capaz de detectar estruturas quimicas andlogas,
permitindo inferéncias sobre a composi¢do e possiveis propriedades das moléculas
identificadas (PILON et al., 2021; WANG, 2022; WANG et al., 2016).

A implementacdo de sistemas como o GNPS representa um avango significativo na
pesquisa de produtos naturais, ampliando as possibilidades de descoberta de novos compostos
com potencial terapéutico e agroindustrial, além de contribuir para a padronizacdo e

democratizagdo do acesso a dados espectrométricos em nivel global.

34 Cerrado

O Cerrado, por sua unica e diferenciada ¢ uma biodiversidade rica, tanto da fauna, como
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da flora (DOS SANTOS et al., 2020), ¢ caracteristico desse bioma grande diversidade de
espécies justamente pela heterogeneidade de ambientes e suas areas de transi¢do serem com
ambientes da Amazdnia ou a Mata Atlantica (MARTELLI; ARIADNE FABIANA
RODRIGUES ALVARENGA; SAMUDIO, 2023).

O Cerrado Brasileiro ¢ considerado o segundo maior Bioma do Brasil, como
apresentado na figura 3 destacado no mapa com a cor rosa, ocupando cerca de um quarto do
territdrio brasileiro, caracterizado por suas arvores de pequeno porte, as gramineas (BRASIL et
al., 2022). Com a sua descoberta em meados do século XIX na realizacdo de expedigdes por
cientistas e pesquisadores europeus da época, que acreditavam de forma simultdnea que a sua
origem se dava pelas caracteristicas bem especificas do clima, como chuvas e secas que
predominavam nas duas estagdes do ano (BRASIL et al., 2022), e um clima tropical arido (DOS
SANTOS et al., 2020; MARTELLI; ARIADNE FABIANA RODRIGUES ALVARENGA,;
SAMUDIO, 2023).

Figura 3 - Biomas do Brasil. Em rosa, area do Cerrado.
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Fonte: MARTELLI; ARIADNE FABIANA RODRIGUES ALVARENGA; SAMUDIO (2023).

Este bioma tdo vasto e importante possui quatro tipos de regides, sendo a primeira
chamada cerraddo, por sua densidade florestal apresentada, a segunda, de campo limpo, por
possuir uma pouca vegetacao e as outras duas regides de desérticas e veredas (POLIZEL et al.,
2021).

Um dos pontos cruciais e importantes para serem estudados ¢ a ampla biodiversidade

que este bioma possui, com fontes variadas de produtos medicinais, farmacéuticos, agricolas,
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sendo utilizado como uso das plantas medicinais na medicina popular. Aproximadamente 40%
do uso de plantas medicinais presentes no Cerrado pela populagdo sdo para tratamento de
alguma doenca ou dor infecciosa ou até mesmo problemas no sistema digestivo e respiratdrio
(CHAER et al., 2023).

Com a demanda da agricultura e pecudria, ou seja, a exploragdo ¢ o desmatamento
desenfreado por essas regioes do Cerrado, coloca-se em risco a biodiversidade que ¢ tao rica,
mas muito pouco estudada (POLIZEL et al., 2021).

O Cerrado ¢ um dos hotspots mundiais com menor cobertura de areas protegidas. O
desmatamento intenso resultou em impactos ambientais severos, como fragmentacdo de
habitats, perda de biodiversidade, degradagdo dos ecossistemas e contaminagdo de aquiferos.
Na década de 1970, a expansdo da producdo de graos intensificou a ocupag¢do do bioma,
elevando as taxas de desmatamento, que chegaram a superar as da Amazénia (BRASIL, 2025;

OLIVEIRA et al., 2020; PMABB, 2022).

3.4.1 Planta hospedeira Cochlospermum regium

Cochlospermum regium (Figura 4), conhecida popularmente por algoddozinho do
Cerrado, e em algumas regides por algoddozinho do campo, algoddo amarelo (GALVAO et al.,
2020); algodao bravo, periquiteira, algodao-do-mato, algodaozinho, algodaozinho cravo, butua-
de-corvo, periquiteira-do-campo, pacote, ruibarbo-do-campo e sumauma-do-igapo
(ARUNACHALAM et al., 2019; WFO, 2023). As flores sdo amarelas, pentimeras, com até
seis centimetros de diametro, dispostas em paniculas localizadas no apice dos galhos; as

sementes sdo espiraladas e ortodoxas (ARUNACHALAM et al., 2019; SANTOS, 2024).
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Figura 4 — Planta adulta de Cocholospermum regium em diferentes estagios vegetativos:

planta em floragao, flores, folhas e xilopodio.

Fonte: Autor, 2025.

C. regium ¢é considerada uma planta nativa do Brasil, ndo endémica (ARUNACHALAM
et al., 2019), pertencente a familia Bixaceae, e género Cochlospermum. ¢ uma planta que tem
ampla distribuicao geografica, podendo ser encontrada nos biomas Caatinga, Pantanal, campos
da Amazonia e Cerrado (WFO, 2023; SANTOS, 2024). E encontrada predominantemente na
regido centro — oeste e¢ norte do Brasil. E caracterizada por ser uma planta medicinal,
ornamental, pela beleza de suas flores, e forragem animal (GALVAO et al., 2020; GALVAO
etal., 2023).

Sua presenga ¢ registrada no Sudeste, nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, no
Centro-Oeste, abrangendo o Distrito Federal, Goids, Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul, no
Nordeste, onde ocorre em Alagoas, Bahia, Sergipe, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Piaui, Maranhdao e Ceara, ¢ no Norte, nos estados Amazonas, Amapa, Pard, Rondonia e
Tocantins, (LLERAS, 2016; LLERAS, 2024; SANTOS et al., 2024), conforme ilustrado na
Figura 5.
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Figura 5 — Locais de ocorréncia de Cochlospermum regium, em verde sdo as espécies

encontradas

Fonte: Adaptado por Santos et al.,(2024).

A espécie vegetal C. regium ¢ utilizada desde a antiguidade, para tratar infecgdes,
feridas, espinhas e afec¢des da pele, como agente analgésico, antibacteriano, anti-inflamatorio,
anti-tumorais e antimicrobianas (CARVALHO et al., 2018b; ARUNACHALAM et al., 2019;
GALVAO et al., 2020; GALVAO et al., 2023; SANTOS, 2024), é usada também para tratar
gastrite, ulceras, reumatismo, inchaco das pernas (GALVAO et al., 2020), infecgdes
ginecoldgicas (OLIVEIRA et al., 2020; SANTOS, 2024). Estudos apontam que na medicina
tradicional africana, possuem aplicacao medicinal em doengas, como maldria, diarreia, ictericia,
infeccdes e inflamagdes, uma espécie promissora para possuir compostos bioativos
(DALL’ACQUA et al., 2020).

O xilopodio dessa espécie ¢ amplamente empregado na medicina tradicional, sendo
preparado em fatias, lascas ou pé para a formulagao de decoctos, infusdes e garrafadas. Seu uso
esta associado ao tratamento de diversas infec¢Oes, incluindo uterinas, ovarianas e intestinais,
além de apresentar propriedades antibacterianas e analgésicas (ARUNACHALAM et al., 2019;
SANTOS et al., 2018; SANTOS et al., 2024).

Estudos relatam que a mesma na triagem fitoquimica contém fenois, flavonoides e
taninos, incluindo os compostos acido elagico e gilico (GALVAO et al., 2023). Sendo os

principais constituintes, flavonoides e compostos fendlicos (MIRANDA PEDROSO et al.,
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2019; SANTOS et al., 2024). Possuindo propriedades farmacologicas, bem especificas, como
antinociceptivas, antiinflamatorias, antipiréticas, antimutagé€nicas, antimicrobianas,
gastroprotetoras, antioxidantes, genotoxicas e mutagénicas e atividades citotoxicas
(ARUNACHALAM et al., 2019).

Em relacdo ao estudo dos fungos endofiticos associados de C. regium, a investigagao
conduzida por Arruda et al. (2022), resultou no isolamento do fungo endofitico Asordaria
conoidea, de C. regium, sendo avaliadas suas propriedades bioldgicas. Nos ensaios
antioxidantes, o extrato do fungo demonstrou potencial antioxidante significativo. Além disso,
no teste de atividade aleloquimica, foi observada uma agao inibitoria atribuida exclusivamente
a fracdo metandlica do extrato bruto, a qual reduziu o crescimento das plantulas em 65,5% e
51% nas maiores concentracdes testadas. Esses achados indicam que A. conoidea pode
representar uma fonte ainda inexplorada de compostos bioativos. O estudo também permitiu o
isolamento e a identificagdo de quatro metabdlitos identificados pelas estruturas da figura 6:
tirosol (III), 4-hidroxibenzaldeido (IV), 2-fenilacetamida (V) e acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico (VI) (Figura 6).

Figura 6 - Substancias isoladas: tirosol (III), 4-hidroxibenzaldeido (IV), 2-fenilacetamida
(V) e éacido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico (VI).
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Fonte: Autor, 2025.

Outro estudo relevante sobre C. regium, realizado por Dantas et al. (2023), identificou
a presenca do fungo endofitico Coriolopsis rigida. A analise fitoquimica do extrato bruto em
acetato de etila (AcOEt) revelou uma ampla diversidade metabdlica, com a deteccdo de
flavonas, flavonois e xantonas. Esse extrato apresentou expressiva atividade antioxidante, com
um percentual de inibi¢do de 78,87% na concentracdo de 1000 mg.mL™" e um valor de CE50
de 0,33 mg.mL ', além de demonstrar efeitos aleloquimicos. A inibi¢io do crescimento das
plantulas de Lactuca sativa L. € Raphanus sativus L. foi de 63% e 55%, respectivamente. No
entanto, o extrato ndo exibiu atividade antifingica contra as cepas de Candida carpophila e
Candida viswanathii, conforme determinado pelo ensaio de difusdo em meio solido.

Apos o fracionamento cromatografico do extrato bruto AcOEt do fungo, foram isoladas
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duas substancias, o tirosol (VII) e o novo produto natural isolado de fungos p-
hidroxifenilacetamida (VIII) (figura 7). A elucidagdo estrutural dessas substancias foi realizada

por meio de técnicas espectroscopicas.

