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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

Este estudo mostra como os fungos marinhos Annulohypoxylon stygium e 

Annulohypoxylon yungensis podem ser importantes na busca por substâncias com 

possíveis atividade farmacológica, ao interagir com a algas marinhas vermelhas. A 

pesquisa ajuda a descobrir novos compostos químicos, usando métodos como o 

acompanhamento do crescimento dos fungos e a ativação de processos químicos que 

normalmente estão “adormecidos”. Essas técnicas podem melhorar a produção de 

substâncias com propriedades biológicas, como antimicrobiana e anticâncer. Além 

disso, a análise detalhada dessas substâncias pode levar à possíveis descobertas de 

novos medicamentos. Comparar fungos de diferentes algas marinhas também ajuda 

a entender melhor a diversidade e as características químicas dessas espécies. Este 

trabalho promove práticas de bioprospecção sustentáveis, alinhando-se aos Objetivos 

de Desenvolvimento Sustentável (ODS) 9 e 14, ao apoiar a exploração racional e 

conservação dos ecossistemas marinhos e estimular a inovação científica 

responsável. 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 
This study demonstrates how the marine fungi Annulohypoxylon 

stygium and Annulohypoxylon yungensis can be significant in the search for 

substances with potential pharmacological activity through their interaction with red 

seaweeds. The research aids in the discovery of new chemical compounds by 

employing methods such as monitoring fungal growth and activating chemical 

processes that are typically “dormant.” These techniques can enhance the production 

of substances with biological properties, such as antimicrobial and anticancer 

activities. Furthermore, detailed analysis of these substances may lead to the potential 

discovery of new drugs. Comparing fungi from different seaweeds also helps to better 

understand the diversity and chemical characteristics of these species. This work 

promotes sustainable bioprospecting practices, aligning with Sustainable 

Development Goals (SDGs) 9 and 14, by supporting the rational exploration and 

conservation of marine ecosystems and fostering responsible scientific innovation. 
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“O fim de uma viagem é apenas o começo de outra. É preciso ver o que não foi 

visto, ver outra vez o que se viu já, ver na primavera o que se vira no verão, ver de 

dia o que se viu de noite, com o sol onde primeiramente a chuva caía, ver a seara 

verde, o fruto maduro, a pedra que mudou de lugar, a sombra que aqui não estava. 

É preciso voltar aos passos que foram dados, para repetir e para traçar caminhos 

novos ao lado deles. É preciso recomeçar a viagem. Sempre.”  

 
(Saramago, 1997)*

 
*	SARAMAGO, J. Viagem a Portugal. São Paulo: Companhia das Letras, 1997.	



 

 

RESUMO 
 
Nas últimas décadas, o ecossistema marinho tem se destacado como uma promissora 
fonte de novos produtos naturais devido à sua rica biodiversidade e potencial para 
novos organismos da fauna e flora marinhas. Dentro desse universo, os fungos 
endofíticos associados a organismos marinhos, incluindo algas, têm demonstrado 
grande potencial para fornecer novos metabólitos biologicamente ativos, com uma 
vasta quimiodiversidade. Ao serem privados de seu habitat natural, os microrganismos 
tendem a perder sua capacidade metabólica, um evento chamado silenciamento 
gênico, quando alguns genes responsáveis por determinadas vias biossintéticas 
deixam de ser expressos. Assim, o foco principal deste estudo foi explorar o potencial 
biológico e a quimiodiversidade de fungos endofíticos das espécies Annulohypoxylon 
stygium e Annulohypoxylon yungensis isolados da alga marinha vermelha 
Asparagopsis taxiformis. Para tanto, foram empregadas ferramentas que aumentam 
a diversidade química, como OSMAC, planejamento experimental e modulação 
epigenética. Inicialmente, foram construídas curvas de crescimento para ambos os 
fungos em meio líquido, permitindo determinar as melhores condições de crescimento 
em relação ao tempo de cultivo e produção de massa de extrato (A. stygium – 20 dias 
e A. yungensis – 30 dias) e, através de ferramentas de análise multivariada, 
compreender a dependência temporal da quimiodiversidade. A abordagem OSMAC, 
aliada a ferramentas quimiométricas de planejamento experimental, combinou os 
moduladores epigenéticos SAHA e procaína com variáveis físicas, como temperatura, 
agitação e fotoperíodo. Essa combinação foi empregada para otimizar o crescimento 
e a quimiodiversidade do fungo A. yungensis. Os extratos obtidos nos ensaios do 
planejamento experimental foram analisados por CLAE-EM/EM, e os dados espectrais 
foram analisados por GNPS, destacando as principais classes de metabólitos nesses 
extratos, como peptídeos, dicetopiperazinas e derivados de ácido 3,5-
dihidroxidecanoico. A produção de extratos a partir do cultivo em fase sólida resultou 
na obtenção de uma substância inédita, o 2-metoxi-4-hidroxi-ε-caprolactona, e uma 
série de dicetopiperazinas (DKPs) do tipo 2,5-dicetopiperazina, cujas estruturas foram 
elucidadas utilizando métodos espectroscópicos e espectrométricos, incluindo RMN 
uni e bidimensionais, CLAE-DAD e CLUE-EM/EM. Aliando o cultivo em fase sólida e 
os moduladores epigenéticos (SAHA e procaína), a modulação promoveu a produção 
de várias substâncias, anotadas como peptídeos através da desreplicação com a 
ferramenta SIRIUS e análise por Rede Moleculares. Alguns desses peptídeos 
apresentaram atividade citotóxica contra células de câncer colorretal HCT116 e 
atividade bactericida contra linhagens resistentes de S. aureus. Além disso, o perfil 
metabólico de A. stygium isolado de diferentes espécies de algas marinhas, como A. 
taxiformis, Acanthophora spicifera e Bostrychia radicans, foi analisado por GNPS e 
ferramentas de análise multivariada, destacando a diversidade química e a influência 
da origem do hospedeiro no perfil metabólico do fungo. Os resultados deste trabalho 
contribuem para o entendimento da quimiodiversidade e do potencial biológico de 
fungos endofíticos marinhos, abrindo novas perspectivas para a bioprospecção de 
compostos bioativos. 
 
Palavras-chave: Alga vermelha, Fungos endofíticos, Quimiometria, Epigenética, 
Produtos naturais. 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 
In recent decades, the marine ecosystem has emerged as a promising source of new 
natural products due to its rich biodiversity and potential for novel marine fauna and 
flora organisms. Within this realm, endophytic fungi associated with marine organisms, 
including algae, have shown great potential to provide new biologically active 
metabolites, with vast chemodiversity. When deprived of their natural habitat, 
microorganisms tend to lose their metabolic capacity, an event known as gene 
silencing, where some genes responsible for certain biosynthetic pathways cease to 
be expressed. Thus, the main focus of this study was to explore the biological potential 
and chemodiversity of endophytic fungi from the species Annulohypoxylon stygium and 
Annulohypoxylon yungensis isolated from the red marine alga Asparagopsis 
taxiformis. To this end, tools that enhance chemical diversity, such as OSMAC, 
experimental design, and epigenetic modulation, were employed. Initially, growth 
curves were constructed for both fungi in liquid medium, allowing the determination of 
the best growth conditions concerning cultivation time and extract mass production (A. 
stygium – 20 days and A. yungensis – 30 days) and, through multivariate analysis 
tools, understanding the temporal dependence of chemodiversity. The OSMAC 
approach, combined with chemometric experimental design tools, integrated the 
epigenetic modulators SAHA and procaine with physical variables such as 
temperature, agitation, and photoperiod. This combination was employed to optimize 
the growth and chemodiversity of the fungus A. yungensis. The extracts obtained in 
the experimental design assays were analyzed by HPLC-MS/MS, and the spectral data 
were analyzed by GNPS, highlighting the main classes of metabolites in these extracts, 
such as peptides, diketopiperazines, and derivatives of 3,5-dihydroxydecanoic acid. 
The production of extracts from solid-phase cultivation resulted in the discovery of a 
novel substance, 2-methoxy-4-hydroxy-ε-caprolactone, and a series of 2,5-
diketopiperazine-type diketopiperazines (DKPs), whose structures were elucidated 
using spectroscopic and spectrometric methods, including one- and two-dimensional 
NMR, HPLC-DAD, and UPLC-MS/MS. Combining solid-phase cultivation and 
epigenetic modulators (SAHA and procaine), the modulation promoted the production 
of several substances, annotated as peptides through dereplication with the SIRIUS 
tool and analysis by Molecular Networking. Some of these peptides exhibited cytotoxic 
activity against HCT116 colorectal cancer cells and bactericidal activity against 
resistant strains of S. aureus. Additionally, the metabolic profile of A. stygium isolated 
from different species of marine algae, such as A. taxiformis, Acanthophora spicifera, 
and Bostrychia radicans, was analyzed by GNPS and multivariate analysis tools, 
highlighting the chemical diversity and the influence of the host origin on the fungal 
metabolic profile. The results of this work contribute to the understanding of the 
chemodiversity and biological potential of marine endophytic fungi, opening new 
perspectives for the bioprospecting of bioactive compounds. 
 
 
Keywords: Red algae, endophytic fungi, chemometrics, epigenetics, natural products. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. BREVE PANORAMA HISTÓRICO DA QUÍMICA PRODUTOS NATURAIS (PN) 
 

Os produtos naturais (PNs) podem ser classificados como substâncias que 

sejam oriundas de fontes naturais como plantas, microrganismo e animais (BAKER et 

al., 2007) e são denominados convencionalmente como metabólitos secundários, pois 

se apresentam como produtos da expressão gênica e de modo geral não são 

essenciais para o desenvolvimento do organismo, mas podem atuar como mecanismo 

de defesa ou resposta à adaptação ambiental (BERNARDINI et al., 2018). 

