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RESUMO
Produtos naturais sdo uma grande fonte de compostos bioativos, provenientes do metabolismo
primario e secundario de organismos vivos. O estudo de espécies vegetais e microrganismos pouco
explorados, além de colaborar para o conhecimento cientifico das interagdes bioldgicas, € essencial
para elucidar a produgdo de metabolitos especializados. Nesse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo, avaliar o perfil metabolico das folhas de Attalea maripa no periodo de seca e chuvoso, isolar
seus fungos endofiticos foliares e explorar as propriedades antimicrobianas da planta e seus endofitos.
As plantas foram coletadas nos meses de setembro/2024 e fevereiro/2025 na regido do Cantdo, oeste
tocantinense. Os fungos endofiticos foram isolados das folhas coletadas no periodo de seca da regido
(setembro) e repicados até a obtencdo de culturas puras. As cepas selecionadas foram testadas quanto a
seus efeitos antagdnicos contra os fitopatogenos Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum
gloeosporioides. Os extratos obtidos da coleta de setembro da planta e dos fungos endofitos foram
avaliados quanto as suas atividades antimicrobianas, pelo método de difusdo de pocos, contra os
patdgenos Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides, Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis e Candida albicans. Os metabolitos das folhas de A. maripa foram investigados por
UHPLC-MS/MS, ¢ os espectros obtidos foram usados para a geragdo de redes moleculares e anotacdo
de compostos pelo GNPS2 (Global Natural Products Social Molecular Networking). As folhas de 4.
maripa resultaram em quatro fracdes de particdo dos extratos em etanol oriundos das coletas em
setembro, e fevereiro, sendo AMH1 ¢ AMH2 as fragdes hexanicas, ¢ AMMI1 e AMM2 sédo as fragdes
metandlicas, respectivamente. Apenas a fragio AMH1 apresentou potencial antimicrobiano, inibindo a
bactéria E. coli. As redes moleculares de A. maripa mostraram uma grande variedade de compostos do
metabolismo primario e secundario da planta incluindo flavonoéides, principalmente antocianinas e
flavonas, terpendides e acidos graxos. Foram anotados 82 metabolitos. Dos 103 fungos endofiticos
isolados de A. maripa, 10 cepas foram selecionadas para estudo e codificadas como AMB-1, AMB-11,
AMB-17, AMB-23, AMB-32, AMB-37, AMB-43, AMCZ-8, AMCZ-17 e AMCZ-37. Todas as cepas
apresentaram efeito antagonico contra os fitopatdgenos testados, com destaque para a cepa AMB-1
que inibiu em 49,75% o S. sclerotiorum e em 45,65% o C. gloeosporioides, seguida pela AMCZ-17
com 42,46% e 33,2%, respectivamente. No ensaio antimicrobiano os extratos de todas as cepas
conseguiram inibir o crescimento de C. albicans e E. coli, exceto o extrato AMCZ-8 para C. albicans,
e AMB-43 para E. coli. As cepas AMB-1, AMB-11, AMB-37, AMB-43, AMCZ-17, AMCZ-37
inibiram o crescimento de S. epidermides. O estudo mostrou o grande potencial, antes inexplorado, de

A. maripa e seus fungos endofiticos associados.

Palavras-chaves: Attalea maripa; metabolitos secundarios; fungos endofiticos; potencial

antimicrobiano; antagonistas fungicos.



ABSTRACT

Natural products are a great source of bioactive compounds, derived from the primary and
secondary metabolism of living organisms. The study of underexplored plant and
microorganism species, in addition to contributing to the scientific knowledge of biological
interactions, is essential to elucidate the production of specialized metabolites. In this context,
the present work aimed to evaluate the metabolic profile of Attalea maripa leaves during the
dry and rainy seasons, isolate its foliar endophytic fungi, and explore the antimicrobial
properties of the plant and its endophytes. The plants were collected in September 2024 and
February 2025 in the Cantdo region, western Tocantins. Endophytic fungi were isolated from
leaves collected during the dry season in the region (September) and subcultured until pure
cultures were obtained. The selected strains were tested for their antagonistic effects against
the phytopathogens Sclerotinia sclerotiorum and Colletotrichum gloeosporioides. Extracts
obtained from the September harvest of the plant and endophytic fungi were evaluated for
their antimicrobial activities, using the well diffusion method, against the pathogens
Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides, Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, and Candida albicans. Metabolites from A. maripa leaves were investigated by
UHPLC-MS/MS, and the spectra obtained were used for molecular network generation and
compound annotation using GNPS2. A. maripa leaves yielded four ethanol extract partition
fractions from the September and February harvests, with AMH1 and AMH2 being the
hexane fractions, and AMMI1 and AMM2 being the methanolic fractions, respectively. Only
the AMHI1 fraction showed antimicrobial potential, inhibiting the bacterium E. coli. The
molecular networks of 4. maripa showed a wide variety of compounds from the plant's
primary and secondary metabolism, including flavonoids, mainly anthocyanins and flavones,
terpenoids, and fatty acids. 82 metabolites were annotated. Of the 103 endophytic fungi
isolated from A. maripa, 10 strains were selected for study and coded as AMB-1, AMB-11,
AMB-17, AMB-23, AMB-32, AMB-37, AMB-43, AMCZ-8, AMCZ-17, and AMCZ-37. All
strains showed antagonistic effects against the tested phytopathogens, with strain AMB-1
standing out, inhibiting S. sclerotiorum by 49.75% and C. gloeosporioides by 45.65%,
followed by AMCZ-17 with 42.46% and 33.2%, respectively. In the antimicrobial assay,
extracts from all strains were able to inhibit the growth of C. albicans and E. coli, except for
extract AMCZ-8 for C. albicans, and AMB-43 for E. coli. Strains AMB-1, AMB-11, AMB-37,
AMB-43, AMCZ-17, and AMCZ-37 inhibited the growth of S. epidermidis. The study
showed the great, previously unexplored potential of 4. maripa and its associated endophytic
fungi.

Keywords: Attalea maripa; secondary metabolites; endophytic fungi; antimicrobial potential;
fungal antagonists.



LISTA DE ILUSTRACAO

Figura 1 - Medicamentos desenvolvidos a partir de metabolitos de fungos 19
Figura 2 - Método para triagem de agentes antimicrobianos de difusdo em agar 25
Figura 3 - Passos para a geracdo de redes moleculares e anota¢do de compostos 30
Figura 4 — Palmeira e frutos de Attalea maripa 32
Figura 5 - Resumo grafico dos procedimentos experimentais adotados para a folha de Attalea
maripa 40
Figura 6 - Ensaio antiflingico contra o fitopatogeno S. sclerotiorum. 42
Figura 7 - Evidéncias do teste positivo para taninos em AMH1 e para flavanonas em AMM 144
Figura 8§ - Cromatograma de ions totais das amostras AMH1 e AMH2 46
Figura 9 - Cromatograma de ions totais das amostras AMMI e AMM?2 47
Figura 10 - Redes moleculares formadas com os dados de UHPLC-UHR_ESIQqTOF. os
nodos anotados sdo coloridos conforme a amostra da qual se originam 48
Figura 11 - Rede Mn01 e glicosideos anotados das amostras AMM1 e AMM?2 49
Figura 12 - Rede Mn02 composta principalmente por flavonoides das amostras AMMI1 e
AMM?2 52
Figura 13 - Picos de fragmentagdo das antocianinas encontrados nos espectros 54
Figura 14 - Fragmentagdes propostas para os picos observados nos espectros das isoflavonas
da rede Mn02 55
Figura 15 - Rede Mn03 formada por flavonas e isoflavona 56
Figura 16 - Rede Mn04 composta por flavonas 57
Figura 17 - Espectro da flavona C-glicosilada corimbosideo anotada na rede Mn03 59
Figura 18 - Fragmentagdes propostas para os picos observados no espectro da flavona C-
glicosilada corimbosideo (rede Mn03) 60
Figura 19 - Fragmentagdes propostas para os picos observados no espectro da flavona C-
glicosilada corimbosideo (rede Mn03) 61
Figura 20 - Espectros das flavonas C-glicosiladas isovitexina e orientina anotadas na rede
Mn04 62
Figura 21 - Fragmentagdes propostas para os picos observados no espectro da flavona C-
glicosilada isovitexina (redeMn04) 63
Figura 22 - Fragmentagdes propostas para os principais picos observados no espectro da
flavona C-glicosilada orientina (redeMn04) 64
Figura 23 - Carotenoides anotados na rede Mn05 encontrados principalmente na amostra
AMHI1 65
Figura 24 - Rede Mn06 e as estruturas dos apocarotenoides anotados principalmente nas
amostras AMM1 e AMM?2 67
Figura 25 - Rede Mn07 e estruturas dos monoacilglicerdis encontrados nas amostras AMHI,
AMH2, AMMI1 e AMM2 69
Figura 26 - Rede Mn08 e estruturas dos fosfolipidios anotados nas amostras AMHI1, AMMI1,
AMH2 ¢ AMM2 71
Figura 27 - Compostos fenolicos anotados nas fragdes polares e apolares dos extratos das
folhas de Inaja 76
Figura 28 - Compostos nitrogenados anotados nas fragdes polares e apolares dos extratos das
folhas de Inaja 77
Figura 29 - Terpendides anotados nas fracdes polares e apolares dos extratos das folhas de
Inaja 78

Figura 30 - Lipideos anotados nas fracdes polares e apolares dos extratos das folhas de Inaja79
Figura 31 - Resumo grafico dos procedimentos adotados 87


h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

Figura 32 - Placas, frente e verso, dos isolados fingicos selecionados para as analises. 89
Figura 33 - Grafico comparativo dos percentuais de inibicdo causado por cada antagonista

frente aos dois patogenos 91
Figura 34 - Os melhores percentuais de inibi¢ao contra S. sclerotiorum foram causados pelos

endofitos AMB-1 (a), AMB-32 (b) AMCZ-17 (¢) 91
Figura 35 - Antagonistas responsaveis pelos maiores percentuais de inibi¢ao de C.

gloeosporioides: AMB-1 (a), AMCZ-37 (b), AMB-23 (c) 92

Figura 36 - Alterag@o no crescimento dos endofitos AMCZ-8, AMB-32 e AMB-43 verificado
7 dias apos as medidas dos didmetros das hifas para o calculo de % de inibig@o presentes
na Tabela 15 93

Figura 37 - Ensaio antimicrobiano com o patogeno C. albicans, os halos formados em volta
dos pogos indicam a inibi¢do do crescimento do microrganismo, causada pelos extratos

dos fungos endofiticos. 95
Figura 38 - Ensaio antimicrobiano, os extratos ndo inibiram o crescimento dos fungos C.
gloeosporiodes e S. sclerotiorum. 95

Figura 39 - Em (a) o tom amarelado na amostra AMCZ-8 indica resultado positivo para a
classe de flavonas, flavonois e chantonas; (b) Amostra AMCZ-17 apresentou cor laranja,
esperada para a classe de flavanondis. 98


h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Massas obtidas para cada fragdo 41
Tabela 2 - Resultados do ensaio antibacteriano 42
Tabela 3 - Resultados obtidos nos testes de metabolitos secundarios para AMM1 e AMH1 44
Tabela 4 - Glicosideos anotados na rede Mn0O1 das amostras AMM1 e AMM?2 50
Tabela 5 - Nodos anotados na rede Mn02 das amostras AMM1, AMM2 e AMH2 52

Tabela 6 - Anotagdes da rede Mn03 predominantemente das amostras AMM1 e AMM2 56
Tabela 7 - Flavonas anotadas na rede Mn04 das amostras AMH1, AMH2, AMMI1 e AMM257

Tabela 8 - Carotenoides da rede Mn05 65
Tabela 9 - Apocarotenoides anotados na rede Mn06 67
Tabela 10 - Monoacilglicer6is anotados na rede Mn07 das amostras AMH1, AMM1, AMH2
e AMM2 69
Tabela 11 - Fosfolipidos anotados na rede Mn08 estao presentes em todas as amostras
(AMH1, AMMI1, AMH2, AMM?2) 71
Tabela 12 - Compostos anotados nos extratos de 4. maripa. 72
Tabela 13 - Quantidade de fungos isolados em cada meio de cultura 88
Tabela 14 - Massa aproximada dos extratos fungicos 89
Tabela 15 - Média + desvio padrao do crescimento micelial dos fitopatogenos e percentual de
inibi¢do referente a cada fungo endofitico 90
Tabela 16 - Potencial antimicrobiano dos extratos dos fungos endofiticos 94

Tabela 17 - Testes de metabdlitos secundarios dos extratos de fungos 96


h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

UFT
DMSO
BHI
BDA
HCI
NaOH
CCD
uv

GC

LC
UHPLC
RMN
MS
MS/MS
GC-MS
LC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

LC-RMN
PCA
PLS-DA
SIMCA
CAWG
MSI
CH;CN
GNPS
FBMN
FeCl;
ROS
FT-IR
TIC
MAG
RDA
BOD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Universidade Federal do Tocantins

Dimetilsulféxido

Brain Heart Infusion

Batata-Dextrose-Agar

Acido cloridrico

Hidroxido de sodio

Cromatografia em camada delgada

Ultravioleta

Cromatografia gasosa

Cromatografia liquida

Cromatografia liquida de ultra-alta performance

Ressonancia magnética nuclear

Espectrometria de massas

Espectrometria de massa em tandem

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem

Cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplada a
espectrometria de massas em tandem

Cromatografia liquida acoplada a ressanancia magnética nuclear
Analise de componentes principais

Analise discriminante de minimos quadrados parciais
Modelagem independete suave de analogias de classe

Grupo de trabalho de anélise quimica

Iniciativa de padrdes metabolomicos

Acetonitrila

Global Natural Products Social Molecular Networking
Feature Based Molecular Networking

Cloreto férrico

Espécies reativas de oxigénio

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
Cromatograma de ions totais

Monoacilglicero6is

retro-Diels-Alder

Demanda bioquimica de oxigénio



LISTA DE SIMBOLOS

uL Microlitro

um Micrometro

% Percentagem

mg Miligrama

mL Mililitro

mm Milimetro

nm Nandmetro

°C Graus celsius

pH Potencial hidrogenionico
\% Volume

Hz Hertz

\% Voltz

Bar Unidade de medida de pressao
min Minuto

L Litro

eV Elétrons volt

g Grama

(+) Positivo

(-) Negativo

= Aproximadamente



SUMARIO

1. INTRODUCAO
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
2.2 Objetivos Especificos
3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Produtos Naturais
3.2 Fungos
3.2.1 Fungos endofiticos
3.3 Metabolomica
3.3.1 Desreplicagado
3.3.2 Redes Moleculares
3.4 Familia Arecaceae e o género Attallea
3.4.1 Attalea maripa (Aubl.) Mart.
CAPITULO 2
1. INTRODUCAO
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
2.1 Objetivos especificos
3. METODOLOGIA
3.1 Coleta das plantas
3.2 Preparo dos extratos
3.3 Ensaio antimicrobiano
3.4 Testes de metabdlitos secundarios
3.5 Perfil cromatografico em UPLC-MS/MS
3.6 Construcao das redes moleculares
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Extratos das folhas de 4. maripa
4.2 Ensaio antimicrobiano
4.3 Testes de metabolitos secundarios
4.4 Anotacio de compostos
4.4.1 Rede Mn01
4.4.2 Rede Mn02
4.4.3 Rede Mn03 e Mn04
4.4.4 Rede Mn05
4.4.5 Rede Mn06
4.4.6 Rede Mn07
4.4.7 Rede Mn08
4.4.8 Demais nodos anotados
5. CONCLUSAO
CAPITULO 3
1. INTRODUCAO
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
2.2 Objetivos especificos
3. METODOLOGIA
3.1 Isolamento dos fungos endofiticos

14
16
16
16
17
17
18
19
26
28
28
30
31
34
34
35
35
35
36
36
36
37
38
38
39
41
41
41
43
45
49
51
55
65
66
68
70
72
80
81
81
83
83
83
84
84


h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

3.2 Ensaio Antagonista de confronto direto 84

3.3 Obtencao dos extratos 85
3.4 Ensaio antimicrobiano 85
3.5 Avaliacao do perfil quimico 86
4. RESULTADOS E DISCUSSAO 88
4.1 Isolamento dos fungos endofiticos 88
4.2 Ensaio Antagonista 89
4.3 Ensaio antimicrobiano 94
4.4 Testes de metabolitos secundarios 96
5. CONCLUSAO 99
CONSIDERACOES FINAIS 100

REFERENCIAS 102


h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h
h

14

1. INTRODUCAO

Produtos naturais sdo compostos quimicos que se originam do metabolismo de
organismos vivos como plantas, fungos, bactérias e animais. Esses metabdlitos sdo
produzidos pelos organismos principalmente como compostos especializados para agir em
resposta a estresses bidticos e abioticos (Sorokina; Steinbeck, 2020).

A produgdo de metabolitos especializados promove a regulagdo e protecdo contra raios
UV, espécies reativas de oxigénio (ROS), estresse hidrico, microrganismos patogénicos,
insetos e outras adversidades. Além disso, também podem ser uteis na promogdo do
crescimento, melhor absor¢do de nutrientes, atracdo de polinizadores, dispersao de sementes e
comunicagdo endodgena e exogena (Upadhyay et al., 2025).

Além de serem indispensaveis para a adaptabilidade dos organismos que os sintetizam,
os produtos naturais também té€m sido utilizados por séculos, nos mais diversos setores da
vida humana por suas amplas atividades bioldgicas. Na agricultura podem desempenhar
papéis como biofertilizantes, pesticidas e inseticidas aumentando a produtividade agricola e
diminuindo os impactos ambientais. Além disso, sdo amplamente utilizados em farmacos,
cosméticos e produtos alimenticios (Bhunjun et al., 2024).

Aliados a uma pesquisa interdisciplinar, esses diversos metabolitos oferecem o melhor
caminho para o potencial de novos agentes eficazes contra uma gama de doengas. Entre os
anos de 1981 e 2019, os produtos naturais e suas variagdes sintéticas compuseram mais da
metade dos medicamentos antidiabéticos, anti-infecciosos e antitumorais aprovados para uso
comercial. Entre esses compostos naturais, uma grande parcela sdo metabolitos de origem
microbiana e também resultantes da interagdo desses com seus hospedeiros (Newman; Cragg,
2020; Moore; Newman, 2025).

Microrganismos sdo onipresentes na natureza, quando encontrados na endosfera de
plantas sem causar danos aparentes, sdo denominados endofiticos. Fungos endofiticos podem
colonizar quase todos os orgdos de suas hospedeiras e ja foram encontrados em todas as
regides do planeta. As espécies de endofitos podem variar bastante entre os tipos de tecidos
colonizados, também variam com o clima, incidéncia de luz e temperatura (Reis; Lorenzi; Do
Vale, 2022).

A maior parte dos fungos endofiticos podem estabelecer relagdes simbidticas com uma
grande diversidade de hospedeiras. Os esporos podem ser herdados de geragdes anteriores de
plantas ou serem carregados pelo ar e penetrar por aberturas naturais, principalmente nas

raizes (Bhunjun ef al., 2024). Os fungos encontram em suas hospedeiras abrigo, nutrientes e a
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possibilidade de propagagdo da espécie, em contrapartida podem ajudar a planta na absorg¢ao
de nutrientes, produzir fito-hormonios que auxiliam no seu crescimento e estimular o sistema
imunoldgico. Os endoéfitos também podem produzir metabdlitos secundarios que auxiliam as
plantas no combate a patdogenos, como antibidticos, antifungicos, anti-helminticos e
inseticidas (Waqar; Bhat; Khan, 2024).

Existem muitos desafios na pesquisa de metabolitos flngicos e vegetais que podem
representar barreiras na elucidacio desses compostos, como extratos muito complexos, baixos
rendimentos de amostras, auséncia de alvos biologicos e desafios no cultivo em laboratdrio.
No entanto, estratégias modernas e interdisciplinares tém sido uteis para mitigar essas
barreiras e encontrar estruturas unicas com potenciais bioatividades (Shi et al., 2024).

Uma estratégia recente para avaliar o grande volume de informagdes presentes em
extratos biologicos € o estudo metabolico por meio de redes moleculares. A técnica usa dados
espectrais de fragmentacdo das amostras para agrupar os metabolitos por similaridade,
formando redes de compostos. Os espectros também sdo comparados com bancos de dados
integrados, fornecendo anotagdes putativas de metabolitos ja estudados anteriormente (Allard
et al., 2016).