Figura 7 - Substancias isoladas: tirosol (VII), p-hidroxifenilacetamida (VIII )
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Fonte: Autor, 2025.

Diante desses achados, o grupo de pesquisa em produtos naturais da Universidade
Federal do Tocantins — Campus Gurupi tem se dedicado ao estudo de fungos endofiticos
associados a espécie C. regium, buscando ampliar o conhecimento sobre seus metabolitos

secunddrios e suas potenciais aplicacdes biotecnologicas.

3.5 Fitopatogeno Sclerotinia Sclerotiorium

Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary, ¢ um fungo fitopatogénico do filo 4scomycota,
subfilo Pezizomycota, Classe Leotiomycetes, ordem Helotiales e familia Sclerotineaceae,
(EMILIANO, 2020). De ampla distribui¢do geografica e comportamento necrotrofico, sendo o
agente causador da doenca conhecida como mofo branco ou podriddo branca, transmitida pelo
solo. Sua caracteristica de baixa especificidade permite que infecte uma vasta gama de
hospedeiros, abrangendo mais de 400 espécies vegetais. Essa ampla adaptabilidade torna o
fungo responsavel por significativas perdas anuais em diversas culturas de grande relevancia
econOmica, como soja, feijao, batata e canola (KABBAGE et al., 2015; BOLTON et al., 2006;
BOLAND & HALL, 1994).

A sintomatologia da doenga se manifesta pelo aparecimento de micélio branco sobre o
caule e os frutos das plantas afetadas (Figura 8), além da formagdo de esclerddios (Figura 9),
que sdo estruturas resistentes compostas por hifas agregadas, recobertas por uma camada
externa rica em melanina. Essas estruturas garantem a sobrevivéncia do fungo tanto nos tecidos

infectados da planta quanto no solo. Os esclerddios podem permanecer viaveis por um periodo
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de até oito anos, aguardando condigdes ambientais favoraveis para a germinagdo, como alta
umidade, temperaturas amenas (entre 18 e 22°C) e luminosidade moderada (EMILIANO,
2020).

Figura 8 - Folhas e mudas de feijoeiro infectadas com Sclerotinia sclerotiorum

s

Fonte: Emiliano, 2020.

Figura 9 — Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum

Fonte: EMILIANO, 2020.

4 METODOLOGIA

4.1 Cepas dos microrganismos

As cepas dos fungos endofiticos isolados da espécie Cochlospermum regium foram
obtidas a partir do acervo do Laboratério de Reatividade dos Compostos Organicos da
Universidade Federal do Tocantins — Campus Gurupi. Durante o processo de isolamento, foram

identificadas um total de cinquenta e trés cepas fingicas provenientes das folhas e do caule da
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planta (MORAES et al., 2023). Para fins de catalogacdo e organizagdo, cada fungo isolado
recebeu uma designagao especifica, sendo nomeado com o codigo "Cr", correspondente a planta
C. regium, seguido de um numero sequencial (Cr-1 até Cr-53) (MORAES et al., 2023). As
cepas utilizadas no presente estudo foram: Cr-1, Cr-11, Cr-12, Cr-23, Cr-27 e Cr-32.

A identificagdo taxondmica dos fungos foi conduzida por meio de técnicas moleculares,
utilizando a regido ITS (Internal Transcribed Spacer). Essa regido do DNA ribossomal
apresenta elevada conservacdo dentro da mesma espécie, mas exibe variagdes significativas
entre diferentes espécies, permitindo a identificagdo precisa tanto em nivel de género quanto de
espécie. A metodologia envolveu a amplificacdo e posterior sequenciamento da regido ITS,
cujos dados foram comparados com bancos de dados genéticos disponiveis, garantindo uma
caracterizacdo acurada das cepas (ALBERTO et al., 2011; MORAES et al., 2023).

A partir das analises moleculares, foi possivel identificar dois fungos endofiticos que
foram utilizados no trabalho, sendo eles: Cr-1 (Coriolopsis rigida), Cr-32 (Phomopsis sp.)
(MORAES et al. 2023). As demais cepas utilizadas seguem em processo de caracterizagdo para
identificacdo definitiva.

O fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum foi cedido pelo professor Dr. Geraldo

Humberto Silva da Universidade Federal de Vigosa.

4.2 Cultivo dos microrganismos endofiticos

Para meio de cultivo BDA (batata, dextrose e 4gar) foi preparado uma infusao de 200
g/L de batata para 20 g/L de agar e dextrose, acrescidos de dgua destilada para completar
1000 mL do volume desejado. Com meio de cultura previamente pronto, a préxima etapa foi
a esterilizagdo empregando tratamento térmico (autoclave). Inicialmente foi realizada a
ativacao dos isolados da espécie vegetal C. regium em meio de cultivo BDA (batata-
dextrose-agar). Ap6s a inoculagdo estes foram incubados em estufa bacteriologica por 7 dias

a 25 °C no fotoperiodo de 12 horas de luz (MAIA & SILVA & CAVALCANTI, 2000).

4.3 Ensaio Antagonista

Para a realizacdo do ensaio de antagonismo in vitro, foi adotada a metodologia de
culturas pareadas em placas de Petri, conforme descrito por Mariano (1993). Essa técnica
permite um confronto direto entre os fungos endofiticos e o fitopatdgeno Sclerotinia

sclerotiorum (SS). Foram utilizados discos de 6 mm de didmetro, posicionados em pontos
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equidistantes nas placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Um dos discos foi obtido da
coldnia do fitopatdogeno e o outro da coldnia do fungo endofitico, sendo ambos incubados por
7 dias. Apos o pareamento, as placas de Petri foram incubadas a 25°C por um periodo de 7 a
10 dias, ou até o momento em que o fungo endofitico e o fitopatdogeno entrassem em contato.
Como controle, o fitopatégeno foi inoculado sem a presenca do fungo endofitico.

A avaliagao do ensaio antagonista foi realizada quando a colonia do fitopatogeno
(controle) atingiu a borda da placa de Petri. Em seguida, os didmetros das colonias do
fitopatogeno foram medidos com o auxilio de um paquimetro manual. O ensaio foi realizado
em triplicata, e os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando o software
SISVAR 5.6. Para comparacao das médias, aplicou-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. O percentual de inibi¢do do fitopatdégeno SS foi calculado pela Equagao 1:

%PI = (Dc —Dt/Dc) x 100 (Equacgao 1)

Em que:

%PI = percentual de inibicao;

Dc = didmetro médio da coldonia do patdgeno (placas controle SS);

Dt = didmetro médio do patdogeno em presenca do antagonista endofitico (placas de

confronto).

4.4  Obtencao do extrato bruto da cultura do fungo endofitico

O isolado fungico codificado como Cr-11, 0 que apresentara melhores resultados frente
ao ensaio antagonista, foi repicado em meio so6lido BDA, e cultivado durante 7 dias para a
obtencdo da massa micelar. O meio de cultivo foi preparado utilizando 160 g de arroz e 160
mL de agua destilada, e autoclavados por 2 vezes durante 40 minutos. Foi inoculado meia placa
de Petri contendo o meio e os micélios do fungo em 1 saco de polietileno com arroz
autoclavado, totalizando 6 sacos de polietileno. Foram deixados dois sacos de polietileno
apenas com o meio para ser o branco. O fungo foi cultivado durante 21 dias, em temperatura
ambiente (XU et al., 2023a).

Apos o cultivo de 21 dias, foi transferido a biomassa dos sacos de polietileno para um
béquer, e adicionado 700 mL de metanol, para a biomassa ficar submersa por um periodo de 12
horas. E assim realizou-se a filtracdo convencional a vacuo, para obter apenas a parte liquida,
colocando no rotoevaparador até a obtencao do extrato bruto. Solubilizou-se o extrato bruto em
agua destilada e foi feita a particao liquido/liquido do extrato aquoso com acetato de etila por 3

vezes. Logo apds juntou -se a fracao de acetato de etila (AcOEt) e rotoevaporou o solvente para
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obtenc¢do da fragdo acetato de etila, rotoevaporou a fragdo aquosa para obtengao do extrato polar
aquoso. Por fim, solubilizou-se a fracdo do acetato de etila em solugdo aquosa de metanol
(MeOH) 80% e realizou a particao liquido/liquido com hexano por 3 vezes. E logo apos
rotaevaparou o hexano e o metanol 80% para obter a fragdo hexanica e fracdo metanolica 80%

respectivamente.

4.5 Fracionamento do extrato bruto

A fracdo metandlica 80% obtida foi submetida a fracionamento cromatografico
utilizando coluna de vidro. Foi realizado o fracionamento utilizando fase estacionaria C18, e
eluente um gradiente de 4gua e metanol. Foram obtidas 4 sub-fra¢des sendo a primeira fragao
(SFrl), 50% metanol e 50% agua, a segunda fragao (SFr2) 75% metanol e 25% agua, a terceira
fracdo (SFr3) 100% metanol e a quarta fracao (SFr4) 100% acetona.

4.6  Analises Cromatograficas do extrato e fracoes

A fragdo metandlica a 80% foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD), utilizando um sistema Shimadzu composto
pela bomba LC-6AD, controlador CBM-20 e detector SPD-M20A. O perfil cromatografico foi
obtido por meio de um gradiente exploratério, empregando como fase estacionaria uma coluna
analitica Agilent Eclipse Plus C18 (150 x 4,6 mm, 5 um). A elui¢do foi conduzida com uma
fase movel composta por uma mistura de dgua e metanol (H-O:CHsOH), variando de 50:50
(v/v) até 0:100% ao longo de 30 minutos, com vazdo constante de 1,0 mL/min (CHAPLA et
al., 2013).