Durante muito tempo substâncias naturais de origem vegetal foram usadas para 

fins medicinais sem o conhecimento das substâncias bioativas presentes, 

considerando apenas os resultados clínicos. Os primeiros relatos foram reportados na 

Mesopotâmia por volta de 2600 a.C. onde se utilizavam óleos de origem vegetal como 

Cedrus species (cedar) e Cupressus sempervirens (cypress), Glycyrrhiza glabra 

(licorice), Commiphora species (myrrh), e Papaver somniferum (poppy juice) para 

tratar gripe e doenças inflamatórias (BERNARDINI et al., 2018; CRAGG; NEWMAN, 

2005). 

Ao longo da história e com evolução das técnicas de separação e identificação, 

várias substâncias de origem natural foram descobertas e se tornaram princípio ativo 

de medicamentos, como o analgésico e indutor do sono morfina (1), descoberto por 

volta de 1804, obtido da  Papaver somniferum (CRAGG; NEWMAN, 2005; PINTO et 

al., 2002) a quinina (2), extraída  casca de Cinchona succirubra por volta de 1820, que 

por muito anos foi o único princípio ativo contra malária (BERNARDINI et al., 2018), o 

ácido acetilsalicílico – AAS (aspirina) (4), derivado sintético da salicina (3), que é 

extraída da casca do salgueiro Salix alba L. e o anticâncer Paclitaxel (Taxol®) (5) 

aprovado em 1992 pela Food and Drug Administration – FDA para tratamento de 

alguns tipos de câncer, extraído e isolado a primeira vez  da casca de Taxus brevifolia 

(Teixo do Pacífico) por volta de 1960 (YANG; HORWITZ, 2017). 

 Um importante antibiótico, obtido a partir do metabolismo do fungo filamentoso 

Penicillium notatum, foi a penicilina (6). Essa descoberta abriu caminho para 

exploração mais ampla do universo dos microrganismos, que por sua vez deu origem 

a descoberta de outras substâncias bioativas derivadas de bactérias e fungos, como 

a tetraciclina de Streptomyces aureofaciens e ciclosporina de Tolypocladium inflatu 

(NEWMAN; CRAGG, 2020; THOMFORD et al., 2018). 
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Figura 1.  Representação estrutural das substâncias morfina (1), quinina (2), ácido acetilsalicílico (3), 
salicina (4), paclitaxel (5) e penicilina (6). (Fonte: ilustração elaborada pelo autor, 2024). 

 

Apesar de atualmente aproximadamente 60% dos medicamentos no mercado 

tenham alguma relação com PN (substância de origem natural; análogo sintético de 

PN ou síntese total baseado em PN) (NEWMAN; CRAGG, 2020), 95% da 

biodiversidade mundial, estimada em 2 milhões, das mais variadas espécies de 

diferentes organismos, ainda não foram avaliados para nenhuma atividade biológica 

(DAVID et al., 2015). Sendo assim, a pesquisa em química de PN ainda tem um leque 

muito grande de possibilidades a serem pesquisadas. 

Nesse contexto, inclui-se os PN de origem marinha (PNM). Os oceanos 

correspondem a mais de 70% da superfície terrestre e são habitados por 

aproximadamente 500.000 tipos de organismos de diferentes espécies (JIMÉNEZ, 

2018). O processo de evolução/adaptação das espécies nesse ambiente ecológico 

exclusivo permite aos organismos marinhos apresentarem estruturas notavelmente 

distintas das encontradas em terra. Dentro dessas estruturas, são identificados 

compostos naturais especiais com propriedades farmacológicas, tais como 

polissacarídeos, proteínas, aminoácidos, alcaloides, terpenos e lipídios (GOGINENI; 

HAMANN, 2018). Assim, considerando o potencial biológico, bioquímico e biosintético 

dos organismos marinhos, faz com que a exploração desse ecossistema seja fonte 

promissora para em estudos em PN. 
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1.2. PRODUTOS NATURAIS MARINHOS (PNM) 
 
Os organismos marinhos não têm tradicionalmente um histórico de uso amplo 

na medicina popular, mas o uso da “púrpura tíria”, secreção de molusco como corante 

de tecido já era relatado pelos romanos e usado na medicina tradicional chinesa para 

o tratamento da leucemia (NEWMAN; CRAGG, 2017) 

Quando comparados com plantas e microrganismos terrestres, os organismos 

marinhos podem ser considerados a mais recente fonte de PN bioativos (JIMÉNEZ, 

2018). E devido a longa história evolutiva ou atributos ambientais peculiares dos 

oceanos, os PNM possuem características estruturais distintas dos terrestres, com 

frequência, essas substâncias exibem estruturas distintas devido à organização 

particular de átomos de carbono, apresentando uma variedade de características 

estereoquímicas, inclusive a presença de aminoácidos não essenciais. Além disso, 

destacam-se por possuir sistemas anelares interessantes e pela incorporação de 

átomos de halogênio, tais como cloreto, brometo, iodo e flúor, que se encontram 

ligados covalentemente a substâncias orgânicas (JIMENEZ et al., 2020; VILLA; 

GERWICK, 2010). As singularidades de diversos ecossistemas marinhos impulsionam 

adaptações biológicas nos PNMs, conduzindo à biosíntese de uma ampla variedade 

de moléculas bioativas, esse processo resulta em uma biblioteca dinâmica de 

diversidade, ainda em grande parte subexplorada (FONSECA et al., 2023). 

A procura e identificação de PN em ambiente marinho só foi amplamente 

difundida a partir da década de 70, com o avanço das técnicas de mergulho e com os 

avanços na instrumentação de técnicas de elucidação e isolamento (COSTA-

LOTUFO, L. V.; WILKER, D. V.; JIMENEZ, 2009; SUN et al., 2023), o que pode 

explicar o “atraso” em comparação com pesquisas em ecossistema terrestre. 

Inicialmente, a pesquisa em PNM foi motivada com objetivo de compreender a base 

química de várias toxinas, como saxitoxina, tetrodotoxina e brevetoxinas, a fim de 

proteger as pessoas que entravam em contato com essas substâncias (AIELLO et al., 

2007). 

Enquanto os organismos dos ambientes marinhos fazem uso das substâncias 

que eles produzem em suas estratégias de reprodução, comunicação e proteção 

contra predação, infecção e competição, nota-se que vários deles carregam um 

significativo potencial para contribuir com a saúde e o bem-estar da humanidade 

(ALVES et al., 2020; FONSECA et al., 2023). Como na aplicação na área de cosmético 
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ou nutracêutica devido às suas atividades antioxidantes (GALASSO et al., 2017), 

antialérgicas, antienvelhecimento, antirrugas, antitirosinase, bem como proteção UV 

(UPPALA, 2015). 

Além disso, destaca-se também a descoberta e aplicação das substâncias de 

origem marinha como fármaco com atividade inseticida (MUHAIMIN et al., 2018), 

antiparasitária (RIBEIRO et al., 2023), antitumoral (SAINI et al., 2022), atividade 

antiinflamatória (TOLEDO et al., 2014), antiviral (FAGUNDES et al., 2023), antifúngica 

(GANESHKUMAR et al., 2023) e atividade antibacteriana (NALINI et al., 2018).  

Os pesquisadores Bergmann e Feeney foram vanguardistas na pesquisa em 

PN de origem marinha, um dos primeiros trabalhos foi a extração e isolamento dos 

nucleosídeos espongouridina (7) e espongotimidina (8), da esponja Tethya crypta 

(BERGMANN; FEENEY, 1951).  

 

 
Figura 2. Representação estrutural das substâncias espongouridina (7), espongotimidina (8), 
citosina-arabinosídeo (Ara-C®) (9) e adenina-arabinosídeo (Ara-A®) (10). (Fonte: ilustração 
elaborada pelo autor, 2024). 

   

A revelação desses nucleosídeos resultou em pelo menos duas notáveis 

evoluções científicas. A primeira contestou a concepção vigente, que afirmava que um 

nucleosídeo somente teria função biológica ao conter ribose ou desoxirribose em sua 

estrutura. Já a segunda introduziu o conceito farmacológico de antimetabólitos no 

âmbito da quimioterapia antineoplásica (JIMENEZ et al., 2020). Dessa forma, orientou 

o desenvolvimento dos análogos sintéticos: a citosina-arabinosídeo (Ara-C®) (9) e a 

adenina-arabinosídeo (Ara-A®) (10), reconhecidos pela US Food and Drug 

Administration (FDA) como princípio ativo de medicamentos contra câncer (leucemia) 
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e antiviral (Herpes), respectivamente (ALTMANN, 2017; HAN et al., 2022; JIMÉNEZ, 

2018).  

O avançar das técnicas de mergulho e o desenvolvimento de equipamentos 

mais seguros, permitiu o aumento no número de pesquisas com PNM, possibilitando 

a descoberta de novas substâncias bioativas e, consequentemente, de fármacos 

derivados desse ecossistema (COSTA-LOTUFO, L. V.; WILKER, D. V.; JIMENEZ, 

2009).  