A espécie Attalea maripa ainda ¢ pouco explorada do ponto de vista quimico,
especialmente em relagdo as folhas, ja que a maioria dos estudos se concentra nos frutos.
Além disso, ndo ha relatos na literatura sobre os fungos endofiticos associados a essa espécie
e sua possivel contribui¢do para a produgdo de metabolitos bioativos. Dessa forma, o trabalho
busca investigar tanto o perfil quimico das folhas em diferentes condigdes sazonais quanto o
potencial metabodlico dos endoéfitos associados. Para facilitar a compreensao dos métodos
adotados e trazer maior clareza dos resultados, o estudo foi dividido em 3 capitulos distintos.

O primeiro capitulo aborda a contextualizagdo dos temas envolvidos nesta pesquisa
com uma fundamentacdo teorica, trazendo literaturas recentes que corroboram com as
tematicas tratadas. No capitulo 2 sdo abordadas as metodologias empregadas e os resultados
obtidos no estudo da espécie vegetal, como a extracdo das folhas, os ensaios bioldgicos ¢ a
analise dos metabolitos pelas redes moleculares. O ultimo capitulo ¢ dedicado aos fungos
endofiticos abrangendo o isolamento das cepas, o ensaio antagonista e de potencial
antimicrobiano, além da prospec¢do quimica nos extratos. Apos o capitulo 3, no tdpico
consideragdes finais, foram apresentados os objetivos alcancados da pesquisa e as

perspectivas futuras.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a influéncia da sazonalidade sobre o perfil metabolomico de extratos
foliares polares e apolares de Attalea maripa, comparando amostras obtidas nos periodos de
estiagem e chuvoso; isolar e caracterizar os fungos endofiticos associados as folhas da espécie;
e avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos vegetais e dos metabolitos produzidos pelos

fungos endofiticos, visando identificar compostos bioativos de interesse biotecnoldgico.

2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar e comparar o perfil quimico de extratos polares e apolares das folhas
de 4. maripa coletadas nos periodos seco e chuvoso;

2. Investigar a diversidade de fungos endofiticos associados as folhas de 4. maripa;

3. Caracterizar o perfil quimico dos extratos de diferentes cepas de fungos
endofiticos;

4. Realizar a prospeccao fitoquimica dos extratos flngicos e vegetais;

5. Analisar, anotar e comparar os compostos biossintetizados pela planta em periodos
de estiagem (setembro) e chuvoso (fevereiro), utilizando a formagdo de redes
moleculares;

6. Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos flingicos e vegetais;

7. Avaliar o potencial antagdnico de diferentes cepas de fungos endofiticos de A.

maripa.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Produtos Naturais

Em um organismo vivo ha a producdo de uma série de compostos que desempenham
fungodes diferentes. Metabolitos responsaveis pelas fungdes basicas como desenvolvimento,
reproducdo e crescimento sdo origindrios no metabolismo primario, sdo geralmente
macromoléculas e apresentam estruturas mais uniformes e fun¢des bem definidas que
interferem diretamente na satide e sobrevivéncia do individuo (Castro-Moretti et al., 2020;
Reis et al., 2024).

O metabolismo secundario por outro lado reage a fatores e condigdes especificas
produzindo metabolitos micromoleculares que se alteram respondendo a estimulos externos, e
ndo de uma forma continua. Alteragdes ambientais como temperatura, quantidade de luz,
periodos de seca e mudangas no solo, interferem na producdo metabodlica, gerando uma
grande diversidade de estruturas com fungdes especializadas. Em plantas, por exemplo, esses
compostos sdo responsaveis pela cor e odor de folhas, flores, frutos, e estdo intimamente
ligados aos sistemas de comunicagdo e de defesa contra patdgenos, predadores e parasitas
(Pandohee et al., 2023; Reis et al., 2024; Castro-Moretti et al., 2020).

Essa variedade de compostos bioativos oriundos do metabolismo secundério traz
beneficios ndo s6 ao organismo que os produz, e sdo utilizados como produtos naturais a
séculos para tratar doengas, repelir insetos, produzir cosméticos, entre outras aplicacdes.
Produtos naturais podem ser entendidos como compostos quimicos que tem origem em
organismos vivos, sejam eles plantas, animais, insetos, organismos marinhos ou
microrganismos (Sorokina; Steinbeck, 2020).

O estudo da quimica desses compostos e a descoberta de medicamentos modernos tem
suas raizes no conhecimento empirico formado e repassado por geragdes de povos primitivos
sobre as propriedades quimicas e biologicas dos recursos naturais (Zhang et al., 2020). As
plantas por exemplo, formavam a base da medicina antiga e ainda hoje, para muitos povos ao
redor do mundo elas sdo a principal forma de tratamento, seja pela distancia de farmécias e
hospitais, falta de recursos financeiros ou questdes culturais (Sorokina; Steinbeck, 2020).

Os produtos naturais do metabolismo secundario, pela riqueza de suas estruturas que
promovem propriedades biologicas variadas, t€ém grande importdncia na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos. Muitos medicamentos usados hoje em dia tém sua
origem em fontes naturais (Abdel-Razek et al., 2020). Um exemplo ¢ o peptideo fingico

ciclosporina, descoberto em 1970, que revolucionou o transplante de orgaos, reduzindo
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consideravelmente os indices de rejei¢do pela sua propriedade imunossupressora. Mais tarde
em 1984, o metabolito tacrolimos, da bactéria Streptomyces tsukubaensis , surgiu como
alternativa ainda mais potente € com menos efeitos colaterais. Ambos os medicamentos ainda
sdo os mais usados em transplantes de varios tipos de 6rgdos (Barreiro ef al., 2024; Moore;
Newman, 2025).

Outro exemplo ¢ o opidide morfina, isolado da seiva da planta Papaver somnniferum
(papoula) em 1804, que ainda ¢ usado em tratamentos clinicos. Além da morfina, a codeina
(antitussigeno), a narcotina (antitussigeno e espasmolitico) e a papaverina (antiespasmodico)
também sdo exemplos de produtos naturais isolados da papoula (Calixto, 2019; Viegas Jr;
Bolzani; Barreiro, 20006).

Newman e Cragg (2020), reuniram dados relatados de 39 anos (1981-2019) de todos
os produtos aprovados para uso terapéutico contra doengas ao redor do mundo. O trabalho
mostrou que dos mais de 1880 medicamentos aprovados nesse periodo, quase 42% eram de
origem bioldgica, produtos naturais, produtos naturais botanicos ou derivados de produtos
naturais (semi-sintéticos). Os autores observaram que uma boa parte dos medicamentos
naturais eram de origem microbiana, ou da interacdo deles com seus hospedeiros, ressaltando

a importancia dessa area de pesquisa e o seu potencial futuro.

3.2 Fungos

Os fungos sdo microrganismos que desempenham muitas fun¢des importantes na
natureza, reciclando matéria orginica e auxiliando na absor¢@o de nutrientes pelas raizes das
plantas (Tortora; Funke; Case, 2017). Historicamente eles sdo empregados principalmente na
alimentacdo da humanidade, tanto pelo consumo de cogumelos, quanto pela producdo de
bebidas fermentadas, paes e queijos (Takahashi ef al., 2017).

Com a descoberta da penicilina, por Alexander Fleming em 1928, feita a partir do
fungo Penicillium chrysogenum, os microrganismos passaram a receber mais notoriedade
como fonte de produtos naturais, trazendo importantes avancos principalmente para a
formulacao de novos medicamentos. Com a evolugdo dos estudos, os compostos bioativos de
origem fungica tém sido utilizados como agentes anticancerigenos, antimicrobianos,
antioxidantes, além de seu potencial na indastria agroquimica como bioherbicidas e
biofertilizantes (Gupta et al., 2023). Como exemplo de medicamentos desenvolvidos a partir
de metabolitos de fungos temos a gentamicina e cefalosporina C (antibioticos), o acido
micofenolico e ciclosporina A (imunossupressores), ¢ a lovastatina (redutor de colesterol),

suas estruturas estdo representadas na Figura 1 (Gohar ef al., 2020).
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Figura 1 - Medicamentos desenvolvidos a partir de metabdlitos de fungos
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3.2.1 Fungos endofiticos

A grande variedade do reino fungi ¢ um dos fatores que os tornam excelentes fontes de
metabolitos secundarios com propriedades diversas. Dentre essa variedade, os fungos
endofiticos receberam grande destaque apds a descoberta de que o enddfito Taxomyces
andreanae era capaz de produzir o antitumoral taxol, mesmo composto produzido pela planta
hospedeira Taxus brevifolia (Gupta et al., 2023).

Fungos endofiticos sdo caracterizados por se encontrarem no interior do tecido vegetal,
dentro ou entre as células da planta, sem causar danos (Wen et al., 2022; Baron; Rigobelo,
2022). A vantagem dessa relacdo simbidtica para os fungos ¢ de receber nutrientes e abrigo, ja
que a competicdo com outros microrganismos dentro da planta ¢ menor do que na parte
externa. A hospedeira em troca recebe compostos oriundos do metabolismo secundario dos
fungos que ajudam no seu crescimento, nutricdo e na prote¢do contra fatores biodticos e

abioticos (Wen et al., 2022).



20

Endofitos ja foram encontrados em partes diversas de plantas como folhas, raizes,
caule e flor, e acredita-se que toda espécie de planta conhecida tenha endéfitos associados
(Burragoni; Jeon, 2021). Alguns fungos endofiticos sdo especificos para determinadas
espécies de plantas, enquanto outros podem ser encontrados em varios tipos de hospedeiras.
Fatores como clima, localizagdo geografica e idade da planta também podem interferir na
diversidade dos endofitos (Baron; Rigobelo, 2022).

Os fungos chegam na planta carregados pelo vento, 4gua ou animais, ¢ entram através
de aberturas naturais ou lesdes, principalmente pelas raizes (Dantas; Alves; Chapla, 2021).
Essa forma de entrada ¢ conhecida como transmissdo horizontal. Além disso, os fungos
também podem ser transmitidos através das sementes, de uma planta para outra em uma
transmissado vertical (Baron; Rigobelo, 2022).

Uma das vantagens diretas dos endofitos a seus hospedeiros ¢ a atuagdo como
biofertilizantes ja que eles conseguem aumentar a quantidade de fitohormdnios no vegetal e a
aquisicdo de nutrientes, ajudando no crescimento da planta, rendimento e melhor
desenvolvimento das raizes. Além disso, podem estimular o sistema imunoldgico da planta e
produzir metabolitos secundarios que atuam como agentes protetores tornando-a mais
resistente a pragas, infeccdes de patdgenos e agentes abidticos (Alam et al., 2021; Baron;
Rigobelo, 2022).

Os compostos bioativos produzidos por fungos endofiticos sdo amplamente variados
em estrutura quimica e atividade bioldgica, advindos de trés principais rotas biossintéticas; a
via do acido mevaldnico, do acetil coenzima A e do 4acido chiquimico. Como resultado sdo
formados alcaloides, flavonoides, acidos fenodlicos, quinonas, terpendides, xantonas, entre
outras classes de metabdlitos que podem atuar como agentes antimicrobianos,
anticancerigenos, antioxidantes, anti-inflamatorios e muitas outras propriedades importantes
(Burragoni; Jeon, 2021; Manganyi; Ateba, 2020).

O interesse na aplicabilidade desses metabdlitos tanto na industria farmacéutica quanto
na agroquimica fez crescer a quantidade de estudos relacionados aos fungos endofiticos e a
relacdo com suas hospedeiras. Tiwari e Bae (2022), trazem alguns exemplos das diversas
aplicagdes de fungos endofiticos, como na biorremediacdo, com a degradacdo de
hidrocarbonetos de petroleo e biossor¢ao de metais pesados; na utilizagdo como
biofertilizantes para solubilizagdo de fosforo e aumento da biomassa vegetal; além da
aplicagdo farmacologica como cardioprotetor, imunossupressor e antiviral.

De acordo com a pesquisa de Shi et al. (2024), s6 no ano de 2023 foram publicados

mais de 550 novos produtos naturais fungicos. Desse total, quase 40% foram de compostos
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produzidos por fungos associados a plantas. A classe de policetideos foi a mais representativa
na pesquisa, seguida pelos terpenoides e os alcaloides. Cerca de 10% dos novos compostos
foram estudados pela analise de redes moleculares.

Para Burragoni e Jeon (2021), ainda ha um longo caminho a percorrer ja que boa parte
da biodiversidade de fungos endofiticos ainda ndo foi documentada. Os autores acreditam que
os conhecimentos adquiridos sobre os microrganismos endofiticos tendem a sofrer influéncia
da facilidade de crescimento de algumas culturas em condigdes laboratoriais. Mas os avangos
da tecnologia e desenvolvimento de técnicas de cultivo tem ajudado a desvendar culturas que
tendiam a permanecer ocultas.

Os fungos endofiticos representam uma fonte promissora de moléculas bioativas e
podem ser parte fundamental na solugdo de grandes problemas enfrentados na sociedade
como a resisténcia de microrganismos aos antibidticos existentes (Burragoni; Jeon, 2021).
Além disso, podem ser uma alternativa para plantas medicinais de crescimento lento ou que
sofrem risco de extingdo, pois poderem produzir compostos idénticos ou semelhantes aos que
as as plantas produzem. Portanto torna-se crucial a busca pela compreensdo abrangente dos
endofitos e sua relacdo com o hospedeiro € o meio que os cercam, para poder explorar todo o

potencial oferecido (Gupta ef al., 2020).

3.2.1.1 Fungos fitopatogénicos

Os fungos ocupam papéis ecologicos diversos na natureza, na interagdo com as plantas
eles podem estabelecer uma relacio comensal, mutualista ou patogénica. Fungos
fitopatogénicos podem causar lesdes, deformagdes, murcha, descoloracdo, e até mesmo o
apodrecimento dos o6rgaos infectados. As doengas fungicas em planta além de
comprometerem a producao de alimentos tanto no campo quanto na fase de pds-colheita,
podem interferir na produgdo de uma série de produtos como fibras téxteis, madeira,
biocombustiveis, cosméticos e farmacéuticos, ameacando a seguranga alimentar ¢ a economia
(Manathunga et al., 2024; Fontana et al., 2021).

Um exemplo ¢ o fungo Sclerotinia sclerotiorum que pode infectar centenas de
espécies diferentes de plantas em varias regides do planeta, causando perdas significativas em
produtividade principalmente em regides de clima temperado. Por este motivo ¢ considerado
globalmente um dos fitopatdgenos mais difundidos e de maior viruléncia, causador da
enfermidade comumente conhecida como mofo branco (Hossain et al., 2023).

A maior parte da vida do §. sclerotiorum ¢ na forma de esclerddios, estruturas de

resisténcia que podem permanecer dormentes no solo por um longo periodo. A germinacao
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dos micélios pode ser desencadeada por compostos organicos liberados pelas raizes da planta
iniciando assim a infec¢do. Os principais fatores associados a viruléncia do fungo sdo a
excrecao de proteinas patogénicas, acido oxalico e enzimas que rompem as paredes celulares
do hospedeiro (Hossain et al., 2023).

Outra doenca que afeta plantas em varias partes no mundo causando grandes perdas
econdmicas € a antracnose, provocada por fungos do género Colletotrichum spp., sendo a
espécie Colletotrichum gloeosporioides uma das mais relatadas. A patologia afeta
principalmente frutas e hortalicas causando manchas escuras e apodrecimento tanto no campo
quanto na fase de armazenamento e comercializacdo, ja4 que o fungo pode ficar latente nos
tecidos vegetais até que haja condigdes adequadas para o seu desenvolvimento (Peralta-Ruiz
etal., 2023).

A interacao do Colletotrichum com o hospedeiro se inicia por uma fase biotrofica,
geralmente breve, onde sdo formadas grandes hifas intracelulares. O processo de maturacao
dos frutos pode favorecer a fase necrotrofica do fungo em que hifas secundarias ramificadas e
mais estreitas colonizam os tecidos do hospedeiro (Ciofini et al., 2022).

O controle de grande parte das fitopatologias ¢ feito por métodos tradicionais que
envolvem a alternincia de culturas, selecdo de linhagens resistentes e o uso de pesticidas
quimicos. Apesar de eficazes, os pesticidas sintéticos ndo afetam apenas o alvo, e podem
gerar desequilibrios ambientais e impactos na satde humana. Além disso, 0 uso excessivo
desses produtos ao longo do tempo promove uma selecdo de patdgenos mais resistentes

(Manathunga et al., 2024; Fontana et al., 2021).

3.2.1.1.1 Controle biolégico

O controle biologico tem ganhado destaque como alternativa a pesticidas sintéticos
por demonstrar eficidcia no aumento da produtividade agricola de forma mais sustentavel. O
termo engloba o uso de estratégias que induzam mecanismos bioldgicos para a redugdo da
quantidade de patdégenos ou dos sinais de doenga, fazendo uso, por exemplo, de antagonistas
naturais ou incorporados. Fungos endofiticos sdo muito utilizados no controle bioldgico pelo
seu potencial de inibi¢do, alvos seletivos e rapida reproducao, além disso ainda auxiliam na
sustentabilidade, pois na auséncia de um hospedeiro podem alterar sua interacdo com o
ambiente passando de parasitas para saprofitos decompondo matéria organica (Thambugala et
al., 2020).

Thambugala et al. (2020), traz uma revisao sobre antagonistas fliingicos e seu potencial

contra fitopatdégenos, mostrando que Sclerotinia spp. e Colletotrichum spp. estdo entre os
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géneros mais comuns de patdgenos relatados em pesquisas com agentes de biocontrole.
Segundo os autores o género Trichoderma spp. ¢ o mais usado no controle de doengas
fungicas em plantas.

Os mecanismos utilizados pelos fungos endofiticos para antagonizar os fitopatogenos
podem ser indiretos, induzindo o sistema de defesa da propria planta, e diretos como a
competicdo por espaco e nutrientes, 0 micoparasitismo ¢ a antibiose. Os antagonistas podem
empregar mecanismos diferentes para diferentes patdgenos e em muitos casos aplicar mais de
um mecanismo concomitantemente (Manathunga et al., 2024; Fontana et al., 2021).

Na competi¢do os antagonistas colonizam prioritariamente as partes mais vulneraveis
dos tecidos vegetais, ocupando os espagos internos e consumindo os nutrientes que poderiam
ser utilizados pelos patégenos. A competi¢do raramente ocorre como um mecanismo isolado,
estando quase sempre associada a outros mecanismos antagdnicos, e para ser eficiente o
endofito deve colonizar a planta sistematicamente (Gore ef al., 2025; Akram et al., 2023).

No micoparasitismo o fungo endofitico consome o fitopatégeno, exigindo um contato
direto entre as hifas. Em primeiro momento o endoéfito reconhece o patégeno e direciona o
crescimento micelial para estabelecer o contato, e entdo secreta enzimas que degradam a
parede celular do seu alvo, permitindo a penetragdo e consumo dos nutrientes. Ramada et al.
(2016), analisou as proteinas secretadas pelo fungo Trichoderma harzianum crescidos em
meios de cultura suplementados com paredes celulares do fitopatégeno Fusarium solani, e
constatou a presenca de diversas proteinas possivelmente envolvidas no micoparasitismo,
além de proteinas indutoras de respostas defensivas em plantas (Gore et al., 2025; Akram et
al., 2023).

Os endofitos também podem produzir uma variedade de metabolitos antimicrobianos
que auxiliam na supressdo dos patogenos, esse mecanismo ¢ denominado antibiose. Podem
ser produzidos alcaldides, peptideos, terpenos, compostos organicos volateis e muitos outros
metabolitos que interfiram na germinagdo dos esporos, ou em outros processos fisioldgicos
que levem a inibi¢do do crescimento ou morte do patégeno. Nesse mecanismo o contato
direto entre as culturas ndo ¢ obrigatdrio (Gore ef al., 2025; Akram et al., 2023).

Esses compostos antimicrobianos produzidos por fungos endofiticos apresentam
potencial como agroquimicos, novos fairmacos para a saude humana e animal, e conservantes
para uma série de produtos. Por esse motivo, tem sido cada vez mais comum o uso de ensaios

antimicrobianos na triagem de extratos fungicos e vegetais (Digra; Nonzom, 2023).
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3.2.1.1.2 Ensaios antimicrobianos

Existem muitos métodos para avaliar o potencial antimicrobiano de extratos naturais e
segundo Gonzalez-Pastor et al. (2023) alguns fatores devem ser considerados para guiar a
escolha. Os principais s@o conhecer as caracteristicas da amostra, visto que ndo ha um método
unico que seja eficiente para todos os tipos de amostra, avaliar a precisdo e a reprodutibilidade
da metodologia para facilitar comparagdes, além de considerar a praticidade, flexibilidade e
custos do método. Os autores ressaltam ainda, que para obter resultados confidveis ¢ essencial
o uso de culturas microbianas puras e frescas, solventes adequados, meios de cultura e
condi¢cdes de incubacao apropriados para cada microrganismo.