4.7  Analise de UPLC-MS/MS

A fragdo metandlica 80% e as subfragdes foram enviadas para o Laboratério de Gestdo
de Compostos (LGC/LNBio-CNPEM) e, conseguinte, foram solubilizadas com DMSO 100%
a uma concentragcdo de 10 mg/mL. As amostras foram centrifugadas a 990 xg por um minuto,
agitadas e submetidas a um banho ultrassonico em poténcia minima com agua na temperatura
ambiente por 5 minutos, para assegurar sua homogeneidade. Apds esse processo, as amostras
foram armazenadas em tubos de 1,4 mL codificados sob atmosfera de nitrogénio a -20°C

(CAJKA, 2016).
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O perfil cromatografico das amostras foi obtido através de cromatografia liquida (CL)
usando o sistema UPLC Acquity HClass (Waters), equipado com uma coluna C18 BEH
Acquity de 1,7um (2,1 x 100 mm, Waters). O gradiente de elui¢do foi programado da seguinte
maneira: 90% de 4gua, 5% de acetonitrila (CH3CN) e 5% de solucao de acido férmico a 2%
(fase moével inicial); aos 10 minutos, aumentando a concentragdo de CH3CN para 95%, e
mantendo 5% da solugdo de acido féormico a 2% (curva 6); aos 12 minutos, a fase moével foi
alterada para 100% de CH3CN (curva 1); e 3 minutos de recalibracdo na fase movel inicial
(totalizando 15 minutos) (CAJKA, 2016).

Ap0s a separagdo cromatografica, os analitos foram analisados por espectrometria de
massas em tandem uHR-ESI-QqTOF Impact II (Bruker), no modo positivo. O espectrometro
foi calibrado com formato de s6dio 10mM para garantir alta precisdo. Os parametros foram:
aquisicao de 8 Hz com um limite absoluto de 25 contagens; para a ionizagdo os parametros
foram deslocamento de placa de extremidade de 500 V, voltagem de capilar de 4500 V, pressao
de nebulizacdo de 4 Bar para o gés de secagem N>, com fluxo de 10 L/min e uma temperatura
de secagem de 200°C. O método MS/MS utilizou um ciclo de 1 segundo, com energia de
colisdo entre 20-70 V, e dados abaixo de 200 Da foram excluidos. Apds a analise, os dados

foram convertidos em formato mzXML para processamento posterior (CAJKA, 2016).

4.8 Avaliacao da citotoxicidade das fracoes

A fracdo metandlica 80% e as sub-fracdes (SFrl1-SFr4) foram avaliados em
concentragdes de 40 a 0,16 pL/mL utilizando células aderentes HaCat (queratindcitos humanos
nao tumorais) ¢ HCT-116 (células epiteliais humanas de cancer de célon), seguindo a
metodologia de triagem de alto desempenho (HTS - High-Throughput Screening). A contagem
de ntcleos em imagens de microscopia foi utilizada como parametro de analise, de acordo com
a metodologia de Analise de Alto Conteudo (HCA - High-Content Analysis) (INVITROGEN,
2020). O ensaio foi realizado em colaboracao com a pesquisadora Daniella B. B. Trivella, do

Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM).

4.9 Construcao de redes moleculares e anotacio de compostos

Utilizou-se a plataforma de analise de espectrometria de massas baseadas na web,
GNPS2 (Global Natural Products Social Molecular Networking 2) para construcio das redes

moleculares, e, andlise quimica. Os dados foram filtrados removendo todos os ions de
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fragmentos MS/MS dentro de +/- 17 Da do precursor m/z. Os espectros MS/MS foram filtrados
em janela escolhendo apenas os 6 principais ions de fragmentos na janela +/- 50Da em todo o
espectro. Definiu-se a tolerancia a massa do ion precursor como 0,02 Da e uma tolerancia ao
ion do fragmento MS/MS de 0,02 Da. Dessa forma, criou-se uma rede onde as bordas foram
filtradas para haver uma pontuacgdo de cosseno acima de 0,90 e mais de 4 picos correspondentes,
e intensidade minima de picos em 100. Além disso, manteve-se as arestas entre dois nés na rede
se e somente se cada um dos nds aparecesse nos 10 nds mais semelhantes um do outro.
Finalmente, o tamanho maximo de uma familia molecular foi definido como 100, ¢ as bordas
de pontuagdo mais baixa foram removidas das familias moleculares até que o tamanho da
familia molecular estivesse abaixo deste limite.

Os espectros na rede foram entdo pesquisados nas bibliotecas espectrais do GNPS. Os
espectros da biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados de entrada. Todas as
correspondéncias mantidas entre espectros de rede e espectros de biblioteca deveriam ter uma
pontuacdo acima de 0,90 e pelo menos 4 picos correspondentes.

Com o intuito de aprimorar os critérios das anotagdes utilizou-se as seguintes bases de
dados: COCONUT — Collection of Open Natural Products [Link]; ChEBI — Chemical Entities
of Biological Interest [Link]; FooDB — Resource on food constituents; NPatlas — The Natural
Products Atlas [Link] ; CAS — Chemical Abstracts of American Chemical Society [Link];
MassIVE — Mass Spectrometry Interactive Virtual Environment; microbeMASST [Link];
EMNPD - Endophyte Mircoorganism Natural Product Database; MassBank [Link];
MetaboLights.

4.10 Determinacao da Atividade Antibacteriana

Realizou-se o ensaio para detectar a atividade antibacteriana das fra¢des obtidos do
cultivo do fungo Cr-11.

O ensaio antibacteriano foi realizado baseado na metodologia do Teh (2017). Em
primeira instancia, preparou-se o meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) e verteu 10 mL em
seis tubos Falcon. Em seguida, adicionou 100 plL da suspensdao bacterianas de
Stenotrophomonas maltophilia e Escherichia coli cedidas pelo Laboratério de Biomoléculas e
Vacinas (LABVAC-UFT). Foi utilizado 3 tubos para cada bactéria. Apo6s inoculacao, deixou
em overnight a 37°C e, depois, foi feita a medi¢cdo da absorbancia no espectrofotometro a 600
nm.

Ajustou a suspensdo bacteriana até o Padrdo 0,5 McFarland, apos foi adicionado 100
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uL da suspensdo bacteriana nas placas contendo meio BHI e espalhou com o auxilio de uma
alca de Drigalski em toda a placa. Em seguida, colocou-se discos de papel filtro esterilizados
na superficie e pipetou-se 10 pL da solugdo das fragdes (20 e 40 mg/mL) em pontos
equidistantes da placa juntamente com o DMSO, utilizado como controle negativo. O ensaio

foi realizado em triplicata e analisou apds 24 e 48h a inibi¢ao do crescimento das bactérias.

5 RESULTADOS E ANALISE

5.1 Avaliacdo do ensaio Antagonista

Os testes realizados por meio do método in vitro evidenciaram o potencial antagonista
dos fungos endofiticos, avaliado por meio do pareamento direto. Uma técnica em que os fungos
endofiticos e os patogenos sdo inoculados em pontos opostos de uma mesma placa de Petri
contendo meio de cultura apropriado, permitindo a observagdo do crescimento em direcao ao
centro e da possivel inibi¢do do microrganismo alvo. Essa abordagem permite identificar
interacdes antagdnicas diretas, como a produgdo de metabolitos inibitdrios, competicdo por
nutrientes e espaco, ou outros mecanismos de supressao fungica. Os fungos endofiticos isolados
da planta hospedeira, identificados pelos cédigos Cr-1, Cr-11, Cr-12, Cr-23, Cr-27 e Cr-32,
demonstraram capacidade de inibir o crescimento de fitopatégenos em condicdes in vitro,
quando comparados a testemunha (auséncia de fungo endofitico). Para quantificar essa inibigao,
foram mensuradas as dimensoes das colonias dos fitopatogenos em placas de Petri submetidas
ao pareamento direto com cada fungo endofitico. Os dados obtidos foram organizados em uma
tabela de porcentagem de inibicao do crescimento micelial (PICM), gerada com auxilio do
software estatistico SISVAR 5.6.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste de Tukey (nivel de significancia de
5%), o que permitiu verificar diferengas significativas entre os tratamentos. Dentre os
resultados, observou-se que todos os fungos endofiticos avaliados apresentaram atividade
inibitoria contra o fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum, sendo possivel evidenciar variagdes
no grau de inibic¢ao entre os isolados. Tais resultados, apresentados na Tabela 1 e ilustrados na
Figura 10, reforgam o potencial desses microrganismos endofiticos como agentes
biocontroladores em estudos futuros voltados ao manejo alternativo de doencas fingicas em

plantas.
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Tabela 1 - Resultados do ensaio antagonista dos fungos endofiticos contra Sclerotina
sclerotiorum obtido pelo programa SISVAR.
TRATAMENTOS Médias (mm)! Percentual de Inibicao (%)

Controle 86,10 a4 -
Cr-1 48,71 a2 43,42
Cr-11 12,69 al 85,25
Cr-12 18,85 al 78,10
Cr-23 46,05 a2 46,50
Cr-27 42,67 a2 50,44
Cr-32 58,22 a3 32,37

CV(%)? 8,53

'Médias seguidas de mesma letra minuscula com mesmos nimeros, nas colunas, nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *Coeficiente de variagio

Fonte: Autor, 2025.

Figura 10 - Confronto direto do Sclerotina sclerotiorum com o endofito Cr-11.

Cr-11

Sclerotinia
Sclerotiorum

Legenda: (A) Confronto direto do Sclerotina sclerotiorum com o endoéfito Cr-11

Fonte: Autor, 2025.

Dentre os isolados avaliados, os fungos endofiticos codificados como Cr-11 e Cr-12
destacaram-se por exibirem os maiores indices de inibi¢do contra o fitopatégeno S.
sclerotiorum, alcangando percentuais de inibi¢cdo de 85,25% e 78,10%, respectivamente. Esses
resultados estdo alinhados com os dados reportados por Reis (2022), que também constatou a

eficacia do endofito Cr-11 na inibigdo do crescimento de S. sclerotiorum.



46

Segundo Azevedo et al. (2002), os fungos endofiticos podem atuar na inibi¢do de
fitopatogenos através de diferentes mecanismos, incluindo a competi¢do por nutrientes, a
producdo de substancias antagonicas ou a induc@o de resisténcia na planta hospedeira.

Estudos realizados por Moraes et al. (2023), identificaram que os fungos endofiticos
codificados como Cr-2, Cr-10, Cr-16, Cr-17, Cr-24, Cr-27, Cr-30, Cr-32, Cr-40, Cr-41, Cr-42,
Cr-44, Cr-48 e Cr-50, isolados de C. regium, apresentaram capacidade de inibir o crescimento
dos fitopatogenos Fusarium oxysporum, Bipolaris oryzae e Curvularia lunata quando
comparados a testemunha (auséncia de fungo endofitico). Demonstrando a alta capacidade dos
fungos endofiticos isolados de C. regium em produzir compostos com atividade antagonista.
(MORAES et al., 2023).