Atualmente existem quinze agentes terapêuticos disponíveis no mercado 

farmacêutico oriundos do ambiente marinho, como demonstrado no Quadro 1, sendo 

dez deles direcionadas para o tratamento de câncer (Citarabina (Ara-C); Mesilato de 

Eribulina (E7389); Brentuximabe Vedotina (SGN-35); Trabectedina (ET-743); 

Plitidepsina; Polatuzumabe Vedotina (DCDS-4501A); Enfortumabe Vedotin-ejfv; 

Lurbinectedina; Disitamabe Vedotina; Tisotumabe Vedotin-tftv), uma substância 

antiviral (citosina-arabinosídeo - Ara-C®), três ácidos graxos poliinsaturados ômega-

3, derivados de peixe, reguladores de hipertrigliceridemia (Lovaza®, Vascepa® e 

Epanova®) e um peptídeo derivado do caracol marinho Conus moncuri, o ziconotídeo 

(Prialt®), usado para tratar dores crônicas (HEITZ et al., 2023; KAPLON et al., 2022; 

LE et al., 2020). 
 

Quadro 1. Substâncias de origem marinha já aprovadas como medicamentos até 2024. 

Nome do 
Composto 

Marca 
Registrada 

Ano de 
Aprovação  

Organismo 
Marinho 

Classe 
Química 

Área da 
Doença Fabricante 

Citarabina 
(Ara-C) Cytosar-U® 1969 - FDA Esponja Nucleosídeo Câncer: 

Leucemia Pfizer 

Vidarabina 
(Ara-A) Arasena A® 1976 - FDA Esponja Nucleosídeo Antiviral: 

Herpes 

Mochida 
Pharmaceutic

al Co. 

Ziconotida Prialt® 2004 - FDA Concha de 
caracol Peptídeo Dor Crônica 

Jazz 
Pharmaceutic

als 
Éster etílico de 

ácido graxo 
ômega-3 

Lovaza® 2004 - FDA Peixe 
Ácidos 
graxos 

ômega-3 

Hipertrigliceri
demia 

GlaxoSmithKl
ine 

Éster etílico de 
ácido 

eicosapentaen
oico 

Vascepa® 2012 - FDA Peixe 
Ácidos 
graxos 

ômega-3 

Hipertrigliceri
demia Amarin 

Ácido 
carboxílico 
ômega-3 

Epanova® 2014 - FDA Peixe 
Ácidos 
graxos 

ômega-3 

Hipertrigliceri
demia AstraZeneca 

Mesilato de 
Eribulina 
(E7389) 

Halaven® 2010 - FDA Esponja Cetona 
macrocíclica 

Câncer: 
Câncer de 

Mama 
Metastático 

Eisai Inc. 

Brentuximabe 
Vedotina 
(SGN-35) 

Adcetris® 2011 - FDA Molusco / 
cianobactéria ADC (MMAE) 

Câncer: 
Linfoma 

Anaplásico 
Seagen 



42 
 

 

Nome do 
Composto 

Marca 
Registrada 

Ano de 
Aprovação  

Organismo 
Marinho 

Classe 
Química 

Área da 
Doença Fabricante 

de Células T 
Grandes 

Sistêmico, 
Doença de 

Hodgkin 

Trabectedina 
(ET-743) 

PharmaMar
® 

Yondelis® 

2007 - EMEA 
2015 - FDA 

 
Tunicado Alcaloide 

Câncer: 
Sarcoma de 

Tecidos 
Moles e 

Câncer de 
Ovário 

PharmaMar 

Plitidepsina  Aplidin® 2018 - TGA Tunicado Depsipeptíde
o 

Câncer: 
Mieloma 
Múltiplo, 

Leucemia, 
Linfoma 

PharmaMar 

Polatuzumabe 
Vedotina 
(DCDS-
4501A) 

Polivy™ 2019 - FDA Molusco / 
cianobactéria ADC (MMAE) 

Câncer: 
Linfoma não 

Hodgkin, 
Leucemia 
Linfocítica 
Crônica, 
Linfoma, 

Linfoma de 
Células B, 
Folicular 

Genentech / 
Roche 

Enfortumabe 
Vedotin-ejfv PADCEV™ 2019 - FDA Molusco / 

cianobactéria ADC (MMAE) 
Câncer 

Metastático 
de Urotélio 

Astellas 
Pharma & 
Seagen 

Lurbinectedina Zepzelca™ 2020 - FDA Tunicado Alcaloide 

Câncer: 
Câncer de 

Pulmão 
Pequenas 

Células 
Metastático 

PharmaMar 

Disitamabe 
Vedotina Aidixi™ 

2021 - NMPA 
2023 - FDA 

 

Molusco / 
cianobactéria ADC (MMAE) 

Câncer: 
Carcinoma 
Urotelial, 
Câncer 

Avançado, 
Câncer 

Gástrico, 
Carcinoma 

Gástrico com 
Superexpres

são de 
HER2, 

Câncer de 
Mama 

Avançado, 
Tumores 
Sólidos 

Remegen 
Biosciences 

Tisotumabe 
Vedotin-tftv TIVDAK™ 2021 - FDA Molusco / 

cianobactéria ADC (MMAE) 
Câncer 

Metastático 
de Colo do 

Útero 

Seagen 

Australia - Therapeutic Goods Administration (TGA); China - National Medical Products Administration (NMPA); Estados Unidos 
- Food and Drug Administration (FDA); União Europeia European Medicines Agency (EMEA); ADC - Conjugado Anticorpo Droga; 
MMAE- Monometilauristatina E. Fonte: adaptado de www.marinepharmacology.org/approved, acesso 03 de fevereiro de 2024) 

 

Em 2010 foi aprovado pela FDA o mesilato de eribulina (Halaven®) para o 

tratamento do câncer de mama metastático, que é um análogo sintético da 

http://www.marinepharmacology.org/approved
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halicondrina B extraída da esponja marinha Halichondria okadai em 1986 (ALTMANN, 

2017; CALCABRINI et al., 2017).  

A trabectedina (11) conhecida também como ecteinascidina, um alcaloide 

isolado de extratos provenientes do tunicado E. turbinada, foi aprovada pela EMAE 

(2007) para tratamento de câncer de ovário e tecidos moles. Esse marco representou 

um avanço significativo, tornando a trabectedina o primeiro medicamento marinho 

idêntico ao produto natural original a obter autorização de comercialização (JIMENEZ 

et al., 2020). O processo de desvendar completamente a estrutura desse composto 

demandou mais de duas décadas desde a identificação de sua atividade biológica nos 

referidos extratos (RINEHART et al., 1991). A aprovação pela FDA, como agente 

anticâncer, só veio acontecer em 2015 (NEWMAN; CRAGG, 2020). 

 

 
Figura 3. Representação estrutural das substâncias trabectedina (11) e lurbinectedina (12). (Fonte: 
ilustração elaborada pelo autor, 2024). 
 

Uma das últimas drogas de origem marinha aprovadas pela FDA trata-se do 

antitumoral Lurbinectedina (12) (Zepzelca®). Com base nas características únicas da 

trabectedina, a PharmaMar desenvolveu esse análogo sintético, o alcaloide 

lurbinectedinaum (JIMÉNEZ, 2018; PEREIRA et al., 2019). A Lurbinectedina, análogo 

sintético da trabectedina, mantém o esqueleto pentacíclico, mas diferencia-se pela 

tetrahidro β-carbolina na região do anel C. Essa modificação estrutural trouxe 

benefícios farmacocinéticos e interações específicas com vias de reparo do DNA, 

potencializando sua capacidade terapêutica (LEAL et al., 2010; MAYER, 2024).  

Além dos agentes farmacológicos já aprovados para uso terapêutico, há mais 

de quarenta agentes distribuídos nas fases I, II e III de estudos clínicos (MAYER, 

2024). Um exemplo é a Plinabulina (13), uma dicetopiperazina, análogo sintético da 
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halimida (14), que é uma substância natural derivada de Aspergillus sp isolado da alga 

verde Halimeda lacrymosa (JIMÉNEZ, 2018), e que hoje se encontra em fase III de 

estudos clínicos como agente antitumoral contra a câncer de mama, de cólon e de 

próstata em adultos (CRAWFORD; OSWALT, 2023). 

 

 
Figura 4. Representação estrutural das substâncias plinabulina (13) e halimida (14). (Fonte: ilustração 
elaborada pelo autor, 2024). 

 

Entre os anos de 2020 e 2022 foram descritas 4249 novas substâncias de 

origem marinha, em 1220 trabalhos de pesquisas (CARROLL et al., 2022, 2023, 

2024). Um dos fatores que contribui para a crescente descoberta de substâncias é 

que o ambiente marinho possui uma variedade enorme de espécies de plantas e 

invertebrados marinhos e microrganismos ainda serem explorados (CARROLL et al., 

2019) 
O “Registro Mundial de Espécies Marinhas” (World Registre of Marine Species 

– WoRMS) aponta o cadastro atual de 244.917 espécies marinhas catalogadas 

(WORMS, 2024). Dentro desse universo encontram-se as algas marinhas, que é um 

grupo muito grande e diversificado de organismos simples, tipicamente fotossintéticos 

que desempenham papel fundamental na produtividade do oceano e constituem a 

base da cadeia alimentar marinha. 

 

 

1.2.1 Algas Marinhas 
 

As algas, inseridas no reino Protista, são seres eucarióticos que surgiram na 

Terra há aproximadamente um bilhão de anos, se diferenciam das plantas pela falta 

de tecidos especializados (por exemplo, sistema radicular e estruturas vasculares). 
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Dotadas de cloroplastos, essenciais para a realização da fotossíntese, destacam-se 

como os principais organismos fotossintéticos desse reino (VECCHI et al., 2020). 