Um dos métodos mais utilizados pela sua versatilidade e baixo custo ¢ o método de
difusdo em agar. Para o ensaio os patdgenos sao inoculados em placas com o meio de cultura
apropriado, entdo sdo perfurados pocos de aproximadamente 6 mm no agar onde sdo inseridos
os extratos em concentragao determinada. Em substituicdo aos pogos também podem ser
utilizados discos de papel filtro contendo os extratos na concentracdo definida para a analise.
Apos esse processo as placas sdo incubadas em condigdes adequadas e pelo tempo necessario
para o crescimento do microrganismo. Como controle alguns pocos sdo preenchidos apenas
com o solvente utilizado na dilui¢ao dos extratos, além disso sdo preparadas placas para o
crescimento dos patdégenos sem a presenca dos extratos (Hossain, 2024; Balouiri; Sadiki;
Ibnsouda, 2016).

O extrato presente nos pogos ou discos de papel se difunde para o meio de cultura e
provoca a inibi¢do do microrganismo, o resultado do ensaio ¢ lido pelo didmetro do halo de
inibi¢do que se forma em torno dos pogos ou discos de papel (Figura 2). O método pode ser
utilizado para testar qualitativamente uma gama de amostras diferentes e o resultado ¢ de facil
leitura. Como desvantagens, os compostos podem se difundir de forma irregular, e o método
ndo ¢ tao sensivel quanto métodos quantitativos, podendo ser dificil detectar baixas

concentragdes do composto antimicrobiano (Hossain, 2024).
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Figura 2 - Método para triagem de agentes antimicrobianos de difusdo em agar
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Fonte: Adaptado de Hossain, 2024.

Uma técnica similar ao método de difusdo de agar ¢ a de envenenamento de meio de
cultura, utilizada apenas para patdogenos fungicos. Nesta técnica, porém, ao invés do extrato
da amostra ser difundido no agar por meio de pocos, ele ¢ misturado diretamente ao meio de
cultura onde sera inoculado o patégeno. Para o controle sdo preparadas placas com o meio de
cultura sem a insercdo do extrato. Apds a solidificagdo do meio de cultura, um disco de
aproximadamente 6 mm do patdégeno ¢ inserido no centro das placas de Petri, que sdo entdo
incubadas pelo periodo necessario para o crescimento. O diametro das colonias ¢ medido nas
placas de controle e nas placas contendo as amostras ¢ o percentual de inibi¢dao ¢ estimado

pela equagdo 1 (Hossain, 2024).

Diametro de crescimento no controle- Diametro de crescimento no teste 100
X

Diametro de crescimento no controle

Os métodos mais apropriados para determinar quantitativamente o potencial
antimicrobiano de um composto sdo os métodos de dilui¢do, através deles se obtém a CIM
(Concentragao Inibitoria Minima). Esse valor representa a concentragcdo minima necessaria do
antimicrobiano testado, para inibir de forma visivel o crescimento do patégeno. No método de
dilui¢do em caldo sdo preparadas diluigdes seriadas, em meio de cultura liquido, do extrato a
ser testado. Aliquotas de cada diluigdo sdo transferidas para tubos de ensaio (macrodilui¢do)
ou para placas de 96 pogos (microdiluicdo). A solu¢do microbiana ¢ diluida de forma
padronizada no mesmo meio de cultura liquido, e transferida para os tubos ou placas de
microdilui¢do. Apds o periodo de incubagdo os resultados podem ser lidos em equipamentos

espectrofotométricos (Balouiri; Sadiki; Ibnsouda, 2016).
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3.3 Metabolomica

Durante muito tempo a descoberta de novas moléculas se restringia a metodologias
classicas de fitoquimica, que envolviam o fracionamento de extratos brutos e a analise da
atividade biologica de suas fragdes e subfracdes, para a purificagdo do composto responsavel
pela bioatividade. S6 depois de isolado € que as técnicas espectroscOpicas eram utilizadas
para a caracterizagao estrutural (Medeiros et al., 2023).

As metodologias cléssicas tiveram sucesso na identificagdo de inimeros compostos,
mas com o tempo a grande quantidade de solvente necessaria, o longo tempo de andlise e o
reisolamento de composto de ampla ocorréncia tornaram-se um impasse para a descoberta de
novos compostos. Além de que em alguns casos a atividade bioldgica era um efeito sinérgico
entre 0s compostos no extrato bruto, ndo garantindo o isolamento de um composto ativo
(Gomes et al., 2023).

Com o avango das técnicas analiticas foi possivel passar a analisar milhares de
compostos € amostras a0 mesmo tempo em processos de triagem em larga escala. O avango
trouxe novas perspectivas para pesquisa de produtos naturais, mas também trouxe outros
obstaculos. O tempo para tratar esse grande volume de dados analiticos e biologicos, além da
qualidade dos dados e confianga no método de inspe¢do, viraram desafios na descoberta de
novos compostos bioativos (Medeiros ef al., 2023).

Nesse contexto, métodos como as abordagens metabolomicas vém sendo
indispensaveis, pois proporcionam aliar avangos tecnoldgicos da quimica analitica a métodos
quimiométricos para medir e comparar os metabolitos, e tém sido muito empregada no estudo
de tecidos ou células de origem vegetal e microbiana (Li et al., 2022; Nagarajan ef al., 2022).
Analises metabolomicas trazem uma visao ampla da produg¢do metabdlica do organismo e
podem ser instrumentos importantes para auxiliar na compreensao da relacao entre plantas e
seus endofitos, contribuir para a caracterizagdo dos géneros e espécies dos fungos e direcionar
a pesquisa para metabolitos de interesse (Silva, F.M.R. et al., 2023).

Andlises metabolomicas se baseiam em estudo comparativo com abordagem
direcionada (alvo) ou nao direcionada (global). Na metabolomica alvo ou direcionada, o
objetivo ¢ comprovar uma hipdtese através da quantificagdo de uma classe de metabolitos
especifica ou de uma via metabolica. Enquanto a metaboldmica global busca englobar a maior
quantidade possivel de metabolitos (Boness et al., 2023).

A metabolomica ndo direcionada ¢ o método de andlise mais utilizado, e geralmente
contribui para a triagem dos alvos antes da abordagem direcionada ser aplicada. A analise e

preparagdo da amostra na abordagem global ¢ frequentemente constituida de etapas simples e



27

rapidas, sendo o tratamento dos dados a parte mais desafiadora do processo, demandando
mais tempo e esfor¢os (Pandohee et al., 2023).

A geracdo de perfil metabolico geralmente ¢ a principal finalidade buscada na analise
metaboldmica de produtos naturais. Esse processo consiste na identificagdo e/ou quantificagao
de metabolitos que compartilham caracteristicas estruturais semelhantes (Medeiros et al.,
2023). O perfil metabolico ¢ 1til para fornecer uma representacdo quimica (ou bioquimica) da
amostra em um momento especifico, ou avaliar como a composi¢ao de compostos bioativos
se alteram sob determinadas circunstancias (Pandohee et al., 2023).

Na exploragao da composi¢do quimica em estudos metabolomicos, € essencial a
padronizagdo das amostras ¢ das etapas dos processos para reduzir as interferéncias
indesejadas nas analises e obter confiabilidade na interpretagdo dos resultados. Por exemplo,
ter o mesmo numero de amostras por tratamento; ter a quantidade ou tamanho de amostra
suficiente para evidenciar possiveis mudangas; manter as culturas (em caso de
microrganismos) sob as mesmas condigdes; solventes e métodos de extragdo adequados; e
método analitico que evidencie as possiveis diferengas (Reis et al., 2024).

Os processos de extracdo na metabolomica global deve ser capaz de obter a maior
quantidade possivel de metabolitos da amostra, sem alterar suas propriedades fisicas ou
estruturas. Para uma maior eficiéncia em métodos fisicos de extragdo como maceracdo, banho
ultrassonico, congelamento e descongelamento, podem ser aliados a métodos quimicos que
utilizam diferentes tipos de solventes (Reis et al., 2024).

Analises metabolomicas exigem instrumentos analiticos robustos, de alta resolugdo,
sensibilidade e rendimento. Técnicas analiticas de espectrometria de massa (MS) e
ressonancia magnética nuclear (RMN) sdo as mais usadas, pois possibilitam a integra¢do com
ferramentas de bioinformatica. A espectrometria de massa se destaca também pelo
acoplamento com técnicas de separacdo como a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia
liquida (LC) fornecendo uma cobertura maior de metabdlitos. Dependendo do objetivo de
pesquisa uma combinagdo de métodos € necessdria para garantir uma quantificacdo e
caracterizagcdo mais precisa dos metabolitos produzidos (Reis et al., 2024; Boness et al., 2023).

Os arquivos gerados pelas analises instrumentais também passam por uma etapa de
pré-processamento de dados, que visa aumentar a comparabilidade entre plataformas
analiticas convertendo os arquivos de espectro para formatos padrdes. Além disso, o uso de
softwares nesta etapa ¢ essencial para garantir espectros mais limpos e confidveis, com
correcoes da linha de base, diminui¢ao de ruidos, normalizacao de dados ¢ desconvolucao de

picos (Reis et al., 2024).
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Para auxiliar na interpretagdo dos resultados, métodos quimiométricos também podem
ser agregados. Eles podem por exemplo, indicar o reconhecimento de padrdes, por anélise de
componentes principais (PCA); discriminagdo, através da andlise discriminante de minimos
quadrados parciais (PLS-DA); ou classificagdo de grupos, por modelagem independente suave

de analogias de classe (SIMCA) (Pontes; Pinheiro; Fill, 2023).

3.3.1 Desreplicagdo

A desreplicagdo ¢ uma etapa da pesquisa de produtos naturais que compara dados
experimentais de compostos desconhecidos com dados de substincias ja caracterizadas
(Allard et al., 2016; Nothias et al., 2018). Ela poupa tempo, gastos e esforgos, pois permite ao
pesquisador focar em compostos novos ou com propriedades de interesse e evita o isolamento
de substancias ja conhecidas (Yang ef al., 2013; Sorokina; Steinbeck, 2020).

O processo de desreplicacdo atualmente estd associado a técnicas hifenadas que
combinam separacao e deteccdo como GC-MS, LC-MS/MS, LC-RMN, entre outras. Com 0s
espectros da amostra ¢ possivel fazer comparagdes com os bancos de dados de produtos
naturais (Yang et al., 2013; Nothias ef al., 2018).

Segundo o Grupo de Trabalho de Andlise Quimica (CAWG), que faz parte da
Iniciativa de Padroes Metaboldmicos (MSI), 0 processo de desreplicagdo de um composto
gera uma anota¢do em diferentes niveis. Da-se o nivel 4 para compostos ainda desconhecidos,
mas que podem ser diferenciados e quantificados por dados espectrais. O nivel 3 estd
relacionado a suposta caracterizacdo das classes dos compostos, através de semelhanga
espectral com compostos conhecidos dessa mesma classe ou propriedades fisico-quimicas.
Um composto ¢ considerado supostamente anotado no nivel 2, usando-se de propriedades
fisico-quimicas e/ou comparacdo com espectros de bibliotecas espectrais. O nivel 1 refere-se
ao composto identificado (Sumner et al., 2007).

A identificagdo de um metabolito (nivel 1) ¢ feita com no minimo 2 dados
independentes que correspondam aos dados do composto auténtico, analisados sob as mesmas
condi¢des, por exemplo, tempo de retengdo e espectro de massa. Além disso, dados de MS ou
RMN quando utilizados devem ser devidamente descritos ou disponibilizados publicamente

como forma de validar a identificagdo (Sumner et al., 2007).

3.3.2 Redes Moleculares
A busca de produtos naturais bioativos foi revolucionada nos anos 90 pelas

ferramentas computacionais e as tecnologias de aquisi¢do espectral, sendo possivel a criacao
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de repositorios de espectros para a comparagdo com os adquiridos nas andlises. Porém,
plantas e microrganismos sdo fontes de centenas de compostos e a comparagdo manual e
individual de espectros torna a identificacdo de novos compostos uma busca dispendiosa e por
vezes, inviavel (Pilon et al., 2021).

Além da metabolomica, outra estratégia recente vem sendo utilizada para avaliar
amostras com grande volume de compostos, ela reune dados de espectros de fragmentacao
MS/MS formando redes moleculares de espectros similares, baseando-se no fato que padroes
de fragmentacdes semelhantes estdo ligadas a semelhangas estruturais (Allard et al., 2016;
Aron et al., 2020; Yang et al., 2013). Espectros com padrdes de pico e massa precursora
quase idénticos sdo fundidos em um espectro de consenso e geram um no6 na rede molecular, a
ligagdo entre nds vizinhos, representadas por arestas ¢ feita dependendo do nivel de
similaridade, calculado por valores de cosseno que vao de 0 (espectros nao similares) a 1
(100% de similaridade) (Yang et al., 2013; Pilon et al., 2021).

As redes moleculares permitem uma visualizagdo organizada e andlise simultanea de
grandes conjuntos de dados, ¢ aliada a bancos de espectros se torna uma ferramenta
importante na anotagdo de compostos (Pilon ef al., 2021). Quando hd um composto
desreplicado na rede torna-se mais facil identificar os compostos vizinhos mais similares
(Allard et al., 2016), usando por exemplo, diferengas de massa caracteristicas que podem ser
ligadas a grupos substituintes.

O GNPS ¢ uma plataforma online (https://gnps.ucsd.edu) usada para geracao de redes
moleculares e anotacdo de compostos. Ela analisa em algumas horas experimentos com
grande volume de dados e anota compostos baseados em comparagdes diretas com espectros
de referéncia. Nos que ndo recebem anotagdo podem ter compostos analogos identificados,
facilitando sua anotacdo manual. A plataforma ainda permite o depdsito colaborativo de
espectros ¢ dados experimentais ampliando seus bancos de dados (Nothias et al., 2018; Pilon
etal.,2021; Wang et al., 2016).

As anotagdes por redes moleculares sao de nivel 2 (suposta identificagdo sem padrdes
de referéncia) e nivel 3 (compostos atribuidos a classes quimicas por similaridade espectral).
Uma anota¢do dentro da rede molecular facilita a propagacdo manual de anotacdes, levando
em consideragdo possiveis alteracdes estruturais devido a reagdes retro-Diels-Alder, clivagens,
rearranjos, entre outros (Aron et al., 2020). A identificacdo de um composto exige métodos
complementares classicos em produtos naturais como isolamento e caracterizagao (Pilon et al.,

2021).
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metabolitos e

A Figura 3 traz um esquema resumindo os passos para a analise de

anotacdo de compostos utilizando a geracdo de redes moleculares.

Figura 3 - Passos para a geragdo de redes moleculares e anotacdo de compostos
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3.4 Familia Arecaceae e o género Attalea
As plantas da familia Arecaceae, popularmente conhecidas como palmeiras, estdo
distribuidas em regides tropicais de todos os continentes e desempenham um grande papel na

historia da agricultura e alimentagdo humana. Seus Oleos, frutos, palmitos, flores, folhas e
raizes fornecem nutricdo e sdo fontes de metabolitos com atividades bioldgicas importantes

(Agostini-Costa, 2018).

Segundo o site Flora e Funga do Brasil (http:/floradobrasil.jbrj.gov.br/), a familia
Arecaceae conta com 104 géneros e 473 espécies distribuidas no territorio brasileiro. A
familia ¢ composta por uma grande variedade de espécies, onde podem ser encontrados

flavonoides, alcaloides, compostos fenolicos, acidos graxos e muitos outros compostos

(Mohammed et al., 2022).
espécie de palmeira tem crescido consideravelmente nos ultimos 15 anos, como mostra a

revisdo sistematica realizada por Lima et al. (2025). Dentre os géneros mais citados no estudo,
Attalea apareceu como o segundo colocado com 13 espécies mencionadas. A espécie mais
citada do género foi Attalea speciosa com 46 mengdes. Os autores ressaltam, porém, que

apesar do aumento na quantidade de publicagdes, as pesquisas com foco exclusivo em

Gragas a essa diversidade, pesquisas etnobotdnicas que mencionam ao menos uma

espécies da familia Arecaceae ainda representam uma pequena parcela.


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/
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O género Attalea ainda sofre constantes mudangas na identificagdo das suas espécies.
Como boa parte das plantas apresentam folhas muito grandes e cachos volumosos de flores e
frutos, torna-se um material dificil para cole¢cdes de herbarios. Além disso, ha discordancias
de conceitos entre taxonomistas, gerando muitos sindnimos entre as espécies (Pintaud, 2008).

As espécies que compdem o género Attalea eram no passado divididas entre os
géneros Attalea (stricto semsu), Orbignya, Scheelea, Maximiliana ¢ Ynesa, distinguidos
principalmente pelas caracteristicas morfologicas de suas flores. Porém as semelhancas
notaveis entre as espécies motivaram a pesquisa mais aprofundada da taxonomia dos géneros,
e como resultado muitas espécies foram reunidas em um unico género Atfalea Kunth (Noblick,
2024).

Pintaud (2008) reconhece as diferengas nas estruturas das flores estaminadas, que no
passado justificavam a categorizagdo em diferentes géneros. O autor ressalta, porém, que ha
caracteristicas em comum entre as espécies que tornam o género amplo Attalea, reconhecivel
em qualquer estagio de desenvolvimento. Além do mais, a existéncia de muitos hibridos
férteis, resultantes da combinagdo de espécies dos antigos géneros, mostra que hd uma intima

relacdo biologica entre elas.

3.4.1 Attalea maripa (Aubl.) Mart.

Por conta das divergéncias encontradas no género Attalea, e as dificuldades em
identificar e classificar algumas espécies hibridas, muitos tdxons apresentam varios sindnimos,
como € o caso de Attalea maripa (Figura 4). Por conta da sua estrutura floral Unica, 4. maripa
chegou a ser classificada em um género distinto denominado Maximiliana, o que reflete ainda
hoje em muitos trabalhos encontrados na literatura que trazem o sinonimo Maximiliana

maripa como nome correto da espécie (Pintaud, 2008).
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Figura 4 — Palmeira e frutos de Attalea maripa

Fonte: Autor, 2026

Attalea maripa (Aubl.) Mart. é nativa da regido amazodnica e popularmente conhecida
como inaja (Soares, 2024). Essa palmeira tem grande importancia sociocultural e econdmica
para comunidades indigenas e ribeirinhas que usam suas partes para cobertura e estrutura de
moradias, fabricacdo de utensilios, artesanatos, e para alimentacdo (Lucas ef al., 2023). Além
disso, algumas culturas indigenas atribuem usos farmacoldgicos aos frutos como
antimaldricos e para tratar dores de cabeca (Kffuri ef al., 2016; Hajdu; Hohmann, 2012).

Os frutos de 4. maripa apresentam alto grau de compostos fenolicos, sdo fontes de
fibras alimentares e acidos graxos essenciais, além de flavonoides, tocoferdis e vitamina C
(Rolim et al., 2024). Segundo Santos et al. (2024), o fruto inaja e suas farinhas derivadas sao
uma boa fonte de carotenoides que atuam diretamente no sistema imunoldgico gragas as
propriedades anticoagulante, antioxidante e anti-inflamatoria.

O ¢leo extraido dos frutos de A. maripa apresentou atividade antimicrobiana moderada
conseguindo inibir de 24 a 39% as bactérias Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa,

Bacillus cereus e Listeria monocytogenes. O 60leo também apresentou uma potente inibi¢do da
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enzima acetilcolinesterase, propriedade importante contra doengas neurodegenerativas como o
Parkinson e Alzheimer (Fernandez et al., 2016; Lobato et al., 2021).