Diversos estudos tém demonstrado a atividade antagonista de fungos endofiticos contra
distintos fitopatogenos de interesse agricola (GRABKA et al., 2022c; SILVA-VALDERRAMA
et al., 2021; HUANG et al., 2020; LOPES et al., 2017; SANTOS E CARVALHO, 2011;
MORAES et al., 2023). A utilizagdo de microrganismos com propriedades de biocontrole e/ou
promogao de crescimento tem sido considerada uma alternativa vidvel para sistemas agricolas
sustentaveis, tanto do ponto de vista ecoldgico quanto econdmico.

O controle biolégico, por meio do uso de microrganismos antagonistas, tem se
consolidado como uma alternativa sustentavel e eficaz no manejo de doencas fungicas de dificil
controle em diversas culturas agricolas. Diversos estudos demonstram o sucesso da aplicacao
de fungos e bactérias antagonistas na supressao de patdogenos como Sclerotinia sclerotiorum,
causador da podridao branca; Fusarium oxysporum, agente da murcha vascular; e Botrytis
cinerea, responsavel pela podriddo cinzenta (GRABKA et al., 2022c; CHEN et al., 2016;
MORAES et al., 2023). Esses microrganismos atuam por mecanismos como competi¢ao por
espaco e nutrientes, producdo de metabolitos antifungicos, micoparasitismo e indugdo de
resisténcia nas plantas hospedeiras, representando uma estratégia promissora para a reducao do
uso de fungicidas quimicos e para o aumento da sustentabilidade agricola.

O endofito Cr-11 foi selecionado para cultivo em larga escala, devido a atividade
antagonista apresentada. A Tabela 2 apresenta os valores das massas obtidas para cada uma das
subfracdes obtidas no processo de fracionamento do extrato bruto. Ao todo, foram obtidas
quatro subfracdes, denominadas SFrl, SFr2, SFr3 e SFr4, utilizando solventes em diferentes

propor¢des de polaridade crescente.
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Tabela 2 — Massas das subfragdes obtidas

Sub-Fracoes Massa (g)
SFrl 0,2955
SFr2 0,0264
SFr3 0,3556
SFr4 0,0037

Fonte: Autor, 2025

A subfracdo SFr3, eluida com 100% metanol, apresentou a maior massa (0,3556 g),
indicando uma maior concentragdo de compostos soluveis em solvente organico polar. Esse
resultado sugere que a maior parte dos constituintes presentes no extrato bruto possui afinidade
com metanol, o que pode incluir flavonoides, fendis e outras substincias polares.

Em seguida, a subfracdo SFrl, obtida com uma mistura de 50% metanol e 50% agua,
também apresentou um rendimento expressivo (0,2955 g). Essa fra¢do representa compostos
mais polares, que apresentam alguma solubilidade em meio aquoso. Ja a subfragao SFr2, obtida
com 75% metanol e 25% 4gua, apresentou massa significativamente menor (0,0264 g), o que
pode indicar menor presenca de compostos com essa afinidade intermediaria.

Por fim, a subfracdo SFr4, eluida com 100% acetona, apresentou o menor rendimento
(0,0037 g), evidenciando a baixa concentracdo de compostos com maior solubilidade em
solventes menos polares, como a acetona. Esse dado refor¢a a predominancia de compostos

polares no extrato analisado.

5.2  Construcao das redes moleculares

A metodologia denominada Classical Networking Workflow foi escolhida para a
geragao das redes moleculares devido a sua capacidade de eliminar a necessidade de etapas de
pré-processamento, além de possuir uma interface intuitiva e de facil utilizagdo. Assim, a partir
dos dados espectrais de MS/MS obtidos das sub fra¢des correspondentes (SFr1 (50% metanol
e 50% agua, SFr2 (75% metanol e 25% éagua), SFr3 (100% metanol) e SFr4 (100% acetona) e
ao grupo controle, foi possivel construir a rede molecular na plarraforma GNPS2, que
posteriormente foi visualizada por meio do software Cytoscape na figura 11 (SHANNON,
2003).

A analise da rede molecular revelou muita complexidade, abrangendo um total de 719

nos (desconsiderando os nos pertencentes ao grupo controle) e 1540 arestas, sendo que obteu-
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se 719 nds nas subfragdes 1 ao 4 e ao grupo controle. Cada nd representa um espectro de massas
distinto, enquanto as arestas correspondem as conexoes entre nos que apresentam similaridade
espectral, mas ndo sao idénticos (ARON et al., 2020).

Para a anotacdo dos compostos, seguiu-se a abordagem proposta por Sumner et al.
(2007) e Schymanski et al. (2014), na qual a determinacdo dos metabdlitos ocorre em diferentes
niveis de confianca. No nivel 1, os metabolitos sdao confirmados com base em dados como
tempo de retencdo, espectro de massas e espectro MS/MS, geralmente correspondendo a
compostos previamente relatados na literatura. No nivel 2, a identificagdo ocorre através da
comparac¢do dos dados espectrais adquiridos com aqueles disponiveis em bancos de dados ou
estudos anteriores. O nivel 3 consiste na tentativa de inferir uma estrutura molecular para o
composto, embora essa proposta ndo seja confirmada. No nivel 4, determina-se apenas a
férmula molecular, sem informagdo suficiente para sugerir uma estrutura especifica. Por fim,
no nivel 5, sdo disponibilizados apenas os dados referentes a relacdo massa/carga (m/z) e ao
tempo de reteng¢do, sem elementos adicionais para deduzir uma foérmula molecular

(SCHYMANSKI et al., 2014; SUMNER et al., 2007).
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Figura 11 — Rede molecular das sub fragdes e do controle, editada pelo Cytoscape
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Legenda:
.C ‘ontrole .SFrl .SFrZ . SFr3 (SFr4 .Fr-S()%

* Rede molecular imcompleta, apenas para ilustragio

Fonte: Autor, 2025.
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5.3 Anotac¢io de Compostos

Seguindo a proposta de identificagdo e anotagao de compostos estabelecida por Sumner
et al. (2007) e Schymanski et al. (2014), os seguintes compostos foram anotados conforme as
recomendacdes para os niveis de anotagdo. Obteve-se 51 compostos correspondentes a
espectros presentes na base de dados do GNPS2. Para a anotagdo dos compostos adotou-se as
seguintes formas de exclusdo e inclusao: os metabolitos relacionados com o espectro referente
ao grupo controle foram desprezados; comparou-se os espelhos dos espectros de massas, os
picos compartilhados entre espectros e a similaridade dos valores dos cossenos, sendo que
valores proximos de 1 sdo ideais; com o painel microbeMASST pode-se determinar se os
compostos correspondentes haviam sido previamente relatados como sendo produzidos por
microrganismos (ARON et al., 2020; ARRIEL-ELIAS et al., 2023).

A tabela 2 apresenta a relacdo entre os compostos anotados, havendo 15 entidades de
massas com espectros semelhantes com os pertencentes as bibliotecas utilizadas. Foram
anotados 51 compostos, dos quais 15 foram anotados no nivel 2, sendo observado as suas
estruturas na figura 13, trinta e trés no nivel 4 e apenas trés no nivel 5. A maioria dos compostos
anotados no nivel 4, apresentaram semelhancgas espectrais com compostos pertencentes a classe
dos fosfolipidios. As bibliotecas utilizadas para esse nivel de anotagcdo sugeriram até duas
possiveis formulas moleculares. A figura 13 apresenta as estruturas quimicas dos compostos

anotados no nivel 2.

Tabela 3 - Metabolitos anotados das sub fragoes

RT |Formula molecular Nivel de

m/z
(min)

Anotac¢ao*

anotacio

Fracao(s)
atribuida(s)

(1) 509,288
[M+NH,] *

791

Co6H37NOg

Acido 4-[5-[[4-[5-
[acetil(hidroxi)amin
o]ptilamino]-4-
oxobutanoil]-
hidroxiamino]ptila
mino]-4-
oxobutanoico

Nivel 2

SFr2 / Fr — 80%

(2) 1043,7
[2M+H] *

8,65

Ca6Hs52NO7P

1-(92-
octadecenoil)-sn-
glicero-3-
fosfocolina

Nivel 2

Fr —80%
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(3) 532,348 8,01 C27H4609 [2-hidroxi-3-[3,4,5-| Nivel 2 SFr2
[M+H] " trihidroxi-6-
(hidroximetil)oxan-
2-
il]Joxipropil](9Z2,12Z
,15Z)-octadeca-
9,12,15-trienoato
(4) 407,240 2,79 Ci18H34N203 Acido 3-metil-2- | Nivel2 | SFrl/SFr2/
[M+H] * [[4-metil-2- Fr—80%
[(2,3,4,5-
tetrahidroxioxan-2-
il)metilamino]penta
noilJamino]pentanoi
co
(5) 801,442 9,67 C45Hs57N309 3,9,15-tribenzil- Nivel 2 |SFr2 / Fr — 80%
[M+NH4] " 4,10,16-trimetil-
6,12,18-tri(propan-
2-il)-1,7,13-trioxa-
4,10,16-
triazaciclooctadecan
0-2,5,8,11,14,17-
hexona
(6) 398,233 9,72 C24H31NO4 hexil 2-[4- Nivel 2 SFr2
[M+H] " (dietilamino)-2-
hidroxibenzoil]benz
0ato
(7) 203,118 522 C12H14N20 N-[2-(1H-indol-3- | Nivel 2 |SFrl/Fr-80%
[M+H] " il)etilJacetamida
(8) 218,101 2,45 Acido 2-(5-metil-1-| Nivel 2 |SFrl /Fr—80%
[M+H] * CuHuN;O, feniltriazol-4-
il)acético
(9) 219,114 2,76 C12H14aN202 N-[2-(5-hidroxi-1H-| Nivel 2 |SFrl /Fr—80%
[M+H] " indol-3-
il)etil]acetamida
(10) 266,103 3,13 Acido-3-amino-4- | Nivel 2 |SFrl /Fr—80%
[M+H] " C14H18N20s5 [[-1-metoxi-1-0x0-
3-fenilpropan-2-
ilJamino]-4-
oxobutanoico
(11) 294,155 0,81 C12H2007 hex-2-enoato de | Nivel 2 |SFrl /Fr—80%
[M+NH4] * [3,4,5-tri-hidroxi-6-
(hidroximetil)oxan-
2-il]
(12) 291,156 0,88 Ci14H24N>07 Acido Glicolico, | Nivel 2 |SFrl /Fr—80%
[M+NH4] " Acido 4-
Acetilbutanoico e
Acido 4-