Atualmente, o conhecimento abrange mais de um milhão de espécies de algas, com 

muitas outras ainda por descobrir e classificar. Além de desempenharem um papel 

crucial na regulação dos níveis de CO2, assumem uma função vital na mitigação do 

aquecimento global (GANESHKUMAR et al., 2023). 

Considerando seu tamanho, as algas são categorizadas em macroalgas, 

conhecidas como algas marinhas, multicelulares, e microalgas, unicelulares (WELLS 

et al., 2017). As macroalgas são divididas em três grandes grupos, as algas verdes 

(Chlorophyta), as pardas/marrom (Phaeophyta) e as vermelhas (Rhodophyta) 

(GUIRY, 2012). Registros fósseis de macroalgas datam de mais de 1200 milhões de 

anos, antecedendo a evolução das plantas terrestres e no caso da alga vermelha 

Bangiomorpha sp. representam o mais antigo organismo multicelular resolvido 

taxonomicamente (BUTTERFIELD, 2000).  

As algas marinhas (macroalgas) formam um grupo diversificado e unipresente 

de organismos fotossintéticos em ambientes aquáticos (EGAN et al., 2013). São os 

principais formadores de habitat em costões rochosos em águas temperadase e 

desempenham um papel fundamental em ambientes marinhos, como um dos 

produtores primários mais importantes, eles fornecem alimento e contribuem 

significativamente para a quantidade de matéria orgânica particulada e dissolvida 

(MARTORELL et al., 2021). 

A medicina chinesa e egípcia já explorava as algas marinhas para diversas 

finalidades há mais de 2000 anos (SARASAN et al., 2017; SHALABY, 2011). Algumas 

espécies, especialmente de macroalgas, são importantes economicamente, pois, 

devido sua quimiodiversidade, são vistas como promissoras fontes de substâncias 

biologicamente ativas para o desenvolvimento de novos alimentos (nutracêuticos), 

cosméticos (cosmecêuticos) e produtos farmacêuticos (COTAS et al., 2020; YOON et 

al., 2023). Como polissacarídeos (alginato, ágar e carragenina), lipídios, polifenóis, 

esteroides, glicosídeos, flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides, triterpenoides, 

antraquinonas e glicosídeos cardíacos que podem ser usados como potenciais 

terapêutico (AZIZ et al., 2021).  

Alguns trabalhos recentes relatam a descobertas de novas substâncias a partir 

de diferentes tipos de algas, como o derivado de para-xileno, caulerprenilol B (14), 
isolado da alga verde Caulerpa racemosa que apresentou atividade antifúngica contra 
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Candida glabrata (LIU et al., 2013). Um novo bifenil aldeído bromado (15), isolado da 

alga verde Avrainvillea amadelpha apresentou atividade citotóxica com célula tumoral 

HTCL (HAWAS et al., 2021). Diterpenóides paquidictiol contendo hidroazuleno, 

(8R,11R)-8,11-diacetoxipachidictiol A (16) e 7Z-7,8-seco-7,11-didehidro-8-

acetoxipachidictiol A (17), que foram relatados em um Dictyota sp e apresentaram 

efeitos citotoprotetores contra o estresse oxidativo causado pela exposição ao 

H2O2 em células PC12 do tipo neuronal (WU et al., 2021). Da alga vermelha Laurencia 

papillosa foram isolados novos haloterpenos, ácido plysiólico (18), 7-acetil-aplisiol (19) 
e aplisiol-7-ona (20), os três apresentaram atividade antibacteriana (SHAABAN et al., 

2021). 

 

 
Figura 5. Representação estrutural das substâncias caulerprenilol B (14), aldeído bromado (15), 
(8R,11R)-8,11-diacetoxipachidictiol A (16), acetoxipachidictiol A (17), ácido plysiólico (18), 7-acetil-
aplisiol (19) e Aplisiol-7-ona (20). (Fonte: ilustração elaborada pelo autor, 2024). 

 

Durante o período de 2021 a 2022 foram descobertos 100 novos produtos 

naturais obtidos a partir das algas marinhas, deste mais de quarenta porcento eram 

de algas vermelhas (Rhodophyta) (CARROLL et al., 2023, 2024). Esses dados 

corroboram com o fato desse grupo ser o mais frequentemente pesquisado, uma vez 

que apresentam rica fonte de metabólitos secundários estruturalmente únicos e 

biologicamente ativos (KLADI; VAGIAS; ROUSSIS, 2004).,  
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As algas vermelhas correspondem a cerca de 7000 espécies (BLUNT et al., 

2018) e podem exibir diferentes tonalidades, como rosa, vermelho, violeta, roxo ou 

esbranquiçado, devido à impregnação de carbonato de cálcio (calcárias). Também 

podem assumir tons preto ou até mesmo esverdeado em águas superficiais ou 

sistemas de água doce continentais (TEIXEIRA, 2013). 

Um grupo importante das algas vermelhas são as do gênero Asparagopsis, 

pertencente à ordem Bonnemaisoniales, do filo Rhodophyta (algas vermelhas) e inclui 

três espécies taxonomicamente aceitas, a Asparagopsis armata Harvey, 1855 

(também conhecida como Falkenbergia rufolanosa), Asparagopsis svedelii e 

Asparagopsis taxiformis (também chamada de Asparagopsis delilei Montagne) 

(ALGAE BASE, 2024).  
A espécie A. taxiformis, da qual foram isolados os endófitos estudados neste 

trabalho de pesquisa é mundialmente difundida (Figura 6) em áreas temperadas, 

subtropicais e tropicais, com ocorrências no oceano atlântico, Mediterrâneo e oceano 

pacífico (ANDREAKIS et al., 2007; MATA et al., 2017).  

 

 
Figura 6. Distribuição documentada da A. taxiformis, Marcadores verdes indicam locais de ocorrência 
confirmada. Fonte: WoRMS Editorial Board (2024). 

 

Um estudo reporta atividade antioxidante dos extratos de A. taxiformis, bem 

como sua atividade quelante de íons ferrosos, que mede a capacidade dos 

antioxidantes secundários de inibir a oxidação por meio de uma abordagem indireta 
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(NUNES et al., 2018). Uma substância isolada da A. taxiformis coletada no Mar 

Mediterâneo, o 6-metil-4,22-estigmasterol-2,3-di acetato (22), apresentou atividade 

antiviral contra o vírus H5N1 (SHALABY; SHANAB, 2021). Essa espécie também é 

conhecida por biossintetizar diferentes hidrocarbonetos halogenados contendo 

estruturas com propriedades antimicrobianas e citotóxicas (GIUSEPPA et al., 2013), 

como as duas novas ciclopentenonas altamente bromadas: mahorona (23) e 5-

bromomahorona (24), que apresentaram atividade antibacteriana frente ao patógeno 

humano Acinetobacter baumannii e são os dois primeiros exemplos documentados de 

derivados naturais de 2,3-dibromociclopentenona (GREFF et al., 2014). 

 

 
Figura 7. Representação estrutural das substâncias 6-metil-4,22-estigmasterol-2,3-di acetato (22), mahorona (23) 
e 5-bromomahorona (24). (Fonte: ilustração elaborada pelo autor, 2024). 

 
As algas marinhas vivem em constante adaptação às mudanças ambientais 

frequentes e/ou esporádicas, como variação da salinidade, baixo conteúdo de 

oxigênio, limitação de nutrientes, alteração na incidência de luz, além disso, espécies 

marinhas sobrevivem com tal limitação de nutrientes e competição por espaço. Um 

dos agentes que podem contribuir para manutenção da sobrevivência das algas, por 

exemplo, são os microrganismos endofíticos (principalmente bactérias e fungos) que 

em condições adversas são forçados a produzir certos metabólitos secundários 

bioativos como mecanismos de defesa, atuando simbioticamente com o metabolismo 

da alga (ZHANG et al., 2016b) 

Além disso, as macroalgas fornecem habitat e abrigo estrutural para muitos 

microrganismos, principalmente para fungos simbiontes, saprófitos e parasitas 

(OGAKI et al., 2020). Há evidências substanciais de que a vitalidade, o desempenho 

e a resiliência das macroalgas são funcionalmente regulados e auxiliados em parte 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/saprotroph
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/parasitic-fungi
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pela microbiota associados, com funções relacionadas à saúde e defesa do 

hospedeiro (EGAN et al., 2013). 

A associação de algas com comunidades bacterianas apresenta efeito 

importante no crescimento, nutrição, desenvolvimento e defesa das algas (EGAN et 

al., 2013). Outro estudos apontam para a contribuição das bactérias para as 

macroalgas em relação à aquisição de nutrientes ou defesa através da produção de 

vitaminas (EGAN et al., 2013; WICHARD; BEEMELMANNS, 2018). De tal forma que, 

a assistência funcional implica que as macroalgas e toda a sua microbiota associada 

formam um “superorganismo”, também chamado de holobionte (BAROTT et al., 

2011). Ou seja, o conceito de holobionte pressupõe a necessidade de uma visão 

coletiva de todas as interações e atividades dentro e entre um hospedeiro e todos os 

seus organismos associados. 

Considerando a ampla diversidade microbiana do ecossistema marinho, as 

bactérias são as que têm sido amplamente estudadas, no entanto, as macroalgas 

também estabelecem relação e abrigam grande diversidade de fungos. Um dos 

primeiros trabalhos que tratam da relação simbiótica entre macroalga e fungo é datado 

de mais de um século e investigou a relação entre as algas Ascophyllum nodosum, 

Pelvetia canaliculata e o fungo endofítico Stigmidium ascophylli (COTTON, 1907). 