Apesar do potencial da espécie, estudos sobre o perfil quimico de 4. maripa ainda sao
escassos e focados principalmente nos frutos da palmeira. Trabalhos dedicados a investigar os
fungos endofiticos relacionados a planta também ndo foram encontrados na literatura. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo investigar a produgdo metabolica das folhas de
Attalea maripa em duas épocas distintas do ano, isolar seus fungos endofiticos e avaliar o

potencial antimicrobiano dos extratos vegetais e fungicos.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E COMPARACAO METABOLICA DE
EXTRATOS DAS FOLHAS DE ATTALEA MARIPA EM DUAS EPOCAS DO ANO

1. INTRODUCAO

Attalea maripa (Aubl.) Mart. [sindnimo: Maximiliana maripa (Aubl.) Druge] ¢ uma
palmeira da familia Arecaceae, popularmente conhecida como inaja. E nativa da regido
amazoOnica que abrange boa parte do territorio brasileiro e alguns paises vizinhos como
Bolivia, Equador, Colombia, Peru e Venezuela (Soares, 2024). Sua abundancia, produtividade
e diversas formas de utilizagdo, fazem com que essa planta seja de grande importancia para
comunidades indigenas e ribeirinhas que usam suas partes para alimentagdo (6leo, fruto,
palmito), fabricacao de utensilios, artesanatos, cobertura e estrutura de moradias (Lucas et al.,
2023), além de usos medicinais.

Em Povenir, uma comunidade indigena na Bolivia, o 6leo de A. maripa extraido das
améndoas ¢ usado para tratar dores de cabeca (Hajdu; Hohmann, 2012). Enquanto no
Amazonas, povos indigenas do Alto Rio Negro utilizam os frutos da palmeira como
antimalarico (Kffuri et al., 2016).

Barbi e outros autores (2020), concluiram ap6s estudo que as farinhas obtidas do fruto
verde e maduro, além do dleo de A. maripa, tém alta capacidade antioxidante e sdo uma boa
fonte de carotenoides e conteudo fenodlico. Silva et al. (2021), identificaram na torta residual
da extracao de oleo da planta, catequinas e proantocianidinas que possuem propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes e poder redutor. Fernandez (2016), avaliou o perfil de acidos
graxos e constatou uma potente atividade antiacetilcolinesterasica do 6leo da polpa de inaja.

Além de sua importancia sociocultural, 4. maripa também tem grande potencial
econdmico principalmente para as industrias alimenticias, de cosméticos e biocombustiveis,
gracas ao alto teor de 6leo extraido da polpa do fruto e améndoa (Bezerra, 2019; Silva;
Sevalho; Miranda, 2021).

Apesar de todo o potencial apresentado pela espécie Attalea maripa, a maior parte dos
trabalhos ainda se concentra apenas no estudo dos frutos e 6leos extraidos. Motivado pela
busca do conhecimento mais aprofundado de espécies vegetais pouco exploradas, este
trabalho teve como objetivo investigar o potencial antimicrobiano e a produgdo metabolica de
fragdes polares e apolares das folhas de A. maripa, além de avaliar se ha alteracdes

metabolicas decorrentes da sazonalidade climatica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Comparar o perfil metabdlico dos extratos polares e apolares das folhas de 4. maripa
coletadas nos periodos de estiagem e chuvoso, e avaliar o potencial antimicrobiano dos

extratos.

2.2 Objetivos especificos

Obter os extratos polares e apolares das folhas de 4. maripa coletadas em duas
estacoes do ano;

Realizar a prospeccao fitoquimica dos extratos obtidos da planta coletada no periodo
de estiagem (setembro);

Anotar metabolitos dos extratos por analise UHPLC-MS/MS;

Comparar e anotar os metabolitos presentes nas fragdes polares e apolares dos extratos,
por meio da formagao de redes moleculares;

Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos do periodo de estiagem.



36

3. METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no laboratério de Reatividade de Compostos
Orgéanicos na Universidade Federal do Tocantins. Os fungos e bactérias patogénicos foram
cedidos pelo laboratorio de Microbiologia da UFT. As andlises por UHPLC-MS/MS foram
feitas em parceria com o Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) no

Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio).

3.1 Coleta das plantas

As folhas de Attalea maripa foram coletadas no centro de pesquisas Cangucu
(coordenadas: 9°58°40.1”’S 50°02°02.1”W), uma reserva ambiental mantida pela Universidade
Federal do Tocantins em uma regido de encontro entre os biomas amazodnico e cerrado. A
primeira coleta foi realizada as 14 horas do dia 16 de setembro de 2024, correspondendo ao
periodo de estiagem da regido.

Foram selecionadas 3 arvores sauddveis e com altura adequada e com auxilio de um
facdo coletaram-se apenas folhas com coloragdo verde escura, sem partes danificadas ou
queimadas. As folhas foram separadas do peciolo, lavadas e deixadas para secar em bancada
por 12 horas. Posteriormente foram ensacadas e transportadas para o campus de Gurupi da
Universidade Federal do Tocantins.

A segunda coleta de folhas foi realizada as 14 horas do dia 22 de fevereiro de 2025,
correspondendo ao periodo chuvoso. Obedeceu-se aos mesmos procedimentos adotados para
a primeira coleta, as folhas foram retiradas das mesmas 3 arvores selecionadas no mesmo

horario da coleta anterior para exclusdo da influéncia desses fatores nos resultados.

3.2 Preparo dos extratos

Ao chegarem ao Campus de Gurupi da UFT, as folhas foram secas em estufa a 50 °C e
trituradas em moinho de facas. Na coleta do periodo de estiagem as folhas levaram 72 horas a
50 °C para estarem totalmente secas e prontas para serem moidas, enquanto para as folhas
provenientes da coleta do periodo chuvoso foram necessarias 96 horas em mesma temperatura.

Para o preparo do extrato, foram pesadas 100 gramas das folhas secas e moidas, e
adicionados 300 mL de 4lcool etilico 99,5%. A mistura ficou em repouso por 72h, apos esse
periodo, a amostra obtida foi colocada em banho ultrassdnico, sem aquecimento, por 20
minutos e filtrada a vacuo. O residuo do filtro passou por remaceragao por mais 2 vezes pelo

mesmo periodo. O filtrado resultante do processo de maceracdo e remaceragdo foi
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rotaecvaporado para a obtengdo do extrato etanolico. Foram realizados os mesmos
procedimentos para ambas as coletas.

Os extratos brutos foram fracionados por extragdo liquido-liquido. Em funil de
separacdo foi adicionado o extrato etandlico solubilizado em 75 mL de metanol/dgua (8:2) e
em seguida 25 mL de hexano. Apos a separagdo de fases recolheu-se cada fracdo e a porcao
em metanol/agua (8:2) passou por mais 2 lavagens com 25 mL de hexano. O procedimento foi
0 mesmo para os extratos das coletas de setembro (seca) e de fevereiro (chuvoso), e ao final
todas as fragdes foram evaporadas em evaporador rotativo. Obteve-se as fragdes Metandlica e

Hexanica para ambas as coletas.

3.3 Ensaio antimicrobiano

As fragdes dos extratos de 4. maripa foram testadas quanto ao seu potencial
antimicrobiano pelo método de difusdo de pogos adaptando a metodologia de Valgas et al.
(2007). Os patogenos utilizados no ensaio foram os fungos S. sclerotiorum, C.
gloeosporioides e Candida albicans, e as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
epidermidis.

Os fitopatogenos S. sclerotiorum e C. gloeosporioides, foram inoculados no centro de
placas com meio BDA, e incubados de 1 a 2 dias para o inicio do crescimento. Apos esse
periodo, foram abertos pocos de cerca de 5 mm em cada placa, equidistantes e proximos da
borda. Esses pocos foram preenchidos com as amostras diluidas em solvente dimetilsulfoxido
(DMSO) na concentragdo de 80 mg mL-'. Para os controles negativos foram preparadas
placas para o crescimento isolado dos patdogenos, sem os extratos, € placas com pogos
preenchidos apenas com o solvente. O ensaio foi realizado em triplicata, as placas foram
incubadas em BOD a 25 °C, de 5 a 7 dias ou até que o controle de crescimento dos patdgenos
atingisse toda a extensao da placa.

Os patogenos Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e Candida albicans,
mantidos em placas com meio BHI (Brain Heart Infusion), foram transferidas aliquotas das
culturas para meio liquido BHI e incubadas por 12 horas. Apods esse periodo, a turbidez das
solu¢des microbianas foram medidas em espectrofotometro no comprimento de onda de 600
nm, e ajustadas para atingirem 0,1 de absorbancia.

Placas de Petri com meio s6lido BHI receberam 100 uL. das solugdes microbianas,
espalhadas, com auxilio de alga de Drigalski, até a secura. Foram entdo abertos pocos de
aproximadamente 5 mm equidistantes na placa, onde foram inseridos 20 pL dos extratos

solubilizados em DMSO para atingirem a concentragdo de 80 mg mL!. Pogos preenchidos
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apenas com o solvente foram utilizados como controle negativo. As placas foram incubadas a

30 °C por 48 horas. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.4 Prospeccao fitoquimica

O perfil de metabdlitos dos extratos das folhas de 4. maripa foram investigadas de
acordo com a metodologia de Barbosa (2001). Os resultados para todos os testes foram
avaliados observando mudancas de coloragao em solugdo, formag¢ao de precipitado ou espuma.

O teste fitoquimico foi realizado com os extratos solubilizados em é4gua destilada
distribuidos em tubos de ensaio. Os tubos foram divididos em 2 grupos, no primeiro grupo o
pH foi ajustado para 3 utilizando uma solugdo de HCI 5%, e no segundo grupo o pH foi
ajustado até 11 com uma solugdo de NaOH 5%. As classes de metabolitos secundarios
avaliadas foram: antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavonoéis, xantonas, chalconas,
auronas ¢ flavanonois. Ainda foi possivel avaliar a classe de leucoantocianidinas; classe de
catequinas e classe de flavononas aquecendo os tubos de pH 3 e 11 por 2 minutos em
lamparina de éalcool.

Para a identificagdo de saponinas, os extratos secos foram solubilizados em éagua
destilada e agitados vigorosamente por 2 minutos. Além disso, a solugdo foi utilizada para
investigar fenois e taninos adicionando gotas de solucdo alcodlica de FeCl; a 1%. A
ocorréncia de flavonoides foi analisada solubilizando por¢des dos extratos em metanol,
adicionando raspas de magnésio e algumas gotas de HCIl concentrado. Para alcaldides os

extratos foram solubilizados em HCI 5% e reagente de Dragendorft.

3.5 Perfil cromatografico em UHPLC-MS/MS

O perfil cromatografico das fragdes hexanicas e metanolicas das amostras e dos
solventes utilizados foi obtido utilizando um sistema UPLC Acquity HClass (Waters),
equipado com coluna C18 BEH Acquity de 1,7 um (2,1 x 100 mm, Waters), operando a um
fluxo de 0,5 mL min™! e uma temperatura de coluna de 40 °C. O gradiente de elui¢do iniciou
com 90% de agua, 5% de acetonitrila (CH3CN) e 5% de solugdo de acido féormico 2%. A
concentracdo de CH3CN foi aumentada para 95% apds 10 minutos, mantendo 5% da solucao
de 4cido formico a 2%, aos 12 minutos alterou-se a fase movel para 100% de CH3;CN e 3
minutos de recalibraciao na fase mével inicial, totalizando 15 minutos.

Para a andlise de espectrometria de massas em MS/MS foi utilizado um espectrometro
de massas tandem UHR-ESI-QqTOF Impact II (Bruker), operando no modo positivo. A taxa

de aquisi¢do foi de 8 Hz do tipo espectro em linha, com um limite absoluto de 25 contagens.
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Para a ionizagdo, utilizou-se o deslocamento de placa de extremidade em 500 V, voltagem de
capilar de 4500 V, pressao de nebulizacao de 4 Bar para o gas de secagem N, com fluxo de
10 L min'' € uma temperatura de secagem de 200 °C.

Para o MS/MS foi utilizada cela de colisdo em 5.0 eV com energia de colisdo na faixa
de 20-70 V e um cutoff absoluto de fragmentagdo de 1000. O tempo de ciclo empregado foi
de 1 segundo e um limiar absoluto de 1500 contagens. Apds a analise os dados brutos foram

convertidos em formato mzXML no software do equipamento.

3.6 Construcao das redes moleculares

Os espectros no formato mzXML foram pré-processados usando a ferramenta
Mzwizard do software MZmine versao 4.8.30. Os arquivos exportados pelo software foram
submetidos a plataforma GNPS2 (https://gnps2.org/homepage) e usados para gerar a rede
molecular com o fluxo de trabalho Feature based molecular networking (FBMN).

Os parametros para a geracdo da rede foram de 0,02 Da de tolerancia de massa para
ions precursores e para ions fragmentados. A conexdo entre nodos foi ajustada para ocorrer
quando houvesse ao menos 5 picos correspondentes € uma pontuagdo de cosseno superior a
0,7. Além disso, cada nodo poderia se conectar apenas aos 10 mais semelhantes, formando
um cluster de no maximo 100 nodos. Para obter uma anotagcdo da biblioteca espectral do
GNPS2 a correspondéncia entre o espectro da amostra ¢ o espectro do banco de dados
precisaria obter um valor de cosseno de similaridade acima de 0,7, além de 5 picos
correspondentes entre eles.

A rede molecular formada foi exportada para o software Cytoscape versao 3.10.3 e
todas as anotagdes obtidas foram checadas por meio de bancos de dados publicos de
moléculas, como Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), COCONUT
(https://coconut.naturalproducts.net), =~ CHEBI  (https://www.ebi.ac.uk/chebi), NPAtlas
(https://www.npatlas.org), LOTUS (https://lotus.naturalproducts.net), entre outros.

A Figura 5 traz um resumo grafico dos procedimentos adotados desde a coleta do

material vegetal até a anotacdo dos metabolitos.



Figura 5 - Resumo grafico dos procedimentos experimentais adotados para a folha de Attalea maripa

|

Difusdo de
Folhas A. maripa pogos
Estufa 50 °C
34 dias
Secagem e -j -
moagem Ensaio
Hexano antimicrobiano
( Metanol 80%
Extragéo —— Fracionamento —— Fragoes ——
Q Etanol l
9 dias Teste de
- metabdlitos

|

.‘ LD
&

L

3
LlAl.

S. sclerotiorum

C. gloeosporioides

S. epidermides

C. albicans
£ eoli
]
s .l|_||.!I " 4 Mzmine
i Pré-
Anél;;f;sPLC* — Espectros '—— processamento —
dos espectros
Modo
positive
P s = ¥

Fonte: Autor, 2026

40

Redes ~—— Anotacoes

I

FBMN



41

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extratos das folhas de 4. maripa

O processo de extracdo das folhas de 4. maripa resultou em quatro fragdes distintas,
sendo uma fragdo polar (metanol) e uma apolar (hexano) de cada coleta realizada. As
amostras receberam codigos estabelecidos com as iniciais do nome da planta (AM), seguidos
da inicial do solvente utilizado no fracionamento, sendo “H” para hexano e “M” para o
metanol 80%. O ultimo caractere dos codigos refere-se a coleta ao qual a amostra se origina,
sendo o numeral “um” referente a primeira coleta (época de seca) e o nimero “dois” para a
segunda coleta (época chuvosa). A Tabela 1 traz os cddigos atribuidos para cada amostra,

além das massas obtidas.

Tabela 1 - Massas das fra¢des obtidas a partir das folhas de Attalea maripa

Fracao Codigo Massa (g)
Extrato bruto 1? coleta AM1 2,8982
Extrato bruto 2° coleta AM2 2,1706
Fracao polar (metanol 80%) 1? coleta AMMI 1,6321
Fracao polar (metanol 80%) 2? coleta AMM?2 1,4682
Fracdo apolar (hexano) 1? coleta AMHI1 1,1819
Fragdo apolar (hexano) 2% coleta AMH2 0,7827

AMI: extrato bruto/estagdo seca; AM2: extrato bruto/estagdo chuvosa; AMHI: fragdo hexanica/estagdo seca;
AMH?2: fragdo hexanica/estagcdo chuvosa; AMMI: fragdo metandlica/ estagdo seca; AMM?2: fracao
metandlica/estagdo chuvosa. 1? coleta: setembro (seca); 2° coleta: fevereiro (chuvas)

4.2 Ensaio antimicrobiano

Os extratos da primeira coleta (setembro) de 4. maripa AMHI ¢ AMMI foram
avaliados quanto ao seu potencial antifingico contra os fitopatdgenos S. sclerotiorum, C.
gloeosporioides e o patogeno C. albicans. O ensaio foi realizado pelo método de difusdo em
pocos de agar, com os extratos na concentragdo de 80 mg mL!. Segundo Armengol et al.

(2021), o método estd entre os mais utilizados para a determinacdo da atividade
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antimicrobiana de compostos naturais, pois ¢ reproduzivel, os resultados sdo faceis de
interpretar, exigem poucos recursos e tempo de analise.

Os extratos ndo apresentaram efeito inibitorio consideravel na concentragao analisada.
Na Figura 6 ¢ possivel observar que o crescimento micelial do fitopatdégeno S. sclerotiorum

sobrepde os pogos contendo as amostras, evidenciando o resultado negativo.

Figura 6 - Ensaio antifiingico das fra¢des contra o fitopatogeno S. sclerotiorum.

AMHI1: fragdo hexanica/estacdo seca; AMH2: fracdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fracdo metanolica/

estacdo seca; AMM2: fragdo metanodlica/estacdo chuvosa. DMSO: controle negativo

As fracdes polares (AMM1) e apolar (AMH1) resultantes da primeira coleta também
foram testadas para avaliar o seu potencial em inibir as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus epidermidis, pelo método de difusdo de pocos. A fragdo AMMI ndo
demonstrou efeito antibacteriano frente as culturas testadas (Tabela 2), enquanto a fragdo
apolar AMHI1, na concentra¢do de 80 mg mL-!, mostrou-se eficaz em inibir o crescimento da

bactéria E. coli.

Tabela 2 - Resultados do ensaio antimicrobiano para as fragdes obtidas da folha de Attalea maripa em época

s€ca

Sclerotinia Colletotrichum Candida | Escherichia | Staphylococcus

Fracoes . . . . .
sclerotiorum | gloeosporioides albicans | coli epidermidis

AMM1 - - - - -
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AMH1 - - - + -

DMSO - - - - -

AMHI1: fracdo hexanica/estagdo seca; AMMI: fracdo metanolica/ estagdo seca. (+) positivo; (-) negativo

Oliveira et al. (2016), encontraram resultados similares ao testarem a atividade
antimicrobiana do extrato etanolico das folhas de Attalea speciosa. No estudo, o extrato nas
concentragdes de 100, 50 e 25 mg mL"! ndo foi capaz de inibir o crescimento das bactérias
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosas,
além dos fungos leveduriformes Candida albicans e Candida parapsilosis.

Por outro lado, o extrato etanodlico do mesocarpo de A. speciosa apresentou efeito
antibacteriano contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis (Lima et al, 2023),
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, além de uma cepa hospitalar de S. aureus
resistente a meticilina (Barroqueiro ef al., 2016). O estudo de Barroqueiro ef al. no entanto,
ndo observou inibi¢do das bactérias E. coli e Pseudomonas aeruginosa em contato com o
extrato.

O estudo de Silva, B. ef al. (2023) demonstrou que o extrato das folhas de Attalea
geraensis apresenta potencial antifingico contra as espécies Macrophonina phaseolina ¢
Rhizoctonia solani. O extrato inibiu em 25% o crescimento das colonias pelo método de meio

de cultura envenenado (incorpora¢do do agente antimicrobiano ao agar).

4.3 Prospeccao fitoquimica

As fragdes metandlica e hexanica do extrato das folhas de 4. maripa mostraram
resultado positivo para a presenga de saponinas, evidenciado pelo aparecimento de espuma
estavel por mais de 30 minutos apos agitacdo vigorosa. Em ambas as fracdes também foram
identificados alcaldides e taninos apds o teste com o reagente de Dragendorff (alcaldides) e
com a solucdo alcodlica de FeCls (fendis e taninos) apresentar a formagao de precipitado de
cor escura (Figura 7-a). Os resultados para fendis também foram considerados positivos pelo
escurecimento da solu¢dao nas duas fragdes. Saponinas e taninos sdo classes de metabolitos
com estruturas mais polares, de modo que o resultado positivo na fracdo hexanica pode
indicar que esses compostos foram arrastados durante a parti¢ao liquido-liquido.

Apenas a fracdo metanolica do extrato apresentou mudanca de coloragdao no teste de
flavonoides e no teste de classes de flavonas, flavonois ¢ xantonas, onde a coloragao

amarelada caracteristica do resultado positivo para a classe foi se tornando mais alaranjada
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apos alguns minutos. Por esse motivo, considerou-se o resultado positivo também para

flavanonoéis. O aquecimento do tubo com a solu¢do ocasionou uma intensificagdo na cor

(Figura 7-b), indicando a presenca de flavanonas.