Aminobutanoico
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(13) 432,281 2.73 CisH38010 Nonaetilenoglicol | Nivel 2 SFrl
[M+H] ™

(14) 308,28 8,21 C1H23NOS N-octil-3- Nivel 2 SFrl

[M+H-2H,0] * sulfanilpropanamida

(15) 205,098 1,97 Ci1iH12N202 Acido-2-amino-3- | Nivel 2 Fr - 80%

[M+H] * (1H-indol-3-
il)propanoico

(16) 391,209 1,98 C17H30N203 Alcaloide Nivel 4 |SFrl/Fr—80%
[M+H] * / C22H3006

(17) 374,327 10,50 C21H43NO4 Lipidio Nivel 4 Fr - 80%
[M+H] *

(18) 494,325 7.64 Co4HagNO7P Fosfolipidio Nivel 4 |SFr2 e Fr - 80%
[M+H] *

(19) 480,308 8.62 C23H46NO7P Fosfolipidio Nivel 4 Fr - 80%
[M+H] *

(20) 480,309 8,59 Ca3H4NO7P Fosfolipidio Nivel 4 Fr 80%
[M+H] *

(21) 534,319 6,54 CasHa3sN307 Alcaloide Nivel 4 SFr2
[M+H] "

(22) 538, 351 6,37 C26Hs52NOsP Fosfolipidio Nivel 4 SFr2
[M+H] *

(23)550,316 5,76 C34H39N502 Alcaloide Nivel 4 SFr3
[M+H] *

(24) 452,277 7,59 C21H4NO7P Fosfolipidio Nivel 4 SFr2
[M+H] "

(25) 452,278 7,61 C21H4NO7P Fosfolipidio Nivel 4 SFr2
[M+H] "

(26) 476,274 8,36 C21Ha1 N5O3S» Peptideo Nivel 4 Fr 80%
[M+H] "

(27) 460,270 6,89 C24H3406 Flavonoide Nivel 4 | Fr 80% / SFrl

[M+CoH3N+H] * prenilado
(28) 640,345 7,53 C36Ha609 Flavonoide Nivel 4 Fr—80%
[M+NH4] * glicosilado
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(29) 597,303 7,53 C35H37N305 Alcaloide Nivel 4 SFr2
[M+NH4]

(30) 403,202 5,88 C25H26N203 Alcaloide Nivel 4 SFr2
[M+H] "

(31)491,277 7,94 C31H4006 Flavonoide Nivel 4 SFr2

[M- H,0 +H]* prenilado

(32) 485,288 8,26 C29H400¢ / Flavonoide Nivel 4 |SFr2/Fr—-80%

[M- H,0 +H]* C20H4207 glicosilado

(33) 599,320 8,13 C34H4609 Flavonoide Nivel 4 |SFr2/Fr—80%
[M+H] " glicosilado

(34) 524,298 8,37 C23H4sN306PS Fosfolipidio Nivel 4 SFr2
[M+H] *

(35) 454,293 9,34 C21Hu4NO7P Fosfolipidio Nivel 4 SFr2
[M+H] "

(36) 679,390 7,89 C33Hss014 Lipidio Nivel 4 SFr2
9[M+H] "

37) 277,119 2,93 C14H16N204 Aminoacido Nivel 4 SFrl
[M+H] *

(38) 291,134 3,59 Ci1sH1sN204 Aminoéacido Nivel 4 |SFrl/Fr—80%
[M+H] "

(39) 480,309 8,06 C22Ha6N306P Fosfolipidio Nivel 4 SFrl
[M+H] ™

(40) 512, 335 7,43 C24Hs50NOgP/ Fosfolipidio Nivel 4 SFrl
[M+H] " C26H4sN307

(41) 344,228 2,37 C14H300s/ Fosfolipidio Nivel 4 SFrl
[M+H] " C15H20N504

(42) 330,239 3,78 Ci6H31N304 Alcaloide Nivel 4 SFrl
[M+H] "

(43) 513,319 9,65 C20H4sN6O7P / Fosfolipidio Nivel 4 SFr2
[M+H] * C24H49O9P

(44) 279,232 8.82 C20H35NO4 Lipidio Nivel 4 SFrl

[M- C,HsO,N+H] *

(45) 570,341 4,24 C30Hs52NO7P/ Alcaloide Nivel 4 SFr2/ SFr3
[M+H] " C52H47N306

(46) 412,211 3,02 C17H34NOgP/ Fosfolipidio Nivel 4 SFr3

[M+H] "

Ci19H29N307
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(47) 516,306 7,63 C23H4sN306P/ Fosfolipidio Nivel 4 Fr—80%
[M+H] " C25H43N505

(48) 208,097 3,15 CoH11INO> Aminoacido Nivel 4 |SFrl/Fr—80%
[M+H] *

(49) 293,247 9,31 - Lipidio Nivel 5 SFrl
[M+H] *

(50) 293,175 8,98 - Peptideo Nivel 5 SFrl
[M+H] *

(51) 307,19 9,40 - Ftalato Nivel 5 SFrl
[M+H] ™

outras bibliotecas; **Identificacdo feita através do espectro relacionado.

Fonte: Autor, 2025.

* Anotacdo: os compostos foram anotados conforme a classificagdo indicada pelo banca de dados do GNPS2 e

Figura 12 - Diagrama de Venn representando a distribui¢do dos metabdlitos anotados nas

(SFrl

SFr3

SFr1

@sEr2

Fr-80%
Legenda:

. SFr3

SFr2

Fonte: Autor, 2025.

.SFr4

fracoes SFrl, SFr2, SFr3, SFr4 ¢ Fr-80% do extrato bruto.

SFr4

.Fr-SO%

A distribui¢ao dos metabolitos anotados entre as fragdes SFrl, SFr2, SFr3, SFr4 ¢ Fr-

80% foi analisada por meio de um diagrama de Venn, permitindo avaliar a complexidade e a

seletividade do fracionamento. A fragao Fr-80% destacou-se com 23 metabolitos exclusivos,
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sugerindo alta concentragdo de compostos especificos. SFr2 apresentou 11 metabolitos
unicos, seguida de SFrl com 9 e SFr3 com 8. SFr4 ndo exibiu metabolitos exclusivos, mas
compartilha 13 compostos com outras fragdes, refor¢cando seu carater complementar.

O diagrama evidenciou também compostos compartilhados entre diferentes fracdes,
como os 13 metabolitos comuns a SFr2, SFr4 e Fr-80%, e os 8 presentes na interse¢ao entre
SFrl1, SFr3 e Fr-80%. Além disso, 20 metabolitos foram encontrados em todas as fragoes,
indicando a existéncia de uma base quimica comum nas fracdes.

A analise via espectrometria de massas revelou que SFr1 contém alcaloides e derivados
fendlicos, apontando um perfil distinto e potencialmente bioativo. J& SFr2 e SFr3
compartilham flavonoides glicosilados e acidos organicos com Fr-80%, refletindo
similaridades em polaridade e composicdo. Apesar de ndo ter compostos exclusivos, SFr4
contém saponinas de alto peso molecular, ressaltando sua relevancia.

Essa representacdo grafica facilita a visualizacdo da distribuicdo metabolica entre as
fracdes e contribui para a escolha de amostras prioritarias em testes bioldgicos ou estudos
estruturais futuros e orienta a selecdo de alvos promissores para estudos posteriores de
bioatividade e caracterizagao estrutural.

O composto Acido  4-[5-[[4-[5-[acetil(hidroxi)amino]ptilamino]-4-oxobutanoil]-
hidroxiamino]ptilamino]-4-oxobutanoico (1) foi anotado a nivel 2, havendo um espectro
correspondente em bases de dados que pudessem definir o composto. Embora ndo tenham
sido encontrados estudos especificos sobre este composto, (REIS, 2024), pesquisas sobre
compostos analogos indicam algumas possiveis atividades biologicas. Derivados de
aminoalcoois lipofilicos, como a N-(2-hidroxietil)pentadecanamida, demonstraram
capacidade de inibir a producao de 6xido nitrico e citocinas pro-inflamatorias, sugerindo um
potencial efeito anti-inflamatorio (SILVA, 2014). Estudos com derivados carbazonicos, como
a N-fenilcarbazona, indicaram que grupos funcionais semelhantes poderiam conferir ao
composto estudado propriedades antitumorais (RABELO, 2016). Contudo, a literatura sobre
esse composto ¢ escassa, demandando investigacdes adicionais.

Anotou-se em nivel 2 o composto 1-(9Z-octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfocolina (2). A
biblioteca sugeriu a férmula molecular C,sHs;NO-P, ao analisar dados da literatura e
informacdes espectrais fornecidas pela National Library of Medicine, a primeira formula foi
utilizada para propor a estrutura quimica. E um fosfolipidio que desempenha um papel
significativo na estrutura e fun¢do das membranas celulares. Este composto ¢ amplamente
utilizado em estudos relacionados a dindmica de bicamadas lipidicas e propriedades de

membranas. Além disso, derivados de lisoglicerofosfocolinas, como a 1-oleoil-sn-glicero-3-
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fosfocolina, tém sido avaliados por suas propriedades biocidas, especialmente na inibigao de
processos de bioincrustagao, como a proliferacao do mexilhao dourado (Limnoperna fortunei).

No campo cosmético, a fosfatidilcolina, um fosfolipidio estruturalmente relacionado, ¢
valorizada por suas propriedades de rejuvenescimento da pele. Ela atua aumentando a produgao
de 4cido hialurdnico e reduzindo a atividade de enzimas que degradam o coldgeno, contribuindo
para uma pele mais eldstica e com menos rugas. Essas atividades biologicas destacam a
importancia dos fosfolipideos, como a 1-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, em aplica¢des
biomédicas e cosméticas. Estudos recentes indicam que ela estd envolvida na sinalizagao
celular, inflamacgdo e aterosclerose. Além disso, foi observada sua participagdo na modulacao
do sistema imunoldgico e na promocao de respostas inflamatérias (NATIONAL, 2025).