As relações estabelecidas entre macroalgas e fungos são um evento comum 

nos ecossistemas marinhos e envolvem diversos mecanismos bioquímicos 

interessantes do ponto de vista químico e biotecnológico (MARTORELL et al., 2021; 

VALLET et al., 2018). Por exemplo, o fungo Turgidosculum ulvae coloniza o tecido 

interno da alga verde Blidingia minima e induz manchas escuras, impedindo assim o 

consumo por gastrópodes predadores do hospedeiro (KOHLMEYER; VOLKMANN-

KOHLMEYER, 2003). Dessa forma, as macroalgas são consideradas um dos 

principais reservatórios marinhos de fungos. 

 

1.2.2 Fungos Endofíticos de Alga Marinha  
 

Estima-se que aproximadamente 1% das bactérias e 5% dos fungos tenham 

suas espécies descritas, sugerindo que há milhões de espécies de microrganismos 

ainda desconhecidas (BÉRDY, 2012). Os microrganismos são especialmente 

versáteis, encontrados em todos os ecossistemas e se adaptam a ambientes diversos, 

até mesmo nos extremamente inóspitos (DE FELÍCIO et al., 2015). Estudo aponta 
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que, por exemplo, os fungos compõem mais de 50% dos grupos genéticos 

identificados na “zona crepuscular”, uma região situada entre 200 e 1.000 metros 

abaixo da superfície do oceano. Essa descoberta sugere que os fungos 

desempenham um papel significativo no processamento de matéria orgânica no 

oceano (Laiolo et al., 2024). 

Dentro do universo de microrganismos há os chamados “endofíticos”, o termo 

foi cunhado pela primeira vez por De Bary 1866, em que ele definiu como “qualquer 

organismo que cresce com tecidos vegetais” a partir de observações da presença de 

células microbianas em tecido vegetal (RUNGJINDAMAI; JONES, 2024). No entanto, 

a definição mais usada e aceita entre pesquisadores é a de Petrini, “todos os 

organismos que habitam órgãos vegetais que, em algum momento de sua vida, podem 

colonizar tecidos internos da planta sem causar danos aparentes ao seu hospedeiro” 

(PETRINI, 1991). Nessas interações mutualísticas, o hospedeiro oferece um ambiente 

propício à vida e nutrientes para o endófito, enquanto o endófito, por sua vez, protege 

a planta contra patógenos e pragas e promove a resistência a fatores abióticos, como 

seca e salinidade (BACON; WHITE, 2016). 

A relação simbiótica com o hospedeiro possibilita que o microrganismo 

endofítico silencie ou ative determinada via biosintética específica, e o hospedeiro 

possa produzir metabólitos com bioatividades únicas, ou ainda que esse endófito seja 

o produtor dos PN previamente caracterizado a partir do hospedeiro (Zhang et al., 

2016), além da possibilidade do microrganismo passar a produzir PN similares ao do 

hospedeiro através de um processo evolutivo e incorporação de informações 

genéticas, a fim de melhor se adaptar às condições ambientais (TOGHUEO; SAHAL; 

BOYOM, 2020). 

Um bom exemplo da exploração dos fungos endofíticos como fonte de PN é o 

taxol. A descoberta do taxol, extraído inicialmente do Taxus brevifolia e, por conta da 

efetividade no tratamento contra alguns tipos de câncer, sobretudo em estado 

avançado, tornou-se a primeira droga anticâncer de bilhões de dólares do mundo 

(SARASAN et al., 2017; UZMA et al., 2018). Os desafios relacionados às restrições 

na disponibilidade, isolamento e síntese do taxol levaram os pesquisadores a 

buscarem fontes alternativas para obtenção da substância. Assim, Stierle e 

colaboradores (1993) identificaram um fungo endofítico de T. brevifolia produtor de 

taxol, o Taxomyces andreanae, e hoje o taxol pode ser produzido a partir de semi-

síntese, cultura de célula e por meio de microrganismos (UZMA et al., 2018). 
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         O ecossistema marinho impõe desafios aos seus organismos, como as algas, 

que estão expostas a uma combinação de luz intensa e altas concentrações de 

oxigênio (PONTE et al., 2022). Essas condições estimulam a geração de radicais 

livres e criam um estresse oxidativo constante. Para sobreviver nesse ambiente 

altamente competitivo, as algas precisam empregar diferentes estratégias de defesa 

e integrar uma variedade de metabólitos. Além disso, as algas e seus simbiontes 

endofíticos associados se tornam uma promissora fonte de produtos naturais com alta 

diversidade estrutural (CARROLL et al., 2020; SARASAN et al., 2017). 

Nos últimos anos, tem-se notado um crescimento contínuo na investigação de 

fungos marinhos, contrastando com uma diminuição na descoberta de novas 

substâncias em esponjas, cnidários e bactérias (CARROLL et al., 2021). Nesse 

universo, fungos endofíticos associados a organismos marinhos, como macroalgas, 

têm atraído significativa atenção na busca de novas substâncias para o controle de 

doenças devido às suas capacidades excepcionais de produzir metabólitos bioativos 

(GOGINENI et al., 2020).  

Ao longo dos últimos anos, trabalhos de revisão têm relatado diversos PN 

obtidos a partir de fungos endofíticos de algas marinhas. Esses PN incluem alcaloides, 

terpenoides, flavonoides, esteroides, fenóis, os quais apresentam atividades 

anticâncer, antibacteriana, antimicótica, antioxidante e inibição da enzima 

acetilcolinesterase (Carroll et al., 2024; Sarasan et al., 2017; Zhang; Li; Wang, 2016). 

Entre 2019 e 2022 foram isoladas e identificadas mais duzentas novas substâncias a 

partir de fungos endofíticos de algas marinhas (CARROLL et al., 2021, 2022, 2023, 

2024), como demonstrado na Figura 8. Sendo aproximadamente 72% de fungos 

isolados de algas vermelhas, principalmente do gênero Grateloupia (corresponde a 

aproximadamente 11%), e os principais gêneros de fungos foram Aspergillus 

(aproximadamente 32%) Trichoderma (aproximadamente 30%) e Penicillium 

(aproximadamente 14%). 
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Figura 8. Diagrama de Alluvial: substâncias isoladas a partir de fungos endofíticos de diferentes tipos 
de algas marinhas entre 2019 e 2022. *NS: Não informado o tipo de alga ou gênero. Fonte: Elaborado 
pelo autor a partir de dados extraídos de (CARROLL et al., 2021, 2022, 2023, 2024) 

 

A substância tennessenoide A (25), metabólito híbrido de policetídeo-terpeno, 

isolado do fungo endofítico Aspergillus sp., um endófito da alga marinha Grateloupia 

turuturu. O tennessenoide A demonstrou atividade antifúngica de amplo espectro 

contra oito fungos patogênicos de plantas, com diâmetros de zona de inibição variando 

de 2 a 7 mm (ZHAO et al., 2022). 
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Dois novos metabólitos sulfurados, pensulfonoxi (26) e pensulfonamida (27), 
foram obtidos do extrato de Penicillium aculeatum, um fungo endofítico isolado da alga 

vermelha Laurencia obtusa. A pensulfonamida exibiu atividade antifúngica contra 

Candida albicans e citotoxicidade contra células MCF-7, enquanto o pensulfonoxi 

apresentou atividade citotóxica frente a células HCT116 com valores de IC50 de 2,18 

e 5,23 µM respectivamente (HAWAS et al., 2022). 

         Estudo realizado anteriormente em nosso grupo de pesquisa, o Núcleo de 

Bioensaios, Biossíntese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), levou o 

isolamento de cinco sesquiterpenos do tipo botriano a partir do extrato AcOEt de 

Nemania bipapillata, um fungo endofítico isolado da alga vermelha marinha 

Asparagopsis taxiformis. Dentre as substâncias isoladas, duas eram inéditas e foram 

denominadas nemenodiol A (28) e nemenodiol B (29), sendo que o nemenodiol A 

apresentou significativa inibição da enzima acetilcolinesterase (MEDINA et al., 2019b). 

 

 
Figura 9. Representação estrutural das substâncias tennessenoide A (25), pensulfonoxi (26), 
pensulfonamida (27), nemenodiol A (28) e nemenodiol B (29). Fonte: Ilustração elaborada pelo autor, 
2024 

 

O filo Ascomycota é o grupo predominante na micologia marinha (Calabon et 

al., 2023; M et al., 2021), possivelmente devido a sua habilidade inata de sobreviver 

em condições salinas variáveis, bem como à formação de esporocarpos pequenos, 

estrutura multicelular onde se desenvolvem as estruturas produtoras de esporos, 
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como os basídios e ascos. Essa estrutura faz parte da fase sexuada do ciclo de vida 

dos fungos (M et al., 2021).  