Figura 7 - Evidéncias do teste positivo para taninos na fragdo AMH1 e para flavanonas em AMM1

AMHI1 ¢ AMMI: fra¢Ges hexanica e metanolica respectivamente, provenientes da coleta de setembro (estagdo

seca). (a) O precipitado de coloragdo escura ¢ resultado positivo para taninos em AMHI1. (b) A intensifica¢do da

coloragdo laranja sugere resultado positivo para flavanona em AMM1

Os demais testes foram considerados negativos para ambas as fra¢des ja que nao

foram observadas mudancas significativas na aparéncia das solu¢des. O resumo geral dos

resultados ¢ apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados obtidos nos testes de metabolitos secundarios para as fragdes AMM1 ¢ AMHI1 obtidas das

folhas de Attalea maripa

Classes de metabolitos AMMI1 AMH1
Antocianinas e antocianidinas - -
Flavonas, flavonois e xantonas + -
Chalconas ¢ auronas - -
Flavanonois + -
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Leucoantocianidinas - -
Catequinas (taninos catéquicos) - -
Flavanonas + -
Fenois + +
Taninos + +
Flavonoides + -
Alcaloides + +
Saponinas + +

AMHI1 ¢ AMMI1: fra¢des hexanica e metanolica respectivamente, provenientes da coleta de setembro (estagdo

seca). (+): resultado positivo; (-): resultado negativo

A familia Arecaceae engloba mais de 180 géneros de plantas e apresenta um grande
potencial ainda pouco explorado de compostos bioativos de diversas classes. Mohammed et al.
(2022) avaliaram trabalhos realizados entre os anos de 2006 e 2021 sobre a producdo
metabolica, propriedades quimicas e bioldgicas da familia. Segundo os autores 36,42% dos
compostos relatados sdo de flavonoides, seguido de acidos fendlicos com 13,58% e derivados
de esteroides com 11,73%. Os géneros mais estudados nesse periodo foram Cocos e Phoenix.

Dentro do género Attalea poucas espécies apresentam estudo fitoquimico, entre as
principais estdo A. geraensis, A. speciosa e A. phalerata. Silva, B. et al. (2023) relataram
flavonoides, esteroides e cumarinas como compostos predominantes no extrato etanodlico das
folhas de A. geraensis, além de triterpenos, taninos e saponinas.

Foram listados para o extrato etanolico das folhas de A. speciosa, flavonoides,
esteroides, triterpenoides e saponinas (Oliveira et al., 2016). Para o extrato aquoso das folhas
de A. phalerata constatou-se majoritariamente a presenca de esteroides, compostos fendlicos e
saponinas, seguidos por taninos, flavonoides e cumarinas (Oliveira et al., 2023).

Dessa forma observa-se que os resultados obtidos na triagem dos metabolitos sdo
coerentes com as classes de compostos encontradas na familia Arecaceae e em outras espécies

de plantas do género Attalea.

4.4 Anotacao de compostos
As fragcdes metanolicas e hexénicas dos extratos das folhas de Inaja colhidas nos

periodos de seca (setembro) e chuvoso (fevereiro), foram analisadas por UHPLC-
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UHR _ESIQqTOF. Além das fragdes, os solventes utilizados para o fracionamento e
solubilizacdo das amostras antes da separacdo cromatografica também foram analisados. Os
espectros gerados pela técnica foram submetidos ao software MZmine para o pré-
processamento dos dados como alinhamento de picos, diminui¢cdo de ruidos dos espectros e
remogao de picos resultantes do solvente nas amostras.

As Figuras 8 e 9 apresentam os cromatogramas de ions totais (TIC) das fracdes
analisadas. As fragdes hexanicas dos extratos resultantes das coletas no periodo de estiagem
(AMH1) e chuvoso (AMH2) sdo comparadas na Figura 8. Os picos na cor verde foram
gerados pela amostra AMHI1, enquanto os picos na cor vermelha foram gerados pela amostra
AMH?2. De forma geral ¢é possivel observar uma grande similaridade entre os picos do
cromatograma mesmo com a diferenga sazonal entre as amostras, as maiores variagdes

observadas sdo relativas a intensidade.

Figura 8 - Cromatograma de ions totais das amostras AMH1 ¢ AMH2
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AMHI1 e AMH?2: fra¢des hexanicas das coletas de setembro (seca) e fevereiro (chuvoso) respectivamente

A Figura 9 compara os TICs das fracdes metandlicas dos extratos, sendo os picos na
cor rosa resultantes da amostra do periodo de seca (AMMI1), e os picos na cor azul resultantes
das coletas no periodo chuvoso (AMM2). As fragdes metandlicas geraram uma maior
quantidade de sinais quando comparadas as fragcdes hexanicas, demonstrando que uma boa

variedade de metabolitos das folhas de A. maripa apresentam caracteristicas mais polares.
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Assim como nas fragdes hexanicas, as fracdes metanodlicas apresentaram picos bem

semelhantes, diferenciando na maior parte das vezes apenas em intensidade.

Figura 9 - Cromatograma de ions totais das amostras AMM1 e AMM?2
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AMMI1 e AMM2: fragdes metanolicas das coletas de setembro (seca) e fevereiro (chuvoso) respectivamente

O fluxo de trabalho Feature based molecular networking da plataforma GNPS2 foi
usado para gerar as redes moleculares. As amostras geraram 1829 nodos, desse total 150
foram anotados por correspondéncia espectral com a biblioteca do GNPS. As anotacdes foram
analisadas por meio de pesquisas em bancos de dados de estruturas e na literatura. As
moléculas que ndo puderam ser localizadas ou que ndo representavam metabolitos vegetais
foram descartadas, assim como anotac¢des duplicadas, restando o total de 82 nodos anotados.
A Figura 10 traz as redes moleculares formadas, destacando as que tiverem maior quantidade
de compostos anotados, as redes destacadas sdo exploradas individualmente nos subtopicos

subsequentes.
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Figura 10 - Redes moleculares formadas com os dados de UHPLC-UHR ESIQqTOF. os nodos anotados sdo

coloridos conforme a amostra da qual se originam
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AMHI1: fracdo hexanica/estagdio seca; AMH2: fragdo hexanica/estacio chuvosa; AMMI: fragdo

metandlica/estagdo seca; AMM2: fragdo metandlica/esta¢do chuvosa.

Os metabdlitos que foram anotados pela biblioteca do GNPS2 sado representados pelos
nodos coloridos presentes nas redes. A cor verde escura ¢ usada nos nodos para indicar
compostos presentes na fragdo hexanica das folhas colhidas em época de seca (fragio AMHI),
enquanto o verde claro representa moléculas presentes na fracdo AMH2, extrato hexanico de
folhas colhidas em época chuvosa. As cores amarelo e laranja sdo referentes a amostras do

extrato metanolico, onde a cor laranja representa o extrato da época de seca (AMM]1) e a cor

amarela o extrato da época chuvosa (AMM?2).
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A maior parte dos nodos anotados apresentam mais de uma coloragdo, formados por
graficos de pizza. Isso indica que o metabdlito em questao foi encontrado em mais de um
extrato. O grafico de pizza indica ainda, qualitativamente, a abundancia relativa do metabolito
em cada uma das fragdes, pois esta relacionado a intensidade dos picos nos espectros de

massa.

4.4.1 Rede Mn01

A rede Mn01 ¢ formada por glicosideos encontrados nas fracdes polares dos extratos
da planta. A Tabela 4 traz as os nomes IUPAC e as informagdes complementares das
anotacoes. Nota-se na Figura 11 que ndo houve diferenca significativa entre os metabolitos no
periodo seco ou chuvoso. Apenas o composto (2R,35,4S,5R,65)-2-[[(2S,3R,4R)-3,4-di-
hidroxi-4-(hidroximetil)oxolan-2-ilJoximetil ]-6-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenoxi)oxano-3,4,5-

triol (nodo 505) apresentou uma abundancia um pouco maior no periodo chuvoso.

Figura 11 - Rede Mn0Ol1 e glicosideos anotados das amostras AMMI1 e AMM?2
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AMHI1: fracdo hexanica/estagdo seca; AMH2: fragdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fragdo

metandlica/estagdo seca; AMM?2: fragdo metandlica/estagdo chuvosa
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Tabela 4 - Glicosideos anotados na rede Mn01 das amostras AMM1 e AMM?2

Nodo Composto anotado Massa Aduto Cosseno Classe Amostra

(2R,35,4S,5R,65)-2-
[[(2S,3R,4R)-3,4-
Diidroxi-4- AMMI1
766 | (hidroximetil)oxolan-2- | 496,2027 | [M+NH4]" 0,93 glicosideos
ilJoximetil]-6-(3,4,5- AMM?2
trimetoxifenoxi)oxano-
3,4,5-triol

2-(3,4-Dimetoxifenoxi)-
] o ) . AMMI1

6-1(3,4,S-triidroxioxan- | 4 5¢ 1919 | (MANHL | 090 | glicosideos

2-il)oximetil Joxano- AMM?2

3,4,5-triol

687

(2R,35,4S,5R,6S)-2-
[[(2S,3R,4R)-3,4-di-
hidroxi-4-

(hidroximetil)oxolan-2- . ., AMMI
il]oximetil]-6-(4- 482,1873 | [M+NH4] 0,88 | glicosideos AMMD
hidroxi-3,5-

dimetoxifenoxi)oxano-

3,4,5-triol

505

2-(4-Hidroxi-3-
metoxifenoxi)-6-[(3,4,5- AMMI1
466 | triiddroxioxan-2- 452,1765 | [M+NH4]" 0,71 glicosideos
il)oximetilJoxano-3,4,5-
triol

AMM2

AMMI: fragdo metanolica/ estagdo seca; AMM2: fragdo metandlica/estagdo chuvosa

Os glicosideos sdo metabolitos secundarios compostos por uma aglicona e moléculas
de agucar. Eles podem estimular o crescimento vegetal, a resisténcia ao estresse ¢ a defesa
contra patdogenos. Esses metabdlitos sdo frequentemente armazenados na planta como
compostos inativos, e sdo ativados quando necessario por hidrélise enzimatica (Kowsalya et
al., 2025).

O processo de glicosilagdo pode tornar metabodlitos apolares mais hidrossoluveis,
melhorando sua biodistribui¢ao, metabolismo e auxiliando no transporte pelas membranas
celulares. Além disso, a adicdo glicosidica pode neutralizar a toxicidade de moléculas, que
posteriormente podem ser reativadas e usadas na defesa contra patdégenos (Kytidou et al.,

2020).
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Os glicosideos podem ser classificados de acordo com a natureza do agucar
encontrado na molécula, com base nas classes ou subclasses estruturais das agliconas, e ainda
pelo tipo de ligagdo que relaciona a porg¢ao glicona (agucar) com a aglicona. Desta ultima
resultam as classes O-glicosideos, C-glicosideos, S-glicosideos e N-glicosideos (Kowsalya et
al., 2025).

Todos os glicosideos encontrados na rede MnO1 podem ser classificados como O-
glicosideos, pois a molécula de agticar ¢ ligada ao atomo de oxigé€nio das por¢des agliconas.
Os compostos anotados na rede, originaram exclusivamente das fracdes polares do extrato da

planta.

4.4.2 Rede Mn02

A rede Mn02 ¢ formada majoritariamente por metabolitos das fracdes metandlicas,
AMMI1 e AMM?2 e com exce¢do do nodo 1107, todos os compostos anotados sdo da classe
dos flavondides. Os flavonoides representam uma ampla e diversa classe de metabolitos
secundarios, com muitas aplicacdes nas areas de alimentag¢do e medicina, principalmente pela
sua acdo antioxidante, além de propriedades anti-inflamatéria, anticancerigena,
cardioprotetora e antimicrobiana (Dias; Pinto; Silva, 2021). A Figura 12 apresenta a rede
ampliada e as estruturas moleculares referentes a cada nodo anotado. As informacdes
complementares das anotacdes da rede podem ser conferidas na Tabela 5.

Quatro dos nodos presentes na rede Mn(02 sdo antocianinas, sdo eles o nodo 1001
anotado como Cianidina-3-0O-glucosideo, nodo 1176 como Peonidina-3-O-galactosideo e o
nodo 1164 anotado como Malvidina-3-O-galactosideo. Esse resultado contrapde o teste de
prospeccao fitoquimica que apresentou resultado negativo para a presenca de antocianinas. O
provavel motivo € que esses compostos estejam presentes em baixas concentragdes nos
extratos, sendo identificados apenas na espectrometria de massas, que ¢ uma técnica sensivel
mesmo para pequenas quantidades. Outro fator importante é que os metabdlitos podem ter
sido degradados durante o ensaio, ja que sdo instaveis (Guo et al., 2022).

Antocianinas sdo corantes naturais formados a partir de antocianidinas e agucar.
Antocianidinas sdo compostos muito instaveis, por isso sua forma glicosidica (antocianinas) ¢
mais facilmente encontrada na natureza. A adicdo de uma molécula de agucar aumenta a
estabilidade das antocianidinas, pois traz um maior impedimento estérico para a molécula e

promove interacdes de van de Waals (Liang ef al., 2021).
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Figura 12 - Rede Mn02 composta principalmente por flavonoides das amostras AMM1 ¢ AMM2
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AMHI1: fracdo hexanica/estagdo seca; AMH2: fragdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fragdo
metandlica/estagdo seca; AMM?2: fragdo metandlica/estagdao chuvosa.
Tabela 5 - Nodos anotados na rede Mn02 das amostras AMM1, AMM?2 e AMH2
Nodo | Composto anotado Massa Aduto | Cosseno Classe Amostra
.. AMMI
1164 | Malvidina-3-0- 4931347 | Cation | 097 | antocianina AMM2
galactosideo AM2
Peonidina-3-O- . . AMMI1
1176 galactosideo 463,1239 Cation 0,94 antocianina AMM?
Cianidina-3-0O- . . AMMI1
1001 alucosideo 449,1079 Cation 0,90 antoclanina AMM?
1060 | Iridina 5231450 | [M+H]*| 084 | isoflavona 1‘%%
6-hidroxi-3-[3-
876 hidroxi-4-[3,4,5-tri- 655,1868 | [M+H]" 0,90 isoflavona ﬁﬁﬁé
hidroxi-6-[[3,4,5-tri-
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hidroxi-6-
(hidroximetil)oxan-2-
ilJoximetilJoxan-2-
il]oxifenil]-5,7-
dimetoxicromen-4-
ona

5-[6-[[3,4-Diidroxi-4-
(hidroximetil)oxolan-
2-il]Joximetil]-3,4,5-

1107 | triidroxioxan-2-ilJoxi- | 595,1658 | [M+H]*| 0.83 | cumarina ﬁﬁﬁé

4-(3,4-diidroxifenil)-

7-metoxicromen-2-

ona

. . ) AMMI1

1465 | Salcolina A 527,1551 | [M+H] 0,83 flavolignana AMM?2

5,7-di-hidroxi-2-[4-

[ 1-hidroxi-1-(4-

hidroxi-3-

metoxifenil)-3-[3,4,5-

tri-hidroxi-6- N . AMMI1
1232 (hidroximetil)oxan-2- 689,2072 | [M+H] 0,82 flavolignana AMM?2

ilJoxipropan-2-il]oxi-
3,5-
dimetoxifenil]cromen-
4-ona

AMH?2: fragdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fragdo metandlica/estagdo seca; AMM?2: fragdo metandlica

/estacdo chuvosa

Nas plantas as antocianinas podem ser encontradas em véarios Orgdos, mas
principalmente em flores e frutos. Elas ajudam na dispersdo de sementes, atracdo de
polinizadores, prote¢do contra raios UV e temperaturas extremas (Liang et al., 2021;
Sadowska-Bartosz; Bartosz, 2024). Na alimentagao humana as antocianinas estdo associadas
a um alto potencial antioxidante e estudos sugerem que elas possam atuar na prevencao de
doengas cardiovasculares e alguns tipos de cancer (Pascual-Teresa; Sanchez-Ballesta, 2008).

Segundo Chagas et al. (2022), a maioria dos flavonoides sdo encontrados nas plantas
na sua forma glicosilada, que costumam ser mais estdveis que suas versdes agliconas. As
ligagdes podem ocorrer por C-C (C-glicosideos) ou podem acontecer pelo oxigénio das
hidroxilas (O-glicosideos). Os flavonoides glicosilados da rede Mn02 sdo todos O-

glicosideos.
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Os C- e O-glicosideos podem ser diferenciados pela técnica de LC-MS/MS pois

produzem padroes de fragmentacdo diferentes. As ligagdes C-O dos O-glicosideos sdo

geralmente as mais faceis de serem clivadas causando a perda de toda a molécula de acucar,

essa fragmentacdo costuma gerar picos caracteristicos nos espectros de -162 Da para hexoses

e -132 Da para pentoses (Zhang et al., 2022).

A Figura 13 mostra os principais picos observados nos espectros das antocianinas

anotadas, evidenciando a perda da molécula de agucar que gera o sinal da aglicona.

Figura 13 - Picos de fragmentagdo das antocianinas encontrados nos espectros

i 162 HO O
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R1=0CH,R2=H Cianidina-3-O-glucosideo - mz 287

Cmmclma-3 O-glucosideo - m/z 449
R1=0H;R2=H

Fonte: Autor, 2026

Além das antocianinas outros flavonoides O-glicosilados podem ser encontrados na

rede Mn02, como as isoflavonas 6-hidroxi-3-[3-hidroxi-4-[3,4,5-tri-hidroxi-6-[[3,4,5-tri-

hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoximetil]Joxan-2-il]oxifenil]-5,7-dimetoxicromen-4-ona

(nodo 876), e a Iridina (nodo 1060), com potencial efeito anticancerigeno (Won et al., 2025).

A Figura 14 apresenta as fragmentagdes propostas para os picos observados nos espectros

dessas isoflavonas O-glicosiladas.
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Figura 14 - Fragmentagdes propostas para os picos observados nos espectros das isoflavonas da rede Mn02

1060 OH
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876: nodo anotado como 6-hidroxi-3-[3-hidroxi-4-[3,4,5-tri-hidroxi-6-[[3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-

ilJoximetilJoxan-2-il]oxifenil]-5,7-dimetoxicromen-4-ona. 1060: nodo anotado como iridina

4.4.3 Rede Mn03 e Mn04

Além da rede Mn02 outras redes apresentaram flavonoides anotados, entre elas as
redes Mn03 (Figura 15; Tabela 6) e Mn04 (Figura 16; Tabela 7) que sdo formadas
exclusivamente por esses compostos fenodlicos. Os metabolitos anotados pertencem a
subclasse das flavonas e isoflavonas C-glicosiladas, e apesar da maioria serem oriundos dos
extratos polares AMM1 e AMM?2, uma parcela também foi encontrada nas amostras apolares

AMHI e AMH2.



Figura 15 - Rede Mn03 formada por flavonas e isoflavona
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AMHI1: fracdo hexanica/estagdo seca; AMH2: fragdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fragdo
metandlica/estagdo seca; AMM?2: fragdo metandlica/estagdo chuvosa
Tabela 6 - Anotagdes da rede Mn03 predominantemente das amostras AMM1 e AMM?2
Nodo | Composto anotado Massa Aduto | Cosseno Classe Amostra
847 | Corimbosideo 565,1558 | [M+H]" 0,92 flavona Todas
5,7-di-hidroxi-3-(4-
hidroxifenil)-6,8- AMMI
781 | bis[3,4,5-tri-hidroxi-6- | 595,1660 | [M+H]" 0,86 isoflavona
. . . AMM?2
(hidroximetil)oxan-2-
ilJcromen-4-ona
. . AMMI
+
976 | Violantina 579,1714 | [M+H] 0,72 flavona AMM?2

AMHI1: fragdo hexanica/estagdo seca; AMH2: fracdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fracdo metanolica/

estagdo seca; AMM2: fragdo metanolica/estagdo chuvosa
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Figura 16 - Rede Mn04 composta por flavonas
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AMHI1: fracdo hexanica/estagdo seca; AMH2: fragdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fragdo

metandlica/esta¢do seca; AMM?2: fragdo metanolica/estagdo chuvosa

Tabela 7 - Flavonas anotadas na rede Mn04 das amostras AMH1, AMH2, AMM1 ¢ AMM?2

Nodo | Composto anotado Massa Aduto | Cosseno Classe Amostra
955 | Isovitexina 433,1129 | [M+H]" 0,91 flavonas Todas
850 | Orientina 449,1084 | [M+H]" 0,90 flavonas Todas

AMHI1: fragdo hexanica/estacdo seca; AMH2: fracdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fracdo metanolica/

estagdo seca; AMM2: fragcdo metanolica/estagdo chuvosa

Flavonoides glicosilados sdo estruturas consideradas mais polares, sendo mais
facilmente extraidos por solventes de mesma natureza. A pequena aliquota observada nas
fragdes apolares dos extratos pode ter sido causada pelo arrastamento destes compostos
durante a particdo liquido-liquido das fragdes. A baixa concentracdo refletiu no ensaio
anterior de triagem de metabolitos, onde ndo foi possivel observar a mudanga de coloracao,
caracteristica do resultado positivo na fragao hexanica do extrato.