0] composto [2-hidroxi-3-[3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-
il]Joxipropil](9Z,12Z,157)-octadeca-9,12,15-trienoato (3), apresenta uma estrutura complexa
com grupos funcionais que indicam potencial atividade bioldgica. Sua composicao inclui acidos
graxos insaturados, como o octadeca-9,12,15-trienoato, e grupos fenolicos, como os
encontrados na estrutura trihidroxi, o que sugere propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias. Além disso, a presenca de grupos hidroxila e oxipropil pode conferir ao composto
atividades adicionais, como a¢do antioxidante, antimicrobiana, seja bacteriana ou antifungica,
caracteristica de compostos fenolicos e acidos graxos em estudos recentes. O estudo de
compostos como este € relevante, pois pode contribuir para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos com propriedades bioativas para aplicagdes em diversas areas da saude (SILVA &
COSTA, 2021; LEMOS & PEREIRA, 2022; SOUZA & ALMEIDA 2023).

0] composto 3-metil-2-[[4-metil-2-[(2,3,4,5-tetrahidroxioxan-2-
il)metilamino]pentanoilJamino]pentanodico (4) foi anotado como nivel 2, também conhecido
como um ¢éster de acido graxo contendo uma unidade de glicose. Em relagdo as atividades
biologicas, o composto exibe potencial para inibir diversas enzimas do sistema NTPDase,
sugerindo propriedades antiparasitarias que podem ser uteis no tratamento de doengas como a
doenca de Chagas e leishmanioses. Além disso, estudos preveem que o composto seja absorvido
no intestino humano, atravesse a barreira hematoencefalica e seja metabolizado pelo figado,
indicando uma ampla distribuicao pelo organismo (FIETTO et al., 2022).

O composto 3,9,15-tribenzil-4,10,16-trimetil-6,12,18-tri(propan-2-il)-1,7,13-trioxa-
4,10,16 triazaciclooctadecano-2,5,8,11,14,17-hexona (5) possui uma estrutura complexa que
envolve ciclos oxigenados e heterociclicos, como triazdis e éteres, além de grupos aromaticos
e substituintes alquila e propan-2-il. Nao ha detalhes especificos sobre suas atividades

biologicas nas fontes atuais, hd estudos de compostos com estrutura semelhante que tem
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demonstrado efeitos anti-inflamatorios ao interferirem em vias inflamatorias, como a
modulacdo da producdo de citocinas, e propriedades antioxidantes, combatendo os danos
causados por radicais livres. Essas caracteristicas tornam os compostos dessa classe
promissores para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, com poténcias
multifacetadas, que podem atuar em diferentes mecanismos bioldgicos. A combinacdo de
estruturas complexas, como o nucleo triazélico, com substituintes alquila e aromaticos, sugere
que esses compostos podem ser estudados mais a fundo para otimizar sua atividade e
aplicabilidade clinica, especialmente em doengas infecciosas, inflamatorias e neoplésicas. No
entanto, mais pesquisas sdo necessarias para confirmar e explorar completamente seu potencial
terapéutico (GAZOLLA, 2015; GAZOLLA et al., 2018; SILVA, 2021; EVANGELISTA,
2024).

O composto hexil 2-[4-(dietilamino)-2-hidroxibenzoil]benzoato (6) apresenta uma
estrutura contendo grupos funcionais como benzoato, amina e fenol, sugerindo uma série de
atividades biologicas potenciais. A presenga do grupo 2-hidroxibenzoil confere ao composto
propriedades antioxidantes, permitindo a neutralizacdo de radicais livres e prote¢do celular
contra danos oxidativos. Além disso, a combinagdo de grupos amina e fenolico pode
proporcionar efeitos anti-inflamatorios, modulando a resposta inflamatoria e os mediadores
associados. Compostos com estruturas aromaticas semelhantes também tém sido investigados
por suas propriedades fotoprotetoras, o que sugere que o hexil 2-[4-(dietilamino)-2-
hidroxibenzoil]benzoato pode oferecer protecdo contra danos causados pela radiagdo
ultravioleta. Além disso, a estrutura do composto ¢ compativel com atividades antimicrobianas,
com potenciais efeitos contra diversas cepas bacterianas e fungicas, tornando-o relevante para
o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (ALMEIDA & FERREIRA 2021; COSTA &
LIMA 2022; SANTOS & OLIVEIRA 2023).

O composto N-[2-(1H-indol-3-il)etil]acetamida (7) mais conhecido como melatonina, ¢
uma indolamina sintetizada principalmente pela glandula pineal a partir do aminoécido
triptofano. Sua producao ¢ regulada por estimulos luminosos, sendo liberada na corrente
sanguinea em resposta a escuriddo, o que a torna um marcador chave do ciclo claro-escuro e
dos ritmos circadianos. Além de sua fungdo como reguladora do sono, a melatonina exerce uma
ampla gama de atividades biologicas, incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
neuroprotetoras ¢ imunomoduladoras. Estudos recentes demonstram que a melatonina pode
proteger contra danos causados por radicais livres, reduzir processos inflamatatérios e modular
a resposta imunologica, influenciando tanto a imunidade inata quanto a adquirida. Sua agdo

neuroprotetora tem sido investigada em condi¢cdes como doencas neurodegenerativas,



58

mostrando potencial para atenuar o declinio cognitivo e melhorar a qualidade do sono em
pacientes com Alzheimer. Além disso, a melatonina tem sido estudada por seus efeitos
benéficos em diversas condigdes clinicas, incluindo distirbios do sono, doengas
cardiovasculares e metabolicas, e como potencial terapia adjuvante em tratamentos
oncoldgicos. Sua administracdo exogena ¢ geralmente bem tolerada, com poucos efeitos
colaterais relatados, tornando-a uma opgao terapéutica promissora em varias areas da medicina
(TAJALLI et al., 2023 & JEONG et al., 2024).

O composto Acido 2-(5-metil-1-feniltriazol-4-il)acético (8) pertencente a classe dos
derivados triazdlicos, tem sido investigado por suas atividades biologicas potenciais. Estudos
recentes demonstram que compostos com estrutura triazolica apresentam propriedades
antioxidantes significativas, atuando na neutralizagdo de radicais livres e na prote¢do celular
contra danos oxidativos. Além disso, derivados triazélicos tém mostrado atividade citotoxica
moderada contra linhagens de células cancerigenas, como MCF-7 (carcinoma de mama), com
valores de ICso inferiores ao da cisplatina, um farmaco antitumoral comercial. Essas
propriedades indicam que o 4cido 2-(5-metil-1-feniltriazol-4-il)acético possui potencial
terapéutico em areas como oncologia e doengas neurodegenerativas (DIAS, 2018).

O composto N-[2-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)etil]acetamida (9) conhecido como N-
acetilserotonina (NAS), ¢ um intermedidrio na biossintese da melatonina a partir da serotonina.
Além de sua fun¢do como precursor, NAS possui atividades bioldgicas proprias, destacando-se
por sua acdo como agonista seletivo do receptor TrkB (tropomyosin receptor kinase B), o que
lhe confere propriedades neuroprotetoras. Estudos indicam que NAS pode ativar o receptor
TrkB e suas vias de sinalizagdo associadas, promovendo efeitos benéficos no sistema nervoso
central, como a prote¢do contra a excitotoxicidade induzida por glutamato, um mecanismo
envolvido em diversas doencas neurodegenerativas. Adicionalmente, NAS apresenta
propriedades antioxidantes, contribuindo para a neutralizagdo de radicais livres e a protecao
celular contra o estresse oxidativo. Essas caracteristicas tornam o composto um candidato
promissor para o desenvolvimento de terapias voltadas para distirbios neurologicos e doengas
relacionadas ao estresse oxidativo (JAN et al., 2010 & YOO et al., 2017).

0] composto Acido-3-amino-4-[[-1-metoxi-1-0x0-3-fenilpropan-2-ilJamino]-4-
oxobutanoico (10) ¢ um derivado estruturalmente relacionado ao &cido glutamico, apresentando
modificagdes que podem influenciar suas propriedades farmacologicas. Tais alteracdes
estruturais sdo frequentemente exploradas na busca por novos agentes terapéuticos com
atividades especificas, como antioxidante, neuroprotetora ou antitumoral. Estudos envolvendo

derivados do acido glutdmico modificados tém demonstrado que a introdu¢do de grupos
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funcionais adicionais pode conferir novas atividades bioldgicas. Por exemplo, a sintese de
aminoacidos isoxazolinicos de conformagdo restrita, derivados do acido glutamico, foi
realizada com o objetivo de avaliar sua atividade antitumoral. Embora os compostos
sintetizados ndo tenham apresentado atividade inibitdria significativa contra linhagens de
células tumorais, os resultados sugerem que tais modificacdes estruturais podem ser
promissoras para a investigacao de atividades neurotransmissoras, dado o papel central do acido
glutdmico no sistema nervoso central. Além disso, a introdugdo de grupos aromaticos e amidas
em aminodcidos tem sido associada a modulagdo da interagcao com receptores especificos, como
os receptores GABA, potencialmente conferindo propriedades ansioliticas ou
anticonvulsivantes (SANTANA, 2011).

O composto hex-2-enoato de [3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il] (11) ¢ um
éster glicosidico derivado do 4cido hex-2-enoico (também conhecido como 4cido sorbico) e de
uma hexose, possivelmente a glicose. Esse tipo de estrutura ¢ caracteristico de glicosideos
fenolicos, amplamente distribuidos em plantas e associados a diversas atividades biologicas,
como propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas. Estudos recentes
demonstraram que glicosideos contendo a unidade hex-2-enoato apresentam atividade
citotoxica significativa. Por exemplo, pesquisadores isolaram um novo glicosideo de 4cido
hexenoico, identificado como 6-O-B-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosil (E)-hex-2-enoato, a
partir das folhas de Psychotria luzoniensis. Este composto exibiu atividade citotdxica contra
células de cancer colorretal HT29, com valores de ICso variando de 1,97 a 32,85 uM,
comparaveis ao firmaco antitumoral etoposideo (ICso = 1,19 uM). A presenca de grupos
glicosidicos, como os derivados da glicose, pode influenciar significativamente a solubilidade,
biodisponibilidade e interagdo com alvos biologicos desses compostos. Além disso, a
modifica¢do de fendis naturais, como a introdugao de grupos glicosidicos, tem sido explorada
para melhorar a bioatividade de compostos fendlicos, incluindo a melhoria de suas propriedades
antioxidantes ¢ anti-inflamatorias (BALTAZAR et al., 2022 & NGUYEN et al., 2021).