 

1.3 GÊNERO ANNULOHYPOXYLON  
 

A família Hypoxylaceae pertence ao filo Ascomycota, conta com 19 gêneros e 

mais de 350 espécies descritas (Daranagama et al., 2018). Algumas espécies dos 

gêneros como Daldinia e Hypoxylon já são bastante conhecidas e foram descritas pela 

primeira vez antes do século XVIII por botânicos como Dillenius e Linnaeus (STADLER 

et al., 2013). No entanto, o gênero Annulohypoxylon  só foi reconhecido em 2005, até 

então era classificado como Hypoxylon sec. Annulata., e passou a ser segregado 

como um gênero distinto por Hsieh e colaboradores num trabalho de 2005 (Hsieh; Ju; 

Rogers, 2005). Essa decisão foi baseada na formação de um grupo monofilético pelas 

espécies de Annulohypoxylon, conforme evidenciado por análises filogenéticas das 

sequências de α-actina e β-tubulina. Além disso, o trabalho de Hsieh e colaboradores 

também revelou que as espécies da seção Annulata eram monofiléticas, culminando 

na criação desse novo gênero denominado Annulohypoxylon  (HSIEH; HARRIS, 

2019).  

Até o ano de 2017, Annulohypoxylon era classificado na família Xylariaceae. 

Contudo, uma pesquisa abrangente, que utilizou dados filogenéticos moleculares, 

perfis de metabólitos secundários e características morfológicas, conduziu à criação 

da nova família Hypoxilaceae dentro da ordem Xylariales, inclusive com a criação do 

gênero Jackrogersella a partir da segregação do gênero Annulohypoxylon  (WENDT 

et al., 2018). 

O gênero Annulohypoxylon, atualmente, compreende mais de setenta espécies 

e seis variedades, sendo majoritariamente originadas de áreas tropicais e subtropicais 

e o seu desenvolvimento está associado a madeira morta (FOURNIER; LECHAT, 

2016; PIMJUK et al., 2020; SIR et al., 2018), porém há ocorrências de espécies como 

endófitas em plantas (Gao et al., 2020) e, mais recentemente, em algas marinhas, tal 

como a A. stygium, A. yungensis e A. nitens (IKEDA et al., 2014; MACIEL et al., 2018; 

MEDINA et al., 2019a). 

Um dos primeiros trabalhos para proposta da quimiotaxonomia com gênero 

Annulohypoxylon (Quang et al., 2005b), estudou 26 espécies (à época ainda 

classificada como Hypoxylon sect. Annulata) a partir dos extratos dos seus corpos 
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frutíferos, por meio de análises por CLAE–UV/Vis e CLAE-EM. Um outro trabalho mais 

amplo e focado nas relações filogenéticas e quimiotaxonômicas do gênero 

Annulohypoxylon, avaliou 42 espécies quanto à ocorrência de metabólitos marcadores 

quimiotaxonômicos em extratos brutos dos corpos frutíferos analisados por CLAE-EM 

(Kuhnert et al., 2017a). A partir desses dois estudos, é possível citar quatro grupos de 

substâncias recorrentes nas espécies do gênero, os derivados de naftaleno, as 

asterriquinonas, derivados benzo[j]fluoranteno e as azafilonas (Quang et al., 2005a; 

Sudarman et al., 2016b). 

Os metabólitos derivados de naftaleno podem ser separados em dois grupos a 

depender do arranjo das unidades de naftalenos. Os que pertencem ao grupo 1,2’-

binaftil, como a substância hinnulina A (30), isolada de A. minutellum, que apresentou 

atividade citotóxica contra células de carcinoma do colo do útero humano KB3.1 

(Kuhnert et al., 2017a). Enquanto os pertencentes ao grupo 1,1’-binaftil, destaca-se o 

4,5,4’,5’-tetrahidroxi-1,1’-binafitil (BNT) (31), amplamente distribuído na família 

Hypoxylaceae, em especial no gênero Annulohypoxylon  (Standler et al., 2007), e pode 

ser encontrado em várias espécies como A. areolatum, A. bahnphadengense, A. 

leptascum, A. massivum, A. annulatum, A. annulatum/truncatum hybrid, A. 

substygium, A. yungensis (KUHNERT et al. 2017b). 

Dois tipos de asterriquinonas foram identificadas a partir do corpo frutífero de 

A. truncantum. Essas substâncias pigmentadas foram denominadas truncaquinonas 

A (32) e B (33), e exibiram atividade citotóxica em ensaios com célula de câncer de 

fibroblasto L-929 de camundongo e antimicrobiana frente às bactérias Bacillus subtilis 

e Staphylococcus aureus (SURUP et al., 2016). 

Diferentes tipos de derivados de benzo[j]fluoranteno são amplamente 

encontrados em espécies de Annulohypoxylon (KUHNERT et al., 2017b; QUANG et 

al., 2005b), como os hypoxylonols A e B, isolados de A. truncatum (Koyama et al., 

2002). Bem como, hypoxylonols C (34) que foi ativo na proteção das células β 

pancreáticas contra danos apoptóticos (LEE et al., 2019b) e F (35), e conferem 

capacidade de melhorar a secreção de insulina pelas células β pancreáticas, podendo, 

então, ser explorado como agente terapêutico para tratar diabetes (LEE et al., 2019a).  

As substâncias truncatone A (36) e B (37) foram isolados de A. leptascum, 

enquanto a truncatone C foi obtida de Annulohypoxylon  sp, a truncatone D (38) foi 

isolada de A. cf. truncatum.  As substâncias truncatone A, B e D apresentaram 
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atividade citotóxica contra células de fibroblastos de camundongo (SUDARMAN et al., 

2016a). 

 

 
Figura 10. Representação estrutural das substâncias: hinnulina A (30); 4,5,4’,5’-tetrahidroxi-1,1’-binafitil 
(BNT) (31); truncaquinonas A (32) e B (33); hypoxylonols C (34); F (35), truncatone A (36) e B (37).  
(Fonte: ilustração elaborada pelo autor, 2024). 
 

 Uma pesquisa com estromas do fungo A. viridistrantum coletada na Tailândia 

descreveu a descoberta de três novos derivados de benzo[j]fluoranteno, denominados 

Viridistratinas A (39), B (40) e C (41), essas substâncias exibiram atividades 

antimicrobiana frente a bactérias como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus 

e Micrococcus luteus, e citotóxica frente a linhagens celulares L929 (fibroblastos de 

camundongo) (BECKER et al., 2020). 
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Figura 11. Representação estrutural das substâncias: Viridistratinas A (39), B (40) e C (41). (Fonte: 
ilustração elaborada pelo autor, 2024). 
 

Além dos estudos com corpo frutífero, alguns trabalhos apontam a presença 

desse gênero como endofítico de plantas. Um estudo com fungos endofíticos das 

folhas de Zizania caduciflora culminou na descoberta de novos sesquiterpenos, os 

annulohpoxylotol A (39) e B (40), extraído da espécie A. truncatum, que apresentaram 

atividade citotóxica frente ao fator de necrose tumoral TNF-alfa (LI et al., 2017). 

 

 
Figura 12. Representação estrutural das substâncias: annulohpoxylotol A (39) e B (40). (Fonte: 
ilustração elaborada pelo autor, 2024). 

 

Um estudo das folhas de Anoectochilus roxburghii (Wall.) Lindl investigou os 

metabólitos secundários produzidos pelo endófito, o  A. cf. stygium, foi possível  isolar 

as substâncias (-)-notoamida A, (-)-notoamida B, (+)-versicolamida B, notoamida C, 

notoamida D, stephacidin A, éter metílico de (-)-(3R)-meleína, diidroterigmatocistina, 

secosterigmatocistina, versiconol, averufanina, kipukasina D, kipukasina E, diorcinal, 

palmarumicina CP2 e esterigmatocistina, isolados pela primeira vez em espécie do 

gênero Annulohypoxylon, sendo que os dois últimos apresentaram atividade citotóxica 

contra célula de câncer de fígado, colo do útero, câncer de mama e câncer de cólon 

humano (GAO et al., 2020). 

Com objetivo de investigar a biossíntese de glicosídeos terpênicos brasilanos 

oxigenados, produzidos pelo um fungo ascomiceto A. truncatum, um estudo recente 

elucidou as estruturas novos congêneres do sesquiterpeno brasiliano, os terpenóides-

glicosídeos brasiliano D (41) e E (42) e caracterizou a via biossintética completa para 
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a formação de glicosídeo de brasiliano. Foi descoberto um aglomerado de genes 

responsáveis pela biossíntese dos brasilanos, uma monooxigenase P450 

multifuncional e a primeira transferase de N-acetilglicosamina (NAGT) em fungo. A 

NAGT é uma enzima rara em fungos, que pode transferir NAG para vários álcoois 

primários e secundários, além de glicose (FENG et al., 2020).  

 

 
Figura 13. Representação estrutural das substâncias: terpenóides-glicosídeos brasiliano D (41) e E 
(42). (Fonte: ilustração elaborada pelo autor, 2024). 

 

Recentes trabalhos apontam a descoberta de fungos endofíticos desse gênero 

também associado a organismos marinhos. Pesquisa com a espécie A. stygium 

isolada da alga marinha Bostrychia radicans, mostrou atividade fotoprotetora contra 

raios UV-B e citotóxica a partir dos compostos 3-benzilideno-2-metilhexahidropirrolo 

[1,2-α] pirazina-1,4-diona (43) e 1,2-propanodiol-1- (1,3-benzodioxol-5-il) (44), 
respectivamente (MACIEL et al., 2018). 

 

 
Figura 14. Representação estrutural das substâncias: 3-benzilideno-2-metilhexahidropirrolo [1,2-α] 
pirazina-1,4-diona (43) e 1,2-propanodiol-1- (1,3-benzodioxol-5-il) (44). (Fonte: ilustração elaborada 
pelo autor, 2024). 
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Um estudo de Medina e colaboradores reportou pela primeira vez fungos 

endofíticos das espécies A. stygium e A. yungensis na alga vermelha A. taxiformis e 

o isolamento de compostos fenólicos aromáticos pirogalol (45), esctalona (46), 4-

hidroxi-esctalona (47), 3,4,5-trihidroxi-1-tetralona (48) e tirosol (49) a partir desses 

fungos (MEDINA et al., 2018). 