As flavonas sdo uma das mais diversificadas subclasses dos flavonoides, elas sdo
essenciais na prote¢do das plantas contra a radiacdo ultravioleta e possuem atividade
antioxidante. As flavonas mais abundantes e comumente relatadas em estudos sdo a apigenina

e a luteolina, principalmente por seus efeitos anti-inflamatorios e anticancerigenos, contra
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tumores de mama, pulmao, figado, colo do tutero, colorretal e pele (Chagas et al., 2022; Jeong
et al.,2022).

Os metabolitos corimbosideo e isovitexina sdo flavonas C-glicosiladas derivadas da
apigenina, enquanto a orientina ¢ uma flavona derivada da luteolina. El-Ghonemy et al.
(2019), encontraram os metabdlitos orientina (rede Mn04) e violantina (rede Mn03) no extrato
etandlico aquoso das folhas da palmeira Dypsis lutencens, conhecida como Areca-bambu. O
estudo também demonstrou in vivo os efeitos hepatoprotetor, anti-inflamatdrio e antioxidante
do extrato.

A orientina também foi isolada no extrato metanolico das folhas da palmeira
Nannorrhops ritchieana, da mesma forma que a flavolignana salcolina A (rede Mn02). Os
extratos da palmeira, popularmente conhecida como palmeira mazari, também apresentaram
atividade antioxidante e atividade citotoxica promissora contra células cancerigenas (Essa et
al., 2018).

Em um estudo de flavonoides foliares, Williams, Harborne e Glassman (1985)
reuniram 33 espécies dos géneros Attalea, Scheelea e Orbignya, que hoje sdo reunidos em um
unico género, Attalea. Os autores encontraram C-glicosideos de flavonas em 78% das
amostras e indicaram que estudos anteriores ja atribuiam os compostos como caracteristicos
da familia Palmae (atualmente Arecaceae).

A ligacao glicosidica C-C nos flavonoides C-glicosilados sdo estaveis e mais dificeis
de serem clivadas que nos O-glicosideos. Dessa forma, a maior parte das fragmentagdes
observadas nos espectros deriva de clivagens na molécula de actcar (Zhang et al., 2022). Du
et al. (2024) analisaram o padrao de fragmentag¢do de diferentes C-glicosideos fendlicos, as
principais vias de fragmentacdo observadas no estudo foram a perda de dgua seguida pela
clivagem retro-Diels-Alder (RDA) na por¢cdo do agucar, e a clivagem na posicao alfa do
atomo de O no agucar, resultando na perda de 150 Da.

Outras fragmentacdes sugeridas no estudo para a por¢ao do agticar dos C- glicosidios
foi a perda de duas e trés moléculas de agua gerando fragmentos com - 36 e - 54 Da
respectivamente; a clivagem das ligagdes C2—C3 e C3—C4 na porcdo do aglicar seguida da
perda de duas moléculas de H-O, formando um fragmento de - 66 Da; a clivagem das ligagdes
O—Cl1 e C3—C4, perdendo 90 Da; e de O—C1 e C4-C5, que somada a perda de duas moléculas
de H:O forma um ion fragmento de - 96 Da. Os pesquisadores também observaram que
alguns flavonoides C-glicosilados podem perder o anel B da aglicona seguido da perda de

H20 (Du et al., 2024).
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A Figura 17 traz o espectro da flavona C-glicosilada corimbosideo anotada na rede
MnO03, e as Figuras 18 e 19 as rotas de fragmentagio propostas para o composto. E possivel
observar que os picos correspondentes a perda completa das duas por¢des de agticar em m/z
403 (-162 Da) e m/z 433 (-132 Da) apresentam baixa intensidade. O pico de maior intensidade
no espectro em m/z 565 ¢ referente ao composto inteiro ionizado, demonstrando a estabilidade
da molécula. Em seguida o ion fragmento gerado pela perda de uma molécula de H>O em m/z
547 e o ion gerado pela clivagem do carbono alfa da por¢do do agucar ligado ao C6 da

aglicona, com perda de duas moléculas de H2O em m/z 427.

Figura 17 - Espectro da flavona C-glicosilada corimbosideo anotada na rede Mn03
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Figura 18 - Fragmenta¢des propostas para os picos observados no espectro da flavona C-glicosilada

corimbosideo (rede Mn03)

CH OH O mrz421

Fonte: Adaptado de Du et al., 2024
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Figura 19 - Fragmentagdes propostas para os picos observados no espectro da flavona C-glicosilada

corimbosideo (rede Mn03)
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Fonte: Adaptado de Du et al., 2024

O espectro da flavona C-glicosilada isovitexina (Figura 20A) também apresentou alta
intensidade da molécula ionizada sem fragmentagdes, mas o pico base do espectro em m/z 313
foi relativo ao ion gerado pela perda de H>O na fra¢ao do agucar e fragmentagdo retro-Diels-

Alder. O mesmo pdde ser observado no espectro da orientina (Figura 20B), onde a perda de
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H>O seguida da fragmentagdo RDA gerou o pico base em m/z 329. A clivagem alfa da porcao
do acucar também gerou um pico de alta intensidade nos dois espectros, em m/z 283 para a
isovitexina e m/z 299 para a orientina. A perda completa do agticar gerou um pico em m/z 271
com 5,9 % de intensidade no espectro da isovitexina e em m/z 287 com 6,8 % de intensidade
no espectro da orientina. As rotas de fragmentagdo propostas para ambos os compostos sao

apresentadas nas Figuras 21 e 22.

Figura 20 - Espectros das flavonas C-glicosiladas isovitexina e orientina anotadas na rede Mn04
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Figura 21 - Fragmentagdes propostas para os picos observados no espectro da flavona C-glicosilada isovitexina

(redeMn04)
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Figura 22 - Fragmentagdes propostas para os principais picos observados no espectro da flavona C-glicosilada

orientina (redeMn04)
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4.4.4 Rede Mn05

A rede Mn05 (Figura 16) foi a que apresentou a maior variacdo dos metabolitos em
relacdo aos periodos de seca e chuvoso. Ela é composta pelos carotenoides B-caroteno e o-
caroteno (Tabela 8) encontrados predominantemente na amostra AMHI, obtida da fragdo
apolar das folhas na época de seca.

Os carotenoides podem ter sido produzidos pela planta como forma de atenuar o
estresse hidrico e o aumento da luminosidade causados pelos periodos de estiagem. Outros
estudos também ja relataram esse efeito, Patane ef al. (2021) encontram niveis maiores de -
caroteno em duas variagdes de tomate sob estresse hidrico, quando comparados a tomates
com irrigagdo plena. Rojas et al. (2012) avaliou o nivel de carotenoides em plantas da espécie
Gmelina arborea durante trés estagdes climaticas na Coldmbia, mostrando que niveis maiores

de carotenoides estavam relacionados as épocas mais secas.

Figura 23 - Carotenoides anotados na rede Mn05 encontrados principalmente na amostra AMH1
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AMHI1: fracdo hexanica/estagdo seca; AMH2: fragdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fragdo

metandlica/estagdo seca; AMM?2: fragdo metandlica/estagdo chuvosa

Tabela 8 - Carotenoides da rede Mn05

Nodo | Composto anotado Massa | Aduto | Cosseno Classe Amostra

4980 | Beta-caroteno 536,4392 | [M+H]" 0,83 carotenoides = AMHI
AMHI1

4747 | Alfa-caroteno 536,4372 | [M+H]" 0,80 carotenoides  AMMI
AMM?2
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AMHI1: fragdo hexanica/estagdo seca; AMMI: fracdo metanolica/estagdo seca; AMM2: fragdo metanolica/
estagdo chuvosa

Os carotenoides sdo terpenoides essenciais para a fotossintese, encontrados em todas
as plantas, em algumas algas e microrganismos. Eles desempenham um papel biolégico
importante nos organismos como a estabilizagdo de membranas lipidicas, participacdo na
montagem de lipoproteinas e protegem o sistema contra danos por espécies reativas de
oxigénio (ROS). Na industria esses compostos sdo usados como corantes alimentares e
suplementos nutricionais em produtos farmacéuticos e cosméticos (Simkin, 2021). Na satde
humana os carotenoides sdo associados a reducdo de doengas cardiovasculares, diabetes,
degeneracao macular, cancer e doencas hepaticas cronicas (Anunciacao ef al., 2019).

Por conta das suas longas cadeias carbonicas, os carotenoides sdo predominantemente
lipofilicos, essa caracteristica ¢ refletida na rede Mn05, onde as anotacdes foram em maior
parte originarias da fragdo hexanica. Os metabolitos anotados, B-caroteno e a-caroteno, sao
precursores da vitamina A e essenciais na alimentacdo humana. O B-caroteno ja foi descrito

por Anunciagao et al. (2019) como constituinte da polpa dos frutos de A. maripa.

4.4.5 Rede Mn06

As formas glicosiladas dos apocarotenoides encontrados na rede Mn06 (Figura 24) sdo
compostos polares, por isso foram anotados sobretudo nos extratos metanolicos da planta. O
metabolito roseosideo anotado para o nodo 834 (Tabela 9) também esta presente em outras

espécies de plantas da familia Arecaceae.
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Figura 24 - Rede Mn06 e as estruturas dos apocarotenoides anotados principalmente nas amostras AMMI1 e

AMM?2

HO OH

0
o]
OH
OH
(0] (6]
OH HO
(e} o]
HO OH
OH
(c)917
OH
(a) 834 o
¢ 918
/0
o
r
Legenda
(o]
WO N\ 1. OH @@ AMH1
io\ o.__° AMH2
/

o

@ AMM1
(b) 838 HO OH

(o] AMM2
OH

(d) 1184

O
W A

AMHI1: fracdo hexanica/estagdo seca; AMH2: fragdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fragdo

metandlica/estagdo seca; AMM?2: fragdo metandlica/estagdo chuvosa

Tabela 9 - Apocarotenoides anotados na rede Mn06

Nodo | Composto anotado Massa | Aduto | Cosseno Classe Amostra
834 | Roseosideo 387,2017 | [M+H]" 0,82 Apocarotenoide = Todas
) ] AMMI
838 | Icarisideo B5 389,2163 | [M+H]* 0,84 Apocarotenoide
AMM?2
4-(4-hidroxi-2,6,6-
trimetil-3-
917 | 3,4,5-tri-hidroxi-6- 389,2169 | [M+H]" 0,86 Apocarotenoide
(hidroximetil)oxan-2- AMM?2

il)oxi)cicloex-1-en-1-
il)butan-2-ona

3,5,5-Trimetil-4-[3-
(beta-D- AMMI1

. .
glucopiranosiloxi)butil]- 3732221 | [M+H] 0.90 | Apocarotenoide AMM?2

2-cicloexeno-1-ona

1184

AMHI1: fragdo hexanica/estacdo seca; AMH2: fracdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fracdo metanolica/

estagdo seca; AMM2: fragdo metanolica/estagdo chuvosa
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Os apocarotenoides derivam dos carotenoides que sofrem clivagem oxidativa por
exposicao a ROS ou pela agdo de enzimas especificas. Os apocarotenoides podem atuar nas
plantas como corantes, aromatizantes, saborizantes, sinalizadores, estimulantes ou inibidores
de crescimento, além de poderem atuar na defesa contra patogenos (Simkin, 2021).

Mohamed et al. (2025), isolaram o composto roseosideo (rede Mn06) da palmeira rara
Latania verschaffeltii. No estudo, o metabdlito mostrou atividade antiproliferativa contra as
linhagens de células HepG2 (cancer de figado) e Uo-31 (cancer de rim). O mecanismo de
acao sugerido pelos pesquisadores foi a modulacdo do estresse oxidativo e a inducdo de
apoptose.

O roseosideo também foi relatado no extrato da polpa de agai (Euterpe oleraceae)
comercializado na Amazonia. Além dele também foram anotados as antocianinas malvidina-
3-O-galactosideo e peonidina-3-O-galactosideo (rede Mn02), e as flavonas isoorientina
(apigenina-6-C-glicosideo) e vitexina (apigenina-8-C-glucosideo), isomeros dos compostos da
rede Mn04 orientina e isovitexina, respectivamente. O estudo mostrou que os frutos da
palmeira, mesmo apo6s processados, podem conservar suas atividades antioxidantes,

hepatoprotetoras e cardioprotetoras (Luz et al., 2025).

4.4.6 Rede Mn07

A rede Mn07 ¢ composta por monoacilglicerideos anotados em todas as fragdes dos
extratos, porém com predominancia nas fragdes polares AMM1 e AMM2. A Figura 25 traz as
estruturas moleculares dos compostos anotados e na Tabela 10 ¢ possivel encontrar os

detalhes das anotagoes.
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Figura 25 - Rede Mn07 ¢ estruturas dos monoacilglicerdis encontrados nas amostras AMH1, AMH2, AMMI e
AMM?2
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AMHI1: fragdo hexanica/estacdo seca; AMH2: fracdo hexanica/estagdo chuvosa; AMMI: fragdo metandlica/

estagdo seca; AMM2: fragdo metandlica/estagdo chuvosa.

Tabela 10 - Monoacilglicerdis anotados na rede Mn07 das amostras AMH1, AMMI1, AMH2 e AMM2

Nodo Composto Massa Aduto | Cosseno Classe Amostra
anotado
4041 | Monooleina 357,3004 | [M+H]" 0,81 Monoacilgliceréis = Todas

3059 | Monolinolenina 353,2687 | [M+H]" 0,82 Monoacilgliceréis . Todas

3170 | Monoelaidina 357,3001 | [M+H]* 0,76 Monoacilglicer6is | Todas

3468 | 1-Monolinoleina 355,2844 | [M+H]" 0,79 Monoacilglicer6is | Todas

AMHI1: fragdo hexanica/estagdo seca; AMH2: fracdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fracdo metanolica/

estagdo seca; AMM2: fragdo metandlica/estagdo chuvosa

Os monoacilglicerois (MAG) fazem parte do metabolismo primario de plantas e
animais e sdo formados pela esterificagdo de um acido graxo com um glicerol. Os MAGs sao
considerados intermediarios da sintese de lipidios e podem atuar como mensageiros dentro
das células (Turchini et al., 2022). Esses metabolitos tém potencial antioxidante e
antibacteriano, ¢ sdo amplamente utilizados na inddstria em cosméticos, produtos
farmacéuticos e alimenticios, principalmente como emulsificantes naturais (Nitbani et al.,

2020).
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Refai et al. (2024), encontraram o composto monoelaidina (nodo 3170) no extrato das
folhas de Ziziphus spina-christi, conhecida como jujuba de espinhos de cristo. No estudo, os
autores concluiram que o metabdlito, anotado por FT-IR, ¢ provavelmente o responsavel pela
atividade antiviruléncia contra cepas S. aureus, apresentada por fragdes do extrato.

A monoelaidina apresenta  propriedades antioxidantes, anti-hipertensivas,
antimicrobianas e anticancerigenas. O composto também foi anotado por Rehman et al
(2024), no extrato do caule de Rhamnus pentapomica. Fragdes do extrato da planta
apresentaram potencial antioxidante e anti-glioblastoma.

Em um estudo metabolomico da palmeira Astrocaryum sciophilum e seus fungos
endofiticos foliares, Pellissier e colaboradores (2023) anotaram a monolinolenina (nodo 3059)
como um metabolito em comum entre fracdes da planta e algumas cepas de endofitos. O
composto também foi encontrado no 6leo de andiroba (Carapa guianensis) in natura, junto
com a monooleina (nodo 4041), o dleo apresentou efeito cicatrizante contra mucosite oral em
hamsters (Wanzeler et al., 2018). A monooléina e a monolinoleina (nodo 3468) também
foram encontradas no o6leo extraido da polpa de macauba, fruto da palmeira Acrocomia

aculeata (Del Rio et al., 2016).

4.4.7 Rede Mn08

A rede Mn08 ¢ composta por lisofosfatidilcolinas, moléculas lipidicas derivadas da
fosfatidilcolina, que ¢ o maior constituinte das membranas celulares de plantas e animais.
Lisofosfolipideos podem se acumular em resposta ao estresse como em ferimentos, infec¢des
e congelamento, eles atuam como mediadores de sinalizagdo em fluidos e tecidos (Hou; Ufer;
Bartels, 2016). A Figura 26 traz as estruturas quimicas dos compostos e a Tabela 11 mostra as

anotacoes e os detalhes relacionados as anotagoes.
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Figura 26 - Rede Mn08 ¢ estruturas dos fosfolipidios anotados nas amostras AMH1, AMM1, AMH2 e AMM?2
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AMHI1: fragdo hexanica/estacdo seca; AMH2: fracdo hexanica/estagdo chuvosa; AMMI: fragdo metandlica/

estagdo seca; AMM2: fragdo metandlica/estagdo chuvosa.

Tabela 11 - Fosfolipidos anotados na rede Mn08 estdo presentes em todas as amostras (AMH1, AMMI1, AMH2,
AMM?2)

Composto
Nodo Massa Aduto | Cosseno Classe Amostra
anotado

1-Oleoil-sn-

2813 | glicero-3- 522,3559 | [M+H]* 0,95 lisofosfatidilcolina | Todas
fosfocolina

2658 | Lisocitina 496,3401 | [M+H]" 0,92 lisofosfatidilcolina | Todas
2-Oleoil-sn-

2687 | glicero-3- 522,3558 | [M+H]" 0,90 lisofosfatidilcolina | Todas
fosfocolina

2-Palmitoil-sn-
2547 | glicero-3- 496,3399 | [M+H]* 0,90 lisofosfatidilcolina | Todas

fosfocolina

2431 | LPC(18:2) 520,3401 | [M+H]" | 0,89 | lisofosfatidilcolina | Todas
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1-Estearoil-sn-
3280 | glicero-3-

fosfocolina

524,3720

[M+H]* | 0,87

lisofosfatidilcolina

Todas

1-pentadecanoil-
2399 | sn-glicero-3-

fosfocolina

482,3247

[M+H]* | 0,84

lisofosfatidilcolina

Todas

2232 | LPC(18:3)

518,3250

[M+H]" | 0,82

lisofosfatidilcolina

Todas

AMHI1: fragdo hexanica/estagdo seca; AMH2: fracdo hexanica/estacdo chuvosa; AMMI: fracdo metanolica/

estagdo seca; AMM2: fragdo metanolica/estagdo chuvosa

4.4.8 Demais nodos anotados

Os nodos isolados anotados, ou presentes em redes que nao foram abordadas nas

discussdes anteriores, estdo listados na tabela 12. Os compostos que foram anotados em mais

de um nodo foram sintetizados no nodo de maior cosseno de similaridade com a biblioteca

espectral. As Figuras 27 a 30 trazem algumas estruturas dos metabolitos anotados.

Tabela 12 - Compostos anotados nos extratos de Attalea maripa.