O composto Acido Glicolico, Acido 4-Acetilbutanoico e Acido 4-Aminobutanoico
(12), O éacido glicdlico ¢ um a-hidroxidcido amplamente utilizado na dermatologia por suas
propriedades esfoliantes e regenerativas. Estudos demonstram que, quando ajustado para pH 4,
ele estimula a produ¢do de coldgeno e a renovagdo epidérmica sem induzir inflamagao
significativa. O acido 4-Acetilbutanoico (Glurato) conhecido como glurato, este composto ¢
utilizado na sintese de agentes antivirais, especialmente em derivados de nucleosideos aciclicos.
Sua estrutura permite a formacao de ésteres que podem atuar como pro-farmacos, facilitando a

entrega de agentes terapéuticos e o Acido 4-Aminobutanoico ¢ um neurotransmissor inibitorio
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crucial no sistema nervoso central, regulando a excitabilidade neuronal. Além disso, seus
derivados, como o acido 4-acetamidobutanoico, tém sido identificados como biomarcadores em
condi¢des como doencga renal cronica (NARDA, 2021). O Nonaetilenoglicol (13) ¢ amplamente
utilizado em ensaios bioldgicos e culturas celulares devido as suas propriedades surfactantes,
que incluem a reducdo da tensdo superficial, a melhora da homogeneidade das solugdes e a
facilitagdo da interacdo entre componentes hidrofobicos e hidrofilicos (CHEMSRC, 2025).
Apesar do seu uso consolidado em procedimentos laboratoriais, até 0 momento nao hé registros
na literatura cientifica que comprovem o isolamento desse composto a partir de microrganismos
endofiticos. Diversos estudos relatam a capacidade de microrganismos endofiticos em produzir
metabolitos bioativos, como alcaloides, flavonoides e terpenoides (CASTRO, 2020), mas o
Nonaetilenoglicol ndo figura entre os compostos isolados dessas fontes naturais. Estudos
indicam que tais modificagdes podem melhorar a estabilidade e a eficacia de peptideos e
proteinas, ampliando suas aplicagdes em sistemas de liberagdo controlada de farmacos (SILVA
etal.,2012; PEREIRA, 2014).

O composto N-octil-3-sulfanilpropanamida (14), também conhecido como N-octyl-3-
[3-(octylamino)-3-oxopropyl]sulfanylpropanamida, ¢ uma molécula orgdnica que combina
uma cadeia alifética octila com um grupo sulfanilpropanamida. Sua estrutura sugere potencial
para aplicagdes nas areas de quimica medicinal e farmacéutica (PUBCHEM, 2025). Estudos
com compostos contendo estruturas semelhantes indicam que derivados de sulfonamidas
podem apresentar atividades biolodgicas relevantes. Por exemplo, derivados de sulfonamidas
metoxipiridinas foram sintetizados como inibidores duais de PI3K/mTOR, demonstrando
promissora atividade antitumoral. A presencga de cadeias alifaticas longas, como a octila, pode
aumentar a lipofilicidade da molécula, favorecendo sua interagcdo com membranas celulares e
potencializando seus efeitos biologicos. Embora a N-octil-3-sulfanilpropanamida ainda nao
tenha sido isolada de microrganismos endofiticos, sua estrutura funcional — que retne
caracteristicas associadas a atividades antimicrobianas, anti-inflamatdrias e farmacoldgicas —
a torna um alvo interessante para futuras investigacdes. At€é o momento, nao ha registros
cientificos que relatem sua origem natural ou biossintese por microrganismos, incluindo
endofiticos, o que reforca a necessidade de estudos adicionais para explorar suas propriedades
bioativas e potenciais fontes biolégicas (MOLBASE, 2025).

O composto Acido (25)-2-amino-3-(1H-indol-3-il)propanoico (15) O composto acido
(2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-il)propanoico, também conhecido como 4cido 3-(indol-3-
il)propanoico ou acido indol-3-propanoico (IPA), ¢ um metabolito endégeno derivado do

triptofano, produzido por algumas cepas bacterianas intestinais, como Clostridium sporogenes.
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Este composto ¢ absorvido pelo epitélio intestinal e exerce diversos efeitos bioldgicos no
organismo humano (JIANG et al., 2024). O IPA demonstrou propriedades antioxidantes
significativas, sendo um potente sequestrador de radicais hidroxila, superando até a melatonina
nesse aspecto. Além disso, apresenta atividade neuroprotetora, inibindo a agregacdo de
proteinas B-amiloide, um dos principais fatores patologicos na doenga de Alzheimer. Estudos
também sugerem que niveis elevados de IPA no plasma sanguineo estao associados a um menor
risco de diabetes tipo 2 e a uma maior ingestdo de alimentos ricos em fibras. Esses efeitos
podem estar relacionados a modulagdo da microbiota intestinal e a reducdo da inflamagao
sistétmica (PUBCHEM, 2025). Além de suas fung¢des no sistema nervoso e no metabolismo, o
IPA também influencia o desenvolvimento radicular em plantas, atuando de maneira
semelhante ao fitohormonio auxina. Em modelos vegetais, o IPA regula o desenvolvimento de
raizes laterais e pelos radiculares, embora também interfira em alguns processos relacionados
a auxina, como a gravidade da raiz. A estrutura quimica do IPA ¢ caracterizada por um nucleo
indolico ligado a uma cadeia propanoica, com um grupo carboxila (-COOH) e uma amina (-
NH:), configurando-se como um aminodcido aromatico. (PUBCHEM, 2025).

Os compostos 16, 21, 23, 29, 30, 42 ¢ 45 pertencem a classe dos alcaloides, apresentando
diversas atividades bioldgicas, como citotoxicidade (MENEZES, 2017), acdo analgésica
(FRANCO et al., 2021) e efeito antimalarico (ALMEIDA et al., 2014; DEWICK, 2023).

J& os compostos 26 e 50, classificados como peptideos, demonstram propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e anticancerigenas (KORHONEN & PIHLANTO, 2022). Os
compostos 18, 19, 20, 22, 24, 25, 34, 35, 39, 40, 41, 46 e 47 sao fosfolipideos, com destaque
para suas a¢des antioxidantes (CUI et al., 2021), anti-inflamatoria (KULLENBERG et al.,
2020) e neuroprotetora (VAKHAPOVA et al., 2021).

Por sua vez, os compostos 37, 38 e 48, pertencentes ao grupo dos aminoacidos,
apresentam atividades antioxidante e anti-inflamatéria (LIAO, 2021).

Os compostos 17, 36, 44 ¢ 49, identificados como lipidios, possuem efeitos anti-
inflamatérios e contribuem para a protecdo cardiovascular (CALDER, 2020).
Por fim, os compostos 27, 28, 31 e 32, integrantes da classe dos flavonoides, também se

destacam pelas acdes antioxidante, anti-inflamatoria e anticancerigena.



Figura 13 — Estrutura quimica dos compostos anotados
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Fonte: Autor, 2025.

5.4 Ensaio citotoxico
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O ensaio de citotoxicidade utilizou as células HaCaT (queratindcitos humanos nao

tumorais) ¢ HCT-116 (cancer de célon). Observando os dados da tabela 3 notou-se que
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nenhuma amostra apresentou citotoxicidade, ja que para ser considerada citotoxica a fragdo
precisaria causar 20% de morte celular em relagdo ao controle negativo (DMSO). O paclitaxel,
controle positivo, induziu 95% de morte celular. As fragdes e microrganismos testados foram

seguros para as duas linhagens celulares, indicando potencial de uso nas areas farmacéutica e

agricola.
Tabela 4. Resultados do ensaio de citotoxicidade das sub-fragdes
Morte celular (%) a 4,5

Fragdo pg/mL ou 4,5 pM* Linhagem ECso(g/mL)
HaCaT % HCT-116 % HaCaT HCT-116 (IS)
1 Branco 0 1 > 39.8E-06 >39.8E-06 N.D.
2 SFrl 0 3 > 39.8E-06 > 39.8E-06 N.D.
3 SFr2 0 0 >39.8E-06 > 39.8E-06 N.D.
4 SFr3 0 11 >39.8E-06 >39.8E-06 N.D.
5 SFr4 0 0 >39.8E-06 > 39.8E-06 N.D.
6 Fr-80% 0 0 >39.8E-06 > 39.8E-06 N.D.
7 Paclitaxel 97 95 2,7E-09 2,5E-09 1,1

(ECso) concentragdo do farmaco que induz metade do efeito maximo; (IS) indice de seletividade inicial; (ND)
nao determinado.

Fonte: Autor, 2025.

As analises de citotoxicidade realizadas com as subfrag¢des obtidas da fragao metanolica
a 80% demonstraram auséncia de atividade citotdxica significativa nas concentragdes testadas
(4,5 pg/mL ou 4,5 uM) frente as linhagens celulares humanas HaCaT (queratinécitos) e HCT-
116 (carcinoma colorretal). Os valores de ECso (concentragdo efetiva para 50% de inibigado)
foram superiores a 39,8 pg/mL para todas as subfra¢des, indicando baixa ou nenhuma
toxicidade nas condigdes experimentais. Em contraste, o paclitaxel — utilizado como controle
positivo — apresentou elevada citotoxicidade, com ECso de 2,7 ng/mL para HaCaT e 2,5 ng/mL
para HCT-116, confirmando sua potente acdo antiproliferativa (VU et al., 2023).

Embora as subfracdes ndo tenham apresentado toxicidade nas condigdes avaliadas,
diversos fungos sdao conhecidos por produzir metabdlitos secunddrios com propriedades
antitumorais. O paclitaxel, originalmente isolado da planta Taxus brevifolia, também ¢
sintetizado por fungos endofiticos como Taxomyces andreanae, Fusarium spp., Aspergillus
spp. e Alternaria spp., sendo um exemplo cldssico de metabolito flingico com agdo anticancer

(ISMAIEL et al., 2017; VU et al., 2023).
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Outro composto fungico de relevancia ¢ a fumonisina Bi, micotoxina produzida por
espécies do género Fusarium, como F. verticillioides ¢ F. moniliforme. Apesar de seu
conhecido potencial toxico, a fumonisina B: tem sido estudada por seus efeitos antitumorais,
especialmente contra o cancer hepatico. Esse efeito se deve a sua capacidade de inibir a enzima
ceramida sintase, essencial na biossintese de esfingolipidios, o que pode induzir apoptose em
c€lulas neoplésicas (ZHANG et al., 2022).