 

 
Figura 15. Representação estrutural das substâncias: pirogalol (45); esctalona (46); 4-hidroxi-esctalona 
(47); 3,4,5-trihidroxi-1-tetralona (48) e tirosol (49) (Fonte: ilustração elaborada pelo autor, 2024). 
 

Outras substâncias isoladas nos últimos cinco anos a partir de fungos do 

gênero Annulohypoxylon  e suas respectivas atividades estão descritas no Quadro 2. 
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Quadro 2. Substâncias isoladas a partir de fungos do gênero Annulohypoxylon  nos últimos anos: 

Espécie Substância Atividade 
Biológica Estrutura Referência 

A. nitens nitenspirrol NT 

 

(WU; CHEN; 
CHENG, 2023) 

A. stygium anulopironoato 
IN contra células 

tomurais HeLa, HT29, 
HCT116, MCF-7  

(PIMJUK et al., 
2020) 

A. stygium var. annulatum 
(isolada da casca 
de Castanopsis 

carlesii var. sessilis) 

3 β ,5 α ,9 α -
trihidroxi-

(22 E ,24 R )-ergosta-
7,22-dien-6-ona 

NT 

 
(CHENG; WU; 
CHEN, 2023) 

peróxido de 
ergosterol NT 
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Espécie Substância Atividade 
Biológica Estrutura Referência 

ácido (2 E , 3 S ) -2-
hexilideno-3-

metilbutanodióico 
NT 

 

A. atroroseum (isolado de 
Citrus sinensis Osbeck cv. 

Newhall) 

trans -3,4-dihidro-
3,4,8-

trihidroxinaftalen-1(2 
H )-ona 

Ativo contra: 
Escherichia coli , 
Staphylococcus 

aureus resistente à 
meticilina (MRSA) e 
Xanthomonas citri 

subsp. citri 

 (WANG et al., 
2023) 

8-hidroxil-drimanol 

 

A. multiforme var. alaskense annlomultialaskosideo NT 

 

(CHENG et al., 
2022) 

A. spougei 

annulofuranos A 
Ativo na indução de 

crescimento do capim 
Ruzi 

 (PIMJUK et al., 
2022) 

annulofuranos B 

 



62 
 

 

Espécie Substância Atividade 
Biológica Estrutura Referência 

A. cf. stygium (Isolado das 
folhas de Anoectochilus 

roxburghii ( WALL.) LINDL) 

esterigmatocistina 

Atividade citotóxica 
contra células HepG2, 
células HeLa, células 
MCF-7 e células HT-

29. 

 (GAO et al., 
2020) 

palmarumicina CP2 

 
*NT: Não testado para atividade biológica 
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1.4 INFLUÊNCIA DO HOSPEDEIRO NO PERFIL QUÍMICO DO ENDÓFITO 
 

Os vestígios preservados no registro fóssil indicam que fungos endofíticos e 

plantas hospedeiras mantiveram uma associação por 400 milhões de anos, 

desempenhando papéis cruciais na ecologia, proliferação, aptidão e orientação da 

evolução de suas respectivas trajetórias de vida (KRINGS et al., 2007). A coevolução 

entre fungos endofíticos e seus hospedeiros é um fenômeno intrigante que influencia 

a produção de metabólitos secundários tanto do hospedeiro, quanto do endófito. 

Esses metabólitos secundários desempenham papéis cruciais na comunicação entre 

o endófito e o hospedeiro, permitindo a adaptação mútua e a orientação para 

diferentes ambientes (DEBBAB; ALY; PROKSCH, 2011; LIND et al., 2017). 

Durante o período primitivo, os endófitos gradualmente adquiriram adaptações 

ao microambiente interno dos hospedeiros por meio da transferência horizontal de 

genes (HGT) entre endófitos e plantas. Nesse processo de variação genética, 

as cepas de fungos inserem fragmentos de seus materiais genéticos nos genomas 

das plantas ou absorvem fragmentos genéticos das plantas em seus próprios 

genomas (Soanes; Richards, 2014). Dessa forma, os fungos endofíticos podem 

produzir diferentes substâncias mediados pelo hospedeiro, enquanto estes últimos 

também podem produzir alguns metabólitos originados pelos fungos endofíticos (Alam 

et al., 2021). 

Um estudo com Lolium perenne L. e seu simbionte endofítico do gênero 

Epichloërevela mostrou que a planta hospedeira exerce influência significativa na 

produção metabólica do fungo endofítico. A regulação genética quantitativa do 

genótipo da planta hospedeira afetou a concentração de alcaloides e a massa micelial 

do endófito, demonstrando variação genética potencial. Além disso, regiões discretas 

no genoma do L perenne L influenciam esses traços, indicando efeito da planta 

hospedeira na expressão de alcaloides pelo endófito. A presença de QTL (Locus de 

Característica Quantitativa) para concentrações de alcaloides e massa micelial do 

mapa genético do L perenne L confirmou que a planta hospedeira exerce regulação 

genética dos níveis de massa micelial do endófito nos tecidos da planta (FAVILLE et 

al., 2015).  
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1.5 FERRAMENTAS METABOLÔMICA E ANOTAÇÃO DE SUBSTÂNCIA 
 

O campo da bioprospecção, que envolve a descoberta de novos produtos 

naturais mediada por endófitos, experimentou um crescimento significativo com o 

surgimento das tecnologias ômicas, especialmente a metabolômica, na pesquisa de 

endófitos. A análise de micromoléculas em larga escala, em momentos específicos ou 

em tecidos particulares, constitui uma das principais características da metabolômica. 

Além disso, a contribuição da metabolômica pode auxiliar na resposta a questões 

fundamentais sobre a interação hospedeiro-endófito e a composição dos metabólitos 

em resposta a condições ambientais, sejam elas bióticas ou abióticas (MISHRA; 

PRIYANKA; SHARMA, 2022). 

Dentro da metabolômica, existem duas abordagens principais: a metabolômica 

direcionada e a não direcionada. A metabolômica direcionada é frequentemente 

usada para estudar vias metabólicas específicas ou para monitorar alterações em 

metabólitos específicos relacionados a doenças ou tratamentos. Por outro lado, a 

metabolômica não direcionada visa analisar todos os metabólitos detectáveis em uma 

amostra sem conhecimento prévio de suas identidades. Este método é útil para 

descobrir novos biomarcadores e entender alterações metabólicas mais amplas. 

Assim, ambas as abordagens complementam-se, proporcionando uma visão 

abrangente e detalhada do metabolismo dos endófitos e suas interações com o 

hospedeiro (NALBANTOGLU, 2019). 

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica analítica poderosa 

amplamente empregada em análises metabolômicas. Sua relevância reside na alta 

sensibilidade e na capacidade de detectar e quantificar uma ampla variedade de 

moléculas em amostras biológicas complexas (MISRA, 2020). 

Nos últimos tempos, houve avanços significativos no desenvolvimento de 

ferramentas específicas para lidar com dados metabolômicos baseados em EM. 

Essas ferramentas têm como objetivo aprimorar a extração de características, a 

anotação e a análise de dados, visando uma melhor contextualização biológica.  

Antes da análise estatística e de anotação, é comum realizar um pré-

processamento dos dados metabolômicos, que inclui etapas como remoção de ruído, 

reconhecimento de adutos e localização e quantificação de características 

(BAUERMEISTER et al., 2022). Softwares como MZmine (PLUSKAL et al., 2010; 
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SCHMID et al., 2023) e MS-DIAL (TSUGAWA et al., 2015), entre outros, são 

frequentemente utilizados para esse pré-processamento.  

Para desvendar a complexidade do perfil metabólico de microrganismos, um 

passo inicial é a anotação de metabólitos detectáveis. Nos últimos anos, surgiram 

diversos novos algoritmos e ferramentas computacionais para aprimorar essa etapa 

na metabolômica baseada em EM, com o uso frequente de EM/EM, em conjunto com 

dados EM, que proporcionam informações estruturais mais detalhadas 

(BAUERMEISTER et al., 2022; BELINATO et al., 2019). 

A anotação de compostos conhecidos é frequentemente realizada por meio da 

pesquisa espectral em bibliotecas. Nesse método, cada espectro experimental de 

EM/EM é comparado com os espectros de referência de compostos já conhecidos, 

que estão armazenados nas bibliotecas espectrais EM/EM (BELINATO et al., 2019; 

PILON et al., 2021). Uma plataforma amplamente atualizada pela comunidade de 

pesquisadores em produtos naturais é o Global Natural Products Social Molecular 

Networking (GNPS) (WANG et al., 2016).  

A Plataforma GNPS emprega um conjunto de algoritmos para organizar e 

classificar os espectros. Esses algoritmos avaliam a semelhança entre os espectros, 

calculando o valor do cosseno. Essa semelhança pode ocorrer entre os espectros 

presentes nas amostras ou entre as amostras e os espectros de referência nos bancos 

de dados. Com base no valor pré-estabelecido de cosseno (que varia de 0 a 1, onde 

1 indica 100% de similaridade e 0 indica total diferença), o GNPS gera agrupamentos 

espectrais. Quando o pareamento entre dois espectros apresenta uma similaridade 

de cosseno maior ou igual ao valor limite definido pelo usuário, uma conexão é 

estabelecida entre esses espectros (ARON et al., 2020; PILON et al., 2021; WANG et 

al., 2016).  