Anotacao Massa Aduto Cos | Classe

Gelomulideo N 4152115 [M-H,O+H]" | 0,958 | Diterpenoide

Guanosina 284,0994 [M+H]* 0,956 | Nucleosideo

Sacarose 360,1503 [M+NH4]* 0,952 | Dissacarideo

Acido clorogénico 372,1288 | [M+NHJ' | 0,948 ée‘fiizzos cindmicos ¢
Monopalmitina 348,3114 [M+NH4]* 0,944 | Monoacilglicerois
Adenosina 268,1042 [M+H]" 0,943 | Nucleosideo

Acido y-linolénico 279,2319 [M+H]* 0,933 | Acido graxo insaturado
2'-desoxiadenosina 252,1094 [M+H]" 0,931 | Nucleosideo
Feoforbideo-a 593,2762 [M+H]* 0,909 | Derivados da clorofila
Hidrourushiol 3623092 | [M+ACN+H]* | 0,892 ﬁ‘;‘;ﬁ;‘?s com  cadeias
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Fitol 279,3038 [M-H,O+H]" | 0,887 | Diterpenoide

Acido  13S-hidroxi- ,

9Z,11E,15Z- 277,2162 [M-H,O+H]" | 0,887 | Acidos graxos oxigenado

octadecatrienoico

Panaxcerol B 532,348 [M+NH4]* 0,886 | Glicosilmonoacilglicero6is

Tricina 331,0812 [M+H]* 0,877 | Flavonas

Koabursideo 347,1337 [M+H]* 0,867 | Glicosideo

Acido 2-[[(E)-3-[2-(4-

hidroxi-3-metoxifenil)-

3-(hidroximetil)-7-

metoxi-2,3-di-hidro-1- 502,1709 [M+H]* 0,865 | Neolignana

benzofuran-5-il]prop-

2-enoil]amino]

pentanodioico

Ester etilico do acido

9Z,11E,13E- 307,2633 [M+H]* 0,860 | Monoésteres de cera

octadecatrienoico

Siringina 390,1762 [M+NH4]* 0,859 | Monoterpenoides

4-(4-hidroxi-2,6,6-

trimetil-1-cicloexen-1- N .

i)-2-butanil - D- 375,2373 [M+H] 0,852 | Megastigmanos

glucopiranosideo

Acido .. 4 262,1649 [M+NH4]" | 0,851 | Acidos dicarboxilicos

oxodecanodioico

[5-Hidroxi-2-(3-

hidroxibutil)-3,3- N .

dimetilcicloexilmetil 393,2484 [M+H] 0,834 | Megastigmanos

B-D-glucopiranosideo

Diantosideo 289,0921 [M+H]* 0,833 | Derivados de 4-pirona

Junipediol A 8-\ 300 1767 | IMANEL]* | 0.829 | Feniletanoides

glicosideo

9-Octadecenamida 282,2794 [M+H]* 0.800 | AAmida priméria de dcido
graxo

Episiringaresinol 419,1695 [M+H]" 0,796 | Lignanas furofurandides

Triptofano-N- 367,1501 [M+H]" | 0,796 | Glicosideos de Indol

glicosideo
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Acido 9,12,13-triidroxi N Octadecanoide
octadecadiendico STL2215 1 [M-HROFH]T 0,788 4o sitado
4-[2-[(1R,5R,8a8)-5-
(hidroximetil)-5,8a-
dimetil-2-metilideno-
3,4,4a,6,7,8- 319,2267 [M+H]* 0,777 | Diterpenoide labdanos
hexahidro-1H-
naftalen-1-il]etil]-2H-
uran-5-ona
Triptofano 205,0975 [M+H]" 0,776 | Aminoacidos
Monogalactosil N . . e
o 1 513,3063 [M+H] 0,773 | Glicoglicerolipidio
monoacilglicerol
2-Hidroxi-4-(2-
hidroxietil)fenil B- D-| 334,1498 [M+NH4]* 0,769 | Feniletanoides
glucopiranosideo
A<.:1d0’ cumarico 4-O- 344,1342 [MANH,]* 0,765 A01.dos cindmicos €
glicosideo derivados
Erucilamida 338,3418 [M+H]* 0,756 | Amidas primarias
2'-O-Metiladenosina 282,1199 [M+H]* 0,755 | Nucleosideo
I212-H1dr0x1-6- 4433884 [M+H]* 0,754 Triterpenoides hopano e
opanona moretano
Curcumenol 235,1694 IM+H]* | 0,733 | Sesquiterpenoides
eremofilano
Secoisolariciresinol 363,1800 [M+H]* 0,732 L.l gnanas -
dibenzilbutanicas
Acido Traumatico 229,1435 [M+H]* 0,732 | Acido dicarboxilico
Acido .. 13- 295,2269 [M+H]* 0,722 | Acido graxo insaturado
cetooctadecadienodico
Acido ent-17- Diterpenoide kaurano e
hidroxicaur-15-en-19- 319,2247 [M+H]* 0,722 P
. filocladano
oico
LPE(16:0) 454,2935 [M+H]* 0,719 | Glicerofosfoetanolaminas
Fitoesfingosina 318,3003 [M+H]* 0,718 | Esfingolipideo
Ent-kaurano 273,2586 [M+H]* 0,717 | Diterpenoide kaurano
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Pirofeoforbideo a 535,2708 [M+H]* 0,707 | Derivados da clorofila
Gaultherina 464,1767 [M+NH4]* 0,707 | Glicosideos
B-Criptoxantina 552,4331 M 0,706 | Xantofilas

Acido  pantoténico | ) | )e) [M+H]* | 0,703 | Dipeptideos

(vitamina B5)

A tricina (Figura 27) foi anotada sobretudo nas fragdes polares das coletas de setembro
e fevereiro, ela é uma flavona de ocorréncia comum em monocotileddnias, especialmente em
gramineas, em culturas de cereais ocorre majoritariamente nas folhas e caules. Além da forma
de aglicona livre, a tricina pode ser encontrada nos tecidos vegetais em vdarias formas
conjugadas, e vdarios estudos ja demonstraram o potencial antioxidante, anti-histaminico,
antiviral e antitumoral desta flavona para a saude humana (Zhou, Ibrahim, 2010). A tricina
também ¢ amplamente relatada em plantas da familia Arecaceae, como demonstra as
pesquisas de Afifi ef al. (2022), Kassem et al. (2012) e Oliveira et al. (2013).

Outros compostos fendlicos anotados nos extratos de A. maripa que ja foram relatados
em palmeiras foram o acido clorogénico e o acido p-cumarico, aglicona do 4cido cumarico 4-
O-glicosideo (Figura 27). O 4cido clorogénico foi anotado no extrato da polpa de Mauritia
flexuosa e Salacca zalacca, e no extrato da folha de Ravenea rivularis. Ja o 4cido p-cumarico
foi anotado no extrato do pericarpo de Serenoa repens, no extrato do fruto de Livistona
chinensis ¢ Mauritia flexuosa (Saadullah et al., 2024). Ambos os metabolitos também foram
anotados nos extratos do fruto de varias espécies de palmeiras do género Butia (Hoffmann et
al., 2018).

Tayler et al. (2019) anotaram nos extratos das folhas de Cocos nucifera além do acido
clorogénico, os metabolitos malvidina-3-O-galactosideo (rede Mn(02), peonidina-3-O-
galactosideo (rede Mn02), isovitexina (rede Mn04), feoforbideo A (Figura 28) e isoorientina,
um isdmero da flavona orientina presente na rede Mn04. Os pesquisadores demonstraram que
a decoccdo aquosa das folhas da palmeira apresenta atividade antiplasmodica contra o

protozoario Plasmodium falciparum causador da malaria.
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Figura 27 - Compostos fendlicos anotados nas fragdes polares e apolares dos extratos das folhas de

Inaja
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Figura 28 - Compostos nitrogenados anotados nas fragdes polares e apolares dos extratos das folhas de

Inaja
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Figura 29 - Terpendides anotados nas fracdes polares e apolares dos extratos das folhas de
Inaja
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Figura 30 - Lipideos anotados nas fragdes polares e apolares dos extratos das folhas de Inaja
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5. CONCLUSAO

Foram obtidas as fragdes metandlica (AMM1 e AMM?2) e hexanica (AMH1 e AMH2)
dos extratos de folhas de A. maripa colhidas em duas épocas do ano. As fragdes resultantes da
época de estiagem (AMHI1 e AMMI) foram avaliadas em ensaio antimicrobiano e nao
demonstraram propriedade antifingica na concentracdo testada. A fracdo AMHI1 apresentou
efeito antibacteriano na concentra¢do de 80 mg mL-! contra o patdgeno E. coli.

As redes moleculares revelaram ampla diversidade quimica (1829 noés, sendo 82
anotados), com predominancia de metabdlitos nas fragcdes polares. De modo geral, ndo foram
observadas variacdes expressivas associadas a sazonalidade, com exce¢ao dos carotenoides o-
caroteno e -caroteno anotados sobretudo na fragdo AMHI1, obtida a partir da coleta em época
de estiagem. Compostos como orientina e roseosideo, ja descritos em Arecaceae, reforcam a

consisténcia quimica dos achados.
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CAPITULO 3

PERFIL QUIMICO, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E POTENCIAL
ANTAGONISTA DE FUNGOS ENDOFITICOS DE ATTALEA MARIPA

1. INTRODUCAO

Fungos s3o ubiquos na natureza ¢ atuam em diversos papéis ecoldgicos. Como
endofitos, eles habitam a regido interna dos tecidos vegetais e estabelecem relagdes que
podem variar de parasitaria, mutualista ou comensais. Fungos endofiticos colonizam o interior
ou o espago entre as c€lulas, sem causar danos a planta por ao menos parte da sua vida. Eles
podem produzir metabodlitos com potenciais farmacéuticos, industriais ¢ biotecnologicos
(Bhunjun et al., 2024).

Ao longo dos anos, fungos endofiticos foram encontrados em plantas de todas as
partes do planeta, colonizando folhas, frutos, sementes, caules, flores e raizes. As espécies de
endofitos encontradas nas hospedeiras, ndo varia apenas em grande escala como o clima, o
local e a espécie da planta, mas também pode ser influenciada por fatores em microescala,
como a intensidade de luz, umidade, nutrientes e interacdes com outros organismos (Reis;
Lorenzi; Do Vale, 2022).

Apesar de alguns fungos endofiticos serem especificos quanto as suas hospedeiras, a
maior parte evolui para colonizar uma ampla gama de plantas. A transmissdo dos esporos ¢
feita principalmente pelo ar, apds serem carregados até a planta, penetram os tecidos por
aberturas naturais ou através das raizes. Algumas espécies de fungos também podem ser
transmitidas pelas sementes para geragoes futuras de plantas (Bhunjun ef al., 2024).

Os fungos se beneficiam dessa interagdo, pois encontram na endosfera um ambiente
menos competitivo, farto em nutrientes e que possibilita a propagacdo da espécie. A interacao
também traz beneficios para a planta, levando a produgado de fito-hormonios que promovem o
crescimento, ¢ a produg¢do de metabdlitos especializados que ajudam a regular o estresse
(Wagqar; Bhat; Khan, 2024).

Os endofitos dispdem de varios mecanismos que podem ajudar suas hospedeiras na
defesa contra patogenos, um deles ¢ induzir a resisténcia de forma indireta, aumentando por
exemplo, a atividade de substancias de defesa e de espécies reativas de oxigénio (ROS). Eles
podem também antagonizar diretamente os patdégenos, competindo pelo espaco e nutrientes,
micoparasitar ou produzir compostos antiflingicos, antivirais, antibacterianos, inseticidas e

nematicidas (Wagar; Bhat; Khan, 2024).


https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-023-00516-5
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-023-00516-5
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O potencial de biocontrole dos fungos endofiticos, tem despertado cada vez mais o
interesse de pesquisadores como alternativa a agroquimicos industriais. Conhecer os
mecanismos de interacdo entre as plantas e seus endofitos e a geragdo metabolica, pode ajudar
a desenvolver uma producdo agricola mais sustentavel, promovendo o melhoramento das
culturas, reduzindo os impactos ambientais e os riscos a saude humana (Omomowo et al,
2023; Adeleke et al., 2022).

Considerando que ndo ha estudos na literatura sobre os fungos endofiticos da palmeira
Attalea maripa, este trabalho objetivou o isolamento de fungos endofiticos filamentosos das
folhas desta espécie vegetal. Assim como avaliar o potencial antagdnico dos isolados fungicos,
o efeito antimicrobiano dos seus extratos e realizar a prospec¢do quimica dos metabolitos

secundarios.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial antagdnico das cepas de fungos endofiticos isolados das folhas de

Attalea maripa, analisar o perfil metabolico e o potencial antimicrobiano dos extratos.

2.2 Objetivos especificos

Isolar fungos endofiticos das folhas de Attalea maripa;

Avaliar o potencial antagdnico de 10 cepas selecionadas de fungos endofiticos frente
aos fitopatdgenos Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum gloeosporioides,

Obter os extratos de 10 cepas selecionadas;

Realizar prospeccao fitoquimica dos extratos;

Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Isolamento dos fungos endofiticos

As folhas de A. maripa foram coletadas no dia 16 de setembro de 2024 no Centro de
Pesquisas Cangucu (9°58°40.1”S 50°02°02.1”W) no municipio de Pium-TO. Para o
isolamento foram utilizadas apenas folhas saudéveis e todos os procedimentos ocorreram logo
apos a colheita. As folhas frescas foram higienizadas em agua corrente com detergente neutro,
depois imersas em solu¢des de NaClO 1% (1 min), alcool etilico 70% (2 min) e 2 Becker
diferentes de 4gua destilada estéril (Imin em cada Becker). Uma por¢do da 4gua estéril do
ultimo Becker foi usada para preparar o controle para garantir que as folhas foram
devidamente esterilizadas.

Parte das folhas foram seccionadas com auxilio de um bisturi e inseridas em placas de
Petri com o meio de cultura BDA e placas com o meio Czapek, ambos acrescidos de
amoxicilina 70 mg L! para evitar o crescimento de bactérias. Foram utilizadas trés placas para
cada meio de cultura. As folhas restantes foram trituradas em almofariz com 1 mL de meio
liquido Czapek, o macerado foi inoculado em triplicata nas placas contendo o meio BDA e
nas placas com o meio Czapek.

As placas foram transportadas ao campus de Gurupi da UFT onde foram incubadas a
28 °C, monitorando-se o crescimento dos micélios. Foi realizado o repique das culturas para

novas placas com o meio de cultura correspondente, até a obten¢do das linhagens purificadas.

3.2 Ensaio Antagonista de confronto direto

As cepas de fungos endofiticos selecionadas por diferengas morfoldgicas e melhores
condi¢cdes de cultivo, passaram por ensaio antagonista de confronto direto contra os
fitopatogenos Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum gloeosporioides. Discos miceliais
dos endofitos foram inoculados na extremidade de uma placa de Petri com meio BDA, apds o
periodo de 1 a 2 dias para o inicio do crescimento, discos dos patdégenos foram inseridos na
extremidade oposta da placa. Como controle os fungos fitopatogénicos foram inoculados
também em placas separadas, a incubacdo ocorreu a 25 °C até que as hifas dos fungos
fitopatogénicos e endofiticos se encontrassem ou até que o crescimento das placas de controle,
contendo apenas o fitopatdogeno, fosse completo. O ensaio foi realizado em triplicata e o

percentual de inibigdo devido aos endoéfitos foi calculado pela equagdo 2:

%Pl = (De%l - 100
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Em que,
%P1 = Percentual de inibigao;
De = Didmetro do patdgeno no confronto com o endofito;

Dc = Diametro do patégeno no controle;

3.3 Obtencao dos extratos

Considerando tempo de crescimento habil em condigdes laboratoriais e diferencas
morfoldgicas, foram selecionadas 10 cepas isoladas para estudo. Para os extratos, os fungos
selecionados foram inoculados em sacos de polipropileno contendo 180g de arroz
e 160 mL de agua destilada, previamente autoclavados. Foram utilizados um total de 6 sacos
para cada fungo endofitico, e cada saco recebeu o equivalente a meia placa de fungo crescido
em meio de cultura BDA. Os indculos em meio de arroz eram homogeneizados manualmente
todos os dias para a uniformizagdo do crescimento e foram mantidos a temperatura ambiente
de aproximadamente 28 °C por 21 dias.

Ap6s o periodo de crescimento dos fungos, toda a massa de arroz com os micélios foi
submersa em alcool etilico absoluto (= 1L), a extracdo ocorreu por 3 dias trocando-se o
solvente a cada 24 horas. A biomassa foi filtrada a vacuo e o sobrenadante passou por
rotaevaporacao.

Para reduzir o excesso de dgua e as impurezas que possam ter restado do meio de
cultura de arroz, o extrato foi fracionado em agua destilada e acetato de etila pelo método de
extracdo liquido-liquido. O extrato foi solubilizado em &4gua destilada at¢ um volume
aproximado de 400 mL e adicionado ao funil de separacdo com 150 mL de acetato de etila. A
fragdo em acetato de etila foi reservada e a por¢ao aquosa passou por mais 2 lavagens com o
mesmo volume de acetato de etila. As fracdes foram concentradas em evaporador rotativo e a
fragdo aquosa foi armazenada em freezer para posterior avaliagdo, utilizando-se para as

analises apenas a fracdo em acetato de etila.

3.4 Ensaio antimicrobiano

As fragdes em acetato de etila obtidas dos fungos endofiticos de 4. maripa foram
testadas quanto ao seu potencial antimicrobiano pelo método de difusdo de pocos adaptando a
metodologia de Valgas et al. (2007). Os patogenos utilizados no ensaio foram os fungos S.

sclerotiorum, C. gloeosporioides e Candida albicans, e as bactérias Escherichia coli e



86

Staphylococcus epidermidis. Os fitopatogenos S. sclerotiorum e C. gloeosporioides, foram
inoculados no centro de placas com meio BDA, ¢ incubados de 1 a 2 dias para o inicio do
crescimento. Apos esse periodo, foram abertos pogos de cerca de 5 mm em cada placa,
equidistantes e proximos da borda. Esses pogos foram preenchidos com as amostras diluidas
em solvente dimetilsulfoxido (DMSO) na concentra¢do de 80 mg mL!. O ensaio foi realizado
em triplicata, as placas foram incubadas em BOD de 5 a 7 dias ou até que o controle atingisse
toda a extensdo da placa.

Para os patdgenos Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e Candida albicans
mantidos em placas com meio BHI (Brain Heart Infusion), foram transferidas por¢des das
culturas para meio liquido BHI e incubadas por 12 horas. Apos esse periodo, a turbidez das
solugdes microbianas foram medidas em espectrofotometro no comprimento de onda de
600nm, e ajustadas para atingirem 0,1 de absorbancia.

Placas de Petri com meio s6lido BHI receberam 100 pL das solugdes microbianas,
espalhadas até a secura. Foram entdo abertos pogos de aproximadamente 5 mm equidistantes
na placa, onde foram inseridos 20 pL dos extratos solubilizados em DMSO para atingirem a
concentragdo de 80 mg mL!. As placas foram incubadas a 30 °C por 48 horas. O ensaio foi

realizado em triplicata.

3.5 Avaliacao do perfil quimico das cepas de fungos endofiticos

O perfil de metabolitos das fracdes em acetato de etila dos fungos endofiticos de 4.
maripa foram investigados em acordo com a metodologia de Barbosa (2001). Os resultados
para todos os testes foram avaliados observando mudangas de coloragdo em solugdo,
formagdo de precipitado ou espuma.

O teste por classe de compostos foi realizado com os extratos solubilizados em 4gua
destilada distribuidos em tubos de ensaio. Os tubos foram divididos em 2 grupos, no primeiro
grupo o pH foi ajustado para 3 utilizando uma solu¢ao de HCI 5% e no segundo grupo o pH
foi ajustado até 11 com uma solu¢do de NaOH 5%. As classes avaliadas foram: antocianinas,
antocianidinas, flavonas, flavonodis, xantonas, chalconas, auronas e flavanonois. Ainda foi
possivel avaliar a classe de leucoantocianidinas; classe de catequinas e classe de flavononas
aquecendo os tubos de pH 3 e 11 por 2 minutos em lamparina de alcool.

Para a identificagdo de saponinas, os extratos secos foram solubilizados em &agua
destilada e agitados vigorosamente por 2 minutos. Além disso, a solugdo foi utilizada para
investigar fenodis e taninos adicionando gotas de solucdo alcodlica de FeCl; a 1%. A

ocorréncia de flavonoides foi analisada solubilizando por¢des dos extratos em metanol,
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adicionando raspas de magnésio e algumas gotas de HCIl concentrado. Para alcaloides os

extratos foram solubilizados em HCI 5% e reagente de Dragendorff.

A Figura 31 traz um resumo grafico dos procedimentos adotados desde a coleta da

planta hospedeira até a realizacdao dos ensaios.

Figura 31 - Resumo grafico dos procedimentos adotados

Folhas A. maripa

Isolamento fungos
endofiticos

Meio BDA
¢ Czapek

Amoricilina
70 mg/L

Ensaio Antagonista

Fonte: Autor, 2026.