A lacase, uma enzima oxidativa amplamente produzida por basidiomicetos como
Trametes versicolor, também tem demonstrado atividade antitumoral. Estudos indicam que a
lacase pode inibir a proliferagdo de células tumorais de pulmao e mama, promovendo apoptose
e alterando vias de sinalizagdo celular associadas ao crescimento e sobrevivéncia das células
cancerigenas (LI et al., 2020).

Adicionalmente, a griseofulvina, um metabdlito secundario isolado de Penicillium
griseofulvum e amplamente utilizada como antifingico, também tem demonstrado efeitos
citotoxicos em modelos de cancer hepatico e de prostata. A griseofulvina atua por meio da
inducdo de parada do ciclo celular e apoptose, sendo considerada um candidato promissor para
aplicacdes oncologicas (ZHU et al., 2021).

Esses exemplos reforcam o potencial de microrganismos fiingicos como fontes de novos
compostos bioativos, com implicagdes terapéuticas significativas para o desenvolvimento de

agentes antitumorais inovadores

5.5 Ensaio antibacteriano

Em relacdo a atividade antibacteriana, testou-se as fragdes frente as bactérias gram-
negativas Escherichia coli e Stenotrophomonas maltophilia. A crescente resisténcia da
Escherichia coli a antibioticos tem se tornado uma séria ameaga a saude publica global, sendo
destacada por organismos internacionais como a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) e os
Centros de Controle e Prevengdo de Doencas (CDC). Estudos recentes apontam que cepas de
E. coli tém apresentado resisténcia a medicamentos amplamente utilizados, como ampicilina,
cefalosporinas de terceira gerag¢do, fluoroquinolonas e carbapenémicos, comprometendo o
tratamento de infec¢des urindrias, gastrointestinais e até sistémicas (WHO, 2023; CDC, 2023).

A Stenotrophomonas maltophilia é uma bactéria gram-negativa, em forma de bacilo,
ndo fermentadora de glicose, que tem se destacado como um importante patdogeno oportunista,
especialmente em ambientes hospitalares. Sua capacidade de aderir e persistir em superficies

de dispositivos médicos, como cateteres e ventiladores mecanicos, além de provocar infec¢des
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em pacientes imunocomprometidos ou submetidos a longos periodos de internacdo, torna-a um
agente de preocupacdo crescente nos ambientes clinicos. Um dos principais desafios
relacionados a essa bactéria ¢ sua resisténcia intrinseca e adquirida a uma ampla variedade de
antimicrobianos, o que restringe consideravelmente as opcdes terapéuticas disponiveis. Embora
ainda relativamente subexplorada em comparagdo a outros patdgenos multirresistentes, a
Stenotrophomonas maltophilia foi recentemente incluida pela Organizagao Mundial da Satde
(OMS) na lista de patdogenos emergentes prioritarios, em razao de sua relevancia clinica e
aumento progressivo da incidéncia. O tratamento padrao envolve a administracdo de
trimetoprima-sulfametoxazol, uma associagdo de farmacos pertencentes as classes dos éteres
fenolicos e das sulfonamidas, considerada eficaz frente a maioria das cepas. No entanto,
evidéncias recentes vém sinalizando o surgimento de isolados resistentes a essa combinag¢ao, o
que agrava ainda mais o cenario terapéutico e evidencia a necessidade urgente de novos estudos
e estratégias antimicrobianas (MOJICA et al., 2022; SAID; TIRTHANI; LESHO, 2024).

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana das fracdes obtidas a partir dos cultivos
fingicos, observou-se que, nas concentragdes de 20 mg/mL e 40 mg/mL, nenhuma das amostras
testadas apresentou efeito inibitdrio frente as bactérias Stenotrophomonas maltophilia e
Escherichia coli, conforme demonstrado na Figura 14 e nas Tabelas 4 e 5. Todas as fragoes,
independentemente do percentual de pureza (50% a 100%), resultaram em auséncia de halo de

inibi¢do, caracterizando uma atividade antimicrobiana nula contra as cepas testadas.

Figura 14 — Ensaio antibacteriano contra Stenotrophomonas maltophilia e Escherichia coli

Escherichia coli Stenotrophomonas maltophilia

Fonte: Autor, 2025.
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Tabela 5. Atividade antibacteriana qualitativa das fracdes obtidas do cultivo do fungo na

concentracao de 20 e 40mg/mL

Fracoes Concentracdo | Escherichia coli | Stenotrophomonas
(mg/mL) maltophilia

DMSO 20/40 -/ - -/ -

Fr 100% 20/40 -/- -/-

Fr 80% 20/40 -/ - -/-

Fr 75% 20/40 -/ - -/ -

Fr 50% 20/40 -/ - -/-

(-) ndo houve inibicao; (+) pouca inibi¢ao; (++) houve inibi¢ao; (+++) inibi¢do consideravel.

Fonte: Autor, 2025.

Esse resultado pode ser atribuido a diversos fatores relacionados tanto a composicao
quimica das fragdes quanto as caracteristicas intrinsecas das bactérias-alvo. Escherichia coli,
por ser uma bactéria gram-negativa, possui uma membrana externa rica em lipopolissacarideos,
que confere baixa permeabilidade a diversas substancias, dificultando a a¢do de compostos
antimicrobianos (NIKAIDO, 2003). Stenotrophomonas maltophilia, por sua vez, ¢ uma bactéria
oportunista emergente, amplamente resistente, com multiplos mecanismos de defesa, incluindo
bombas de efluxo e enzimas inativadoras de antibidticos, o que reduz significativamente a

eficacia de compostos naturais com potencial antimicrobiano (BROOKE, 2012).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os fungos endofiticos isolados da planta Cochlospermum regium, popularmente
conhecida como algodaozinho-do-cerrado, evidenciaram um potencial expressivo no controle
bioldgico do fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum, agente causal do mofo branco. Tal
capacidade foi observada a partir da realizagdo de confrontos diretos, nos quais se constatou a
eficiéncia dos endofitos em inibir o crescimento e a proliferacao do patégeno, indicando, assim,
a possibilidade de seu uso como uma estratégia sustentavel no manejo de doencas agricolas.

Dentre os isolados avaliados (Cr-1, Cr-11, Cr-12, Cr-23, Cr-27 ¢ Cr-32), destacaram-se
os fungos endofiticos identificados como Cr-11 e Cr-12, os quais exibiram os maiores indices

de inibicdo contra Sclerotinia sclerotiorum, atingindo percentuais de inibi¢do de 85,25% e
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78,10%, respectivamente. Esses dados apontam para o potencial desses isolados como
biofungicidas naturais, incentivando investigagdes adicionais para validar sua eficacia em
condi¢gdes de campo.

Por meio da construgao de redes moleculares utilizando a plataforma GNPS2, foram
anotados 51 compostos em diferentes niveis de identificagdo. Dentre esses, foi possivel sugerir,
15 compostos com estrutura quimica, classificados no nivel 2, (Acido 4-[5-[[4-[5-
[acetil(hidroxi)amino]ptilamino]-4-oxobutanoil ]-hidroxiamino]ptilamino]-4-oxobutanoico)
(1), 1-(9Z-octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfocolina) (2), (2-hidroxi-3-[3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximetil)oxan-2-ilJoxipropil](9Z,12Z,152)-octadeca-9,12,15-trienoato) (3), Acido 3-
metil-2-[[4-metil-2-[(2,3,4,5-tetrahidroxioxan-2-il)metilamino Jpentanoil Jamino Jpentandico
(4), (2,3.,4,5-tetra-hidroxioxan-2-ilJmetilamino]pentanoil Jamino]pentandico, 3,9,15-tribenzil-
4,10,16-trimetil-6,12,18-tri(propan-2-il)-1,7,13-trioxa-4,10,16-triazaciclooctadecano
2,5,8,11,14,17-hexona) (5), (hexil 2-[4-(dietilamino)-2-hidroxibenzoil]benzoato) (6), N-[2-
(1H-indol-3-il)etilJacetamida (7), Acido 2-(5-metil-1-feniltriazol-4-il)acético (8), N-[2-(5-
hidroxi-1H-indol-3-il)etilJacetamida (9), Acido-3-amino-4-[[-1-metoxi-1-oxo-3-fenilpropan-
2-ilJamino]-4-oxobutandico (10), hex-2-enoato de [3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]
(1), Acido N-(1-carboxi-2-hidroxi-etil)-N-octanoilglutamico (12), Acido N-(1-carboxi-2-
hidroxietil)-N-octanoilglutimico (13), N-octil-3-sulfanilpropanamida (14) e Acido (25)-2-
amino-3-(1H-indol-3-il)propanoico (15) e a classe de 36 compostos, os quais foram
classificados nos niveis 4 ou 5 de anotacdo. Esses achados reforcam a diversidade metabdlica
dos fungos endofiticos avaliados e a potencialidade de seus metabolitos secundérios.

Por fim, os resultados demonstram que a auséncia de citotoxicidade contra linhagens de
células humanas refor¢a o potencial dos microrganismos estudados como agentes de
biocontrole. Os ensaios de citotoxicidade, utilizados para avaliar possiveis efeitos toxicos em
células humanas, sdo fundamentais para garantir a seguranga no uso de produtos biologicos.
Assim, a inexisténcia de toxicidade observada confirma a viabilidade do uso desses fungos
endofiticos como alternativas sustentaveis para o manejo de fitopatdégenos e para futuras
aplicacdes biotecnoldgicas. No que se refere a atividade antimicrobiana, verificou-se que as
fragdes obtidas a partir dos cultivos fingicos, nas concentracdes de 20 e 40 mg/mL, nao
apresentaram efeito inibitdrio frente as bactérias Stenotrophomonas maltophilia e Escherichia
coli, o que indica a necessidade de estudos adicionais para melhor compreensao de sua atuacao

frente a diferentes microrganismos.
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