A fim de complementar as ferramentas de anotações por meio pesquisas em 

bibliotecas espectrais, tem-se empregado também ferramentas de anotação in sílico, 

como o SIRIUS (DÜHRKOP et al., 2019), que integra análise de padrões isotópicos e 

aproveita impressões digitais baseadas em árvores de fragmentação (com elucidação 

estrutural) para espectros experimentais usando impressões digitais treinadas 

por aprendizado de máquina de estruturas conhecidas para fornecer uma avaliação 

combinada e coerente de estruturas moleculares a partir de dados EM/EM 

(DÜHRKOP et al., 2019).  

https://www.nature.com/articles/s41579-021-00621-9#Glos17


66 
 

 

O processo de anotação no SIRIUS envolve várias etapas. Inicialmente, 

calcula-se a fórmula molecular (FM) candidata, combinando os espectros 

experimentais do EM1 com o padrão isotópico previsto. Em seguida, estabelece-se o 

quanto os espectros de fragmentação podem ser explicados pelos FM candidatos, 

utilizando árvores de fragmentação. Para realizar essa tarefa, o SIRIUS utiliza 

algoritmos como o ZODIAC, que auxilia na previsão da FM, e o CSI:FingerID (do inglês 

Compound Structure Identification), que se baseia na previsão da impressão digital 

molecular de uma substância a partir de sua árvore de fragmentação e espectro, 

permitindo propor anotações de estruturas (DÜHRKOP et al., 2015; SUKOR et al., 

2023); O COSMIC (do inglês, Confidence of Small Molecule IdentifiCations)  que 

combina a seleção um banco de dados de estruturas, pesquisando no banco de dados 

de estruturas com CSI: FingerID e estabelece um score de confiança para diferenciar 

entre anotações corretas e incorretas (HOFFMANN et al., 2022). 

E por fim o CANOPUS (Class Assignment And Ontology Prediction Using Mass 

Spectrometry) é uma ferramenta computacional que permite a anotação sistemática 

de classes de compostos. Ele utiliza uma rede neural profunda para prever 2.497 

classes de compostos a partir de espectros de fragmentação, incluindo todas as 

classes biologicamente relevantes. Diferentemente de outras ferramentas, o 

CANOPUS não depende de bancos de dados e, portanto, é adequado para a 

classificação de compostos desconhecidos. (DÜHRKOP et al., 2021). 

Adicionalmente, combinar ferramentas de anotação com ferramentas de 

análise estatística multivariada, como análise de componentes principais (PCA, do 

inglês Principal Component Analysis) ou a análise discriminante por mínimos 

quadrados parciais (PLS-DA, do inglês, Partial Least Squares-Discriminant Analysis) 

e projeções ortogonais para estruturas latentes (OPLS-DA, do inglês Orthogonal 

Partial Least Squares) são geralmente componentes essenciais em estudos de 

metabolômica (BAUERMEISTER et al., 2022; BELINATO et al., 2019).  

Nas análises multivariadas, a classificação e discriminação de entidades ou 

metabólitos responsáveis por diferenciar os grupos de amostras são realizadas 

através da avaliação do conjunto da matriz de dados extraídos na etapa de pré-

processamento. Detectar padrões em dados de EM de metabolômica não direcionada 

é um desafio, dado o número de variáveis detectadas; portanto, a análise multivariada 

é imensamente útil, contribuindo para análises mais rápidas e confiáveis (CANUTO et 

al., 2018; YI et al., 2016). 
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1.6 ESTRATÉGIAS PARA POTENCIALIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE METABÓLITO 
SECUNDÁRIO 
 

A compreensão completa dos metabólitos totais gerados pelos endófitos, suas 

funções, interações proteína-proteína e os fatores que influem na interação entre 

fungos e endófitos bacterianos em diferentes plantas permanece em fase de 

inferência 

Os metabólitos secundários são produzidos por meio da ativação de enzimas 

codificadas por genes, que formam os agrupamentos de genes biossintéticos. Um 

estudo com sequenciamento do genoma revelou inconsistência entre o número de 

agrupamentos de genes que poderiam estar potencialmente envolvidos na produção 

de metabólitos secundários e o número total real de metabólitos secundários 

caracterizados quimicamente para um dado organismo (ROMANO et al., 2018). 

Estima-se que aproximadamente 90% da capacidade biossintética dos 

microrganismos não é explorada, fazendo com que a maioria dos possíveis PNs 

permaneçam desconhecidos (WALSH; FISCHBACH, 2010). 

Os fungos apresentam uma variedade biosintética muito grande, no entanto 

essa habilidade é restringida quando são cultivados em ambiente laboratorial ou 

condições diferentes da original, pois muito dos genes responsáveis por determinadas 

vias biossintéticas não são expressos fora do habitat natural do microrganismo 

(BRAKHAGE, 2013; BRAKHAGE; SCHROECKH, 2011; TOGHUEO; SAHAL; 

BOYOM, 2020). Além disso, quando se trata de ambiente marinho é possível 

identificar um padrão geoquímico distinto, em comparação ao ambiente terrestre, que 

tem influência direta nas propriedades dos seus PNs (ROMANO et al., 2017, 2018).  

As vias biossintéticas silenciadas podem representar uma fonte rica de 

substâncias quimicamente diversas (diversidade de características estereoquímicas, 

incorporação exclusiva de heteroátomo, entre outras) com extraordinário potencial 

para gerar agentes para várias aplicações (FISCH et al., 2009), com destaque para a 

terapêutica em saúde humana e produtos agrocêuticos. Portanto, potencializar a 

produção de metabólitos secundários por microrganismos é uma fronteira a ser 

ultrapassada e à qual uma quantidade crescente de cientistas tem se dedicado. 

Assim, ferramentas como epigenética e a abordagem OSMAC (“one strain, many 

compounds”) surgem como caminhos que podem auxiliar a superar esses desafios. 
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1.6.1. Epigenética 
 

Estratégias como a epigenética se mostram como alternativa atrativa para 

descoberta de novas moléculas, pois trata-se de uma ferramenta que promove 

modificações hereditárias reversíveis nas características expressas por determinados 

genes, como aqueles envolvidos na produção de metabólitos secundários, que não 

envolvem alterações na sequência do DNA (PFANNENSTIEL; KELLER, 2019) 

A fita de DNA envolve o nucleossomo para formar cromatina, sendo que o 

interior do nucleossomo é composto pelo octâmero de proteínas histonas. Tais 

proteínas apresentam resíduos de aminoácidos N-terminais que se estendem para 

fora do nucleossomo e podem ser altamente modificados (CUTTER; HAYES, 2015). 

Os principais mecanismos de modificação epigenética relacionados à 

metilação do DNA e a metilação ou acetilação da histona, causam alterações na 

estrutura da cromatina e têm efeitos importantes na expressão geral dos genes, 

resultando em alterações qualitativas e/ou quantitativas nos metabólitos secundários 

produzidos por fungos (TOGHUEO; SAHAL; BOYOM, 2020). 

A metilação do DNA ocorre em geral na posição C-5 do nucleotídeo citosina, 

majoritariamente dentro dos dinucleotídeos citosina-fosfato-guanina (CpG). Esse 

processo é realizado por enzimas DNA metiltransferases (DNMT), elas realizam a 

transferência de um grupo metil do cofator S-adenosil metionina (SAM) para a posição 

C-5 citosina. Em regra geral, a hipermetilação do DNA, através da formação da 5-

metilcitosina, em regiões regulatórias dos genes reduz a afinidade de ligação dos 

fatores de transcrição e, consequentemente, dificulta ou pode até impedir o acesso ao 

maquinário de transcrição (CHERBLANC et al., 2013; POÇAS-FONSECA; CABRAL; 

MANFRÃO-NETTO, 2020). 

O mecanismo de acetilação é mediado pelas histonas acetiltransferases (HAT), 

que transferem o grupo acetil do cofator acetil-CoA para as lisinas nas caudas das 

histonas, tornando a cromatina mais aberta e acessível a fatores de transcrição que, 

por sua vez, aumentam a expressão de genes produtores de metabólitos secundários, 

como demonstrado na Figura 16. A acetilação da lisina anula a carga positiva em 

resíduos específicos de lisina, o que resulta em uma afinidade eletrostática mais baixa 

da cauda da histona para o esqueleto do DNA com carga negativa, acarretando maior 

descompactação das cromatinas e maior ativação transcricional (PFANNENSTIEL; 

KELLER, 2019; POÇAS-FONSECA; CABRAL; MANFRÃO-NETTO, 2020; 
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TOGHUEO; SAHAL; BOYOM, 2020). Inversamente, a desacetilação que é realizada 

pelas histonas desacetilases (HDACs), induz a compactação da cromatina e a 

inativação transcricional de genes (CHERBLANC et al., 2013). 

 

 
Figura 16. Acetilação mediada por histona acetil transferase (HAT), desacetilação mediada por histona 
desacetilas (HDAC) de histonas e metilação das histonas mediata por histonas metiltransferases 
(HMTs). Fonte: (POÇAS-FONSECA; CABRAL; MANFRÃO-NETTO, 2020) 
 

A metilação das histonas é mediada pelas histonas metiltransferases (HMTs) 

e, ao contrário da acetilação, o mecanismo em epigenética ainda é não claramente 

compreendido