J"‘\ /\
S. selerotiorum . 5> Fungos Teste de
-l o endofiticos e
C. gloeosporioides — ataboktas
7 3dias 'I
Purificacéo das Tingos Cultivo em meio de
g — ¢ seleciona Extragéo ——  Extratos
colonias i arroz
I0S
( .
v [ s scterstiorsm
Morfologia n I i 4
Crescimento rapido ; Ehsaw. 5_9 "Z;Fmi: es
| Auséncia de contaminantes antimicrobiano - apiqermidqes
1 = L e C. albicans
. » . A L/\ - . £ coli
7)’ 7_/ Crescimento .
21 dias
Extratos &
80 mg/ml ~



88

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento dos fungos endofiticos

Foram isolados um total de 103 cepas de fungos endofiticos das folhas de Attalea
maripa utilizando os meios Czapek e BDA, como mostrado na Tabela 13. Cada cepa foi
codificada utilizando as iniciais do nome da planta (AM), seguidas das iniciais
correspondentes ao meio de cultura no qual foram isoladas, sendo “CZ” para o meio Czapek e
“B” para o meio BDA. Para o ultimo caractere dos codigos, foi atribuida uma numeragao

correspondente a ordem de isolamento do fungo.

Tabela 13 - Quantidade de fungos isolados em cada meio de cultura

Meio de Fol,has Folhas seccionadas | Total de fungos | Codigos atribuidos
cultura moidas

Czapek 35 20 55 AMCZ - n
BDA 25 23 48 AMB -n

n = namero relacionado a ordem de isolamento do fungo Total de fungos isolados = 103

Para as andlises biologicas e preparo dos extratos foram selecionadas 10 cepas de
fungos levando em consideragao diferengas morfoldgicas, condi¢des e tempo de crescimento.
As demais cepas foram conservadas e permanecem armazenadas no Laboratorio de
Reatividade de Compostos Orgéanicos para andlises futuras. Os fungos selecionados (Figura
32) foram AMB-1, AMB-11, AMB-17, AMB-23, AMB-32, AMB-37, AMB-43, AMCZ-8,
AMCZ-17 e AMCZ-37. A Tabela 14 traz as massas aproximadas obtidas para cada extrato.



Figura 32 - Placas, frente e verso, dos isolados fungicos selecionados para as analises.

Fonte: Autor, 2026

Tabela 14 - Massa aproximada das fracdes em acetato de etila obtidas dos fungos endofiticos

-
-

%,

s

&9

Fungo endofitico Massa Fungo endofitico Massa
AMB-1 0,46 g AMB-37 1,06 g
AMB-11 0,54 g AMB-43 0,48 g
AMB-17 0,59 g AMCZ-8 047 ¢g
AMB-23 0,50 g AMCZ-17 1,08 g
AMB-32 1,18 g AMCZ-37 0,46 g

4.2 Ensaio Antagonista

Os patégenos, S. sclerotiorum e C. gloeosporioides foram utilizados para avaliar o

potencial antagonico dos fungos endofiticos de A. maripa pelo método de confronto direto. A
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Tabela 15 mostra a média das medidas do crescimento micelial dos fitopatdgenos nas placas
de controle e nas placas de confronto, além do percentual de inibi¢do calculado para cada
endofito. Na Figura 33 tem-se um grafico comparativo de percentuais de inibicdo dos dois

fitopatogeno relacionado ao antagonista empregado.

Tabela 15 - Média + desvio padrdo do crescimento micelial dos fitopatdégenos e percentual de inibigdo referente

a cada fungo endofitico

Sclerotinia sclerotiorum Colletotrichum gloeosporioides

Fungo Média Inibi¢ao (%) Média confronto Inibi¢ao (%)
endofitico confronto

AMB-1 42,2089 49,75 + 3,09 45,6511 45,65+3,14
AMB-11 62,7044 02,08 £5,27 51,4400 38,76 £ 1,53
AMB-17 57,6078 10,03 £ 1,36 53,4056 36,42 + 0,96
AMB-23 58,7089 16,71 £4,37 51,4322 38,77+ 1,18
AMB-32 45,8478 45,42 £2,48 48,7011 26,89 + 0,68
AMB-37 62,2489 11,69 +2,28 59,2478 23,12 +2,19
AMB-43 59,5478 15,52 £0,12 58,6322 11,98 £ 0,46
AMCZ-8 54,5811 14,76 + 2,28 50,8767 33,99 £ 1,16
AMCZ-17 48,3278 42,46 + 1,84 51,3122 33,42 £ 0,46
AMZC-37 52,8144 07,24 £3,47 49,2811 41,33 £0,64
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Figura 33 - Grafico comparativo dos percentuais de inibi¢do causado por cada antagonista frente aos dois

patogenos

60

[ ss
T I COLE

50

AMB-1  AMB-11 AMB-17 AMB-23 AMB-32 AMB-37 AMB-43 AMCZ-8 AMCZ-17 AMCZ-37

SS: Sclerotinia sclerotiorum; COLE: Colletotrichum gloeosporioides

Nas placas de confronto com o S. sclerotiorum os fungos endofiticos que obtiveram
o maior percentual de inibicdo (Figura 34) foram AMB-1 com 49,75%, AMB-32 com
45,42% e AMCZ-17 com 42,46%. Nessas placas a inibi¢cdo se deu a distancia, as hifas do
antagonista e do patdgeno ndo chegaram a se tocar, e o fim do experimento foi indicado

pelo crescimento total do patdgeno nas placas de controle.

Figura 34 - Os melhores percentuais de inibi¢do contra S. sclerotiorum foram causados pelos endofitos AMB-

1 (a), AMB-32 (b) AMCZ-17 (c)

Endéfito Enddéfito

Patégeno Patégeno Patégeno

Fonte: Autor, 2026
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As placas foram armazenadas ap6s o fim do teste e no decorrer de semanas foi
possivel observar que ndo houve alteragdo no crescimento do patégeno e as hifas nio se
encontraram no confronto. Isto indica que um dos provaveis mecanismos antagonicos
empregado pelos endofitos foi a producdo de metabolitos que causaram a inibicdo do S.
sclerotiorum.

Os maiores efeitos de inibicdo do C. gloeosporioides sdo mostrados na Figura 35 e
foram causados pelos fungos AMB-1 com 45,65%, AMCZ-37 com 41,33%, AMB-23 ¢

AMB-11 que conseguiram inibir o crescimento em 38,77% e 38,76% respectivamente.

Figura 35 - Antagonistas responsaveis pelos maiores percentuais de inibi¢do de C. gloeosporioides: AMB-1

(a), AMCZ-37 (b), AMB-23 (c)

Endéfito Enddfito | Endéfito

Patégeno ~ G Patégeno : Patégeno

Fonte: Autor, 2026

Todos os endofitos tiveram contato direto com as hifas do patdégeno, com excecao
do fungo AMCZ-37 onde apesar da proximidade, macroscopicamente o contato micelial
nao ocorreu. Apos o fim do experimento as placas foram armazenadas e constatou-se
alteragdes no crescimento de alguns antagonistas apos 7 dias, como demonstrado na Figura

36.
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Figura 36 - Alteragdo no crescimento dos enddfitos AMCZ-8, AMB-32 ¢ AMB-43 verificado 7 dias apds as

medidas dos diametros das hifas para o calculo de % de inibi¢do presentes na Tabela 15

AMCZ-8 AMB-32 AMB-43

Endéfito —— Endéfito Endéfito

Didmetros
medidos
(%P! na Tabela 15)

Patégeno ﬁ / . e Patégeno
i

Endéfito _ B Enddfito

7 dias apos
as medidas

Patégeno L e Patégeno 48 / . Patégeno

Fonte: Autor, 2026

Os endofitos presentes na imagem apresentaram 0OS maiores crescimentos visiveis,
cobrindo boa parte do patdégeno, além deles, outros fungos também demonstraram expansao
em menor grau, foram eles AMB-23, AMCZ-37 e AMB-11. Diante dos fatos ¢ possivel
propor que 0s mecanismos mais provaveis envolvidos nesses confrontos tenham sido a
competicao por espago e nutrientes, € 0 micoparasitismo.

Thambugala et al. (2020), traz uma revisdo sobre antagonistas fliingicos e seu potencial
contra fitopatdgenos, mostrando que Sclerotinia spp. e Colletotrichum spp. estdo entre os
géneros mais comuns de patdgenos relatados em pesquisas com agentes de biocontrole.
Segundo os autores a utilizagdo de antagonistas fungicos como agentes de controle bioldgico
tem aumentado significativamente como alternativa a pesticidas sintéticos, ja que fungos tém
alvos seletivos, se reproduzem rapido e ainda auxiliam na sustentabilidade, pois na auséncia
de um hospedeiro podem alterar sua interacdo com o ambiente passando de parasitas para
saprofitos decompondo matéria organica.

Os efeitos antagdnicos s3o empregados pelos fungos principalmente pelos
mecanismos, de competi¢do por espaco e nutrientes, pelo micoparasitismo em que o fungo

antagonista se alimentam do fungo patogénico, ou a antibiose onde ha a inibicdo do
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crescimento do patdogeno por meio da producdo de compostos organicos volateis e difusiveis

(Nehra et al, 2022; Boddy, 2016).

4.3 Ensaio antimicrobiano

Para Armengol et al. (2021) o método de difusdo em pocos de agar estd entre os mais
utilizados para a triagem da atividade antimicrobiana de compostos naturais, principalmente
pelo pouco tempo requerido, reprodutibilidade, facilidade de interpretagdo dos resultados e
baixo custo das analises.

O método foi utilizado para avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos dos fungos
endofiticos isolados de A. maripa, contra os patogenos S. sclerotiorum, C. gloeosporioides, C.
albicans, E. coli e S. epidermidis, utilizando a concentra¢do de 80 mg.mL"".

A Tabela 16 mostra os resultados observados para cada extrato, o sinal de (+) indica
que houve inibi¢do do crescimento microbiano, como demonstrado na Figura 37, enquanto o

sinal (-) indica auséncia da inibi¢do do microrganismo causada pelo extrato.

Tabela 16 - Potencial antimicrobiano dos extratos dos fungos endofiticos

Extratos | S. sclerotiorum | C. gloeosporioides | C. albicans | E. coli | S. epidermidis
AMB-1 - - T + T
AMB-11 - - + + +
AMB-17 - - + + .
AMB-23 - - + T _
AMB-32 - - + + .
AMB-37 - - T + T
AMB-43 - - + - +
AMCZ-8 - - - + -
AMCZ-17 - - + + T
AMCZ-37 - - + + +
DMSO - - - - -
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Figura 37 - Ensaio antimicrobiano com o patdgeno C. albicans.

Candida albicans

Os halos formados em volta dos pogos indicam a inibi¢do do crescimento do microrganismo, causada pelos

extratos dos fungos endofiticos.

Os extratos, no entanto, ndo apresentaram efeito inibitério consideravel contra os
fitopatogenos S. sclerotiorum e C. gloeosporioides nas concentracdes analisadas (Figura 38).
Mesmo os extratos das amostras de fungos endofiticos que tiveram bom desempenho no teste

antagonista ndo se mostraram eficientes em inibir o crescimento dos fitopatégenos.

Figura 38 - Ensaio antimicrobiano dos extratos AMCZ-08, AMB-11, AMB-46, AMCZ-17 contra C.

gloeosporiodes e S. sclerotiorum.

AMCZA7

S. sclerotiorum C. gloeosporioides

Fonte: Autor, 2026
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Entre os fatores que podem ter contribuido para este resultado estd o fato que fungos
endofiticos se utilizam de diferentes mecanismos para dificultar o avango dos patégenos nao
indicando necessariamente que haja a produgdo de compostos bioativos. Mesmo quando o
mecanismo empregado ¢ a antibiose, 0os compostos antifiingicos sdo na maioria dos casos
gerados pelo metabolismo secundario do organismo, como resposta direta ao confronto com o
agente infeccioso. Neste caso, como os extratos foram obtidos a partir de culturas puras, o
fungo pode ndo ter tido o estresse necessario para produzir os metabdlitos responsaveis pela
atividade antifingica.

Outros fatores importantes sao o método, e as concentracdes utilizadas na anélise que
podem ter sido insuficientes. Erhonyota ef al. (2023) avaliou a atividade antifiingica de
fragdes proteicas de plantas medicinais nas concentragdes de 100, 50, 25 ¢ 12,5 mg mL"!
contra 5 espécies de fungos, pelos métodos de difusdo em pocos e meio de cultura
envenenado (incorporacdo do agente antimicrobiano ao meio de cultura). As fragdes
apresentaram, na maioria dos casos, maior capacidade de inibir o crescimento dos fungos em
concentragdes mais elevadas e pelo método de meio de cultura envenenado. Segundo os
autores, apesar da técnica de difusdo em pogos ser uma das mais utilizadas, em alguns casos o
método de meio de cultura envenenado pode ser mais eficaz, pois oferece uma maior

superficie de interacdo entre o fungo e a amostra.

4.4 Testes de metabdlitos secundarios

Os extratos de fungos endofiticos de A. maripa passaram por testes de triagem de
metabolitos secundarios, os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 17. As
amostras que apresentaram as mudangas esperadas de coloragdo, formagdo de precipitado ou
espuma, foram marcadas com o sinal positivo (+) na tabela, enquanto amostras que nao

apresentaram alteracdo foram marcadas com o sinal negativo (-).

Tabela 17 - Testes de metabolitos secundarios dos extratos de fungos

> > > > > > > > > >

= = = = = = =

N F I F| | F|F | F|F |33 Q

Metabélitos - a = N 3 4 by & N &

2 ¢

Antocianinas; ) ) _ ~ _ _ _ _ - -

antocianidina

Flavonfs; I i + + _ _ + + _ 4

flavondis; xantonas
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Chalconas;
auronas

Flavanonois - - - - + + - - + -

Leucoantocianidin
as

Catequinas - - - - - - - - - -

Flavanonas - + - - + - - - - -

Fenéis + + + + + + + + + +

Taninos - - - - + - - - - -

Flavonoides - - - + - + + + + +

Alcaloides + + + - - - - - - -

Saponinas - + - + + + + + + +

(+) positivo; (-) negativo.

Assim como observado na analise fitoquimicas do extrato das folhas de 4. maripa,
todos os extratos fungicos apresentaram resultado negativo para as classes de antocianinas e
antocianidinas; leucoantocianidinas; catequinas; chalconas e auronas. Todas as amostras
foram positivas para o teste de fenodis e taninos, sendo que apenas o extrato do fungo AMB-32
apresentou precipitacdo de cor escura caracteristica para taninos, enquanto nos outros extratos
houve apenas mudanga de coloragdo, esperada para compostos fenolicos.

No teste para a identificagao de saponinas apenas as amostras AMB-1 ¢ AMB-17 nao
apresentaram espuma por tempo superior a 30 minutos, indicando resultado negativo para a
classe. Esse resultado também ¢ similar ao encontrado para o extrato de 4. maripa, onde as
duas fragdes (AMH1 e AMM]1) indicaram a presenga de saponinas.

No teste para a classe de flavonas, flavonois e xantonas todas as amostras
apresentaram mudanca de coloracdo para tons amarelados (Figura 39-a), com exce¢do dos
extratos AMB-32, AMB-37 ¢ AMCZ-17 onde a cor da solu¢do mudou para tons de laranja,
indicando a presenca de flavanondis (Figura 39-b). As amostras AMB-11 ¢ AMB-32
demonstraram resultado positivo para flavanonas com a apresentagao ou intensificacao da cor

laranja avermelhada na solugdo apds aquecimento.
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Figura 39 - Em (a) o tom amarelado na amostra AMCZ-8 indica resultado positivo para a classe de flavonas,

flavonois e chantonas; (b) Amostra AMCZ-17 apresentou cor laranja, esperada para a classe de flavanonois.

1 .I'; | | U ¢ ]
\ A ! "l "
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Fonte: Autor, 2026

Os extratos AMB-1, AMB-11 e AMB-17 exibiram resultados inconclusivos ou
negativos para o teste de flavonoides e resultados positivos para a classe de alcaldides.
Nenhum outro extrato além desses demonstrou a presenca de alcaldides, caracterizada pela
formagdo de precipitados. Esse resultado contrapde o encontrado para o extrato da planta,
onde todas as fragdes foram positivas para a presenca de alcaldides. A amostra AMB-32

também testou negativa para flavonoides ao ndo exibir mudanca para tom rosado na solucao.
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5. CONCLUSAO

Foram isolados 103 fungos endofiticos das folhas de Attalea maripa dos quais 10
cepas foram selecionadas para as analises quimicas e bioldgicas. Todas as cepas selecionadas
foram capazes de inibir, o crescimento dos fitopatogenos S. sclerotiorum (2,08 a 49,75%) e C.
gloeosporioides (11,98 a 45,65%) pelo pareamento das colonias em ensaio antagonista.

O ensaio antimicrobiano mostrou que os extratos dos fungos endofiticos de 4. maripa
possuem propriedades antibacterianas e antifungicas. Todos os extratos testados, exceto o
AMCZ-8, foram capazes de inibir o crescimento do fungo C. albicans. Os extratos das cepas
AMB-1, AMB-11, AMB-37, AMB-43, AMCZ-17, AMCZ-37 inibiram o crescimento de S.
epidermides, e todas os extratos, exceto AMB-43, mitigaram o crescimento de E. coli.

Na prospec¢do quimica pode-se observar que as classes de metabolitos produzidos
pelos fungos endofiticos sdo similares as encontradas no extrato da planta hospedeira A.
maripa. As principais classes encontradas para a maioria das colonias foram fenois, saponinas

e flavonoides.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo avaliou de forma inédita a produ¢do metabdlica das folhas da palmeira
Attalea maripa (inaja) em duas épocas distintas do ano. Também explorou a diversidade
fingica existente no interior das folhas de inajéa e o potencial dessas espécies como agentes de
biocontrole e fontes de compostos bioativos.

As fragdes polar AMMI e apolar AMHI, do extrato de folhas de A. maripa colhidas
em época de estiagem, ndo demonstraram potencial antifingico no ensaio antimicrobiano. Em
contrapartida, o ensaio revelou o potencial antibacteriano da amostra AMH]1 contra a bactéria
gram-negativa E. coli. O patogeno S. epidermidis ndo apresentou sensibilidade aos extratos.

Para o perfil metabolomico da planta, foram avaliadas as quatro fragdes de extratos,
sendo as fracdes hexanicas do periodo de seca AMHI e chuvoso AMH2, e as fracdes
metanodlicas do periodo de seca AMMI1 e chuvoso AMM?2. Foram obtidos 1829 nodos nas
redes moleculares, dos quais 82 receberam anotagoes.

A maior parte dos nodos encontrados nas redes moleculares foram provenientes das
fracdes polares dos extratos, ¢ foram observadas poucas alteracdes relacionadas a
sazonalidade. Alguns dos compostos anotados nas redes como a orientina, a malvidina-3-O-
galactosideo e o roseosideo ja foram relatados em outras espécies de palmeiras.

O perfil metabolomico de A. maripa mostrou uma grande variedade de compostos
com atividades biologicas importantes. Muitos metabolitos anotados nas redes tém atividades
anticancerigenas e antioxidantes relatadas na literatura. Dessa forma os proximos passos da
pesquisa devem ser o aprofundamento nessas propriedades com a realizacdo de testes
antioxidantes e citotoxicos dos extratos.

Em relagdo aos fungos endofiticos da palmeira, das 103 cepas isoladas, 10 foram
selecionadas para as andlises. Todas as cepas analisadas apresentaram efeito antagonico
contra S. sclerotiorum e C. gloeosporioides, sendo que a cepa AMB-1 foi a que apresentou os
maiores percentuais de inibicdo, com 45,65 % para C. gloeosporioides e 49,77 % para S.
sclerotiorum.

Os extratos das cepas de fungos endofiticos demonstraram atividade antibacteriana
contra os patdégenos E. coli e S. epidermides. Os extratos ndo foram capazes de inibir os
fitopatogenos S. sclerotiorum e C. gloeosporioides, mas demonstram potencial antifingico
contra o patdogeno C. albicans. Similar aos resultados encontrados para o extrato da planta 4.
maripa, a prospec¢ao quimica dos extratos flingicos mostrou que a maior parte das amostras

apresentam flavonoides, fendis e saponinas.
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Os fungos endofiticos de Attallea maripa mostraram potencial antimicrobiano, por
isso, a perspectiva futura ¢ realizar testes de concentragdo inibitéria minima (CIM) e
identificar as cepas para explorar ainda mais esse potencial. A pesquisa também devera ser

expandida para englobar as demais cepas que permanecem armazenadas.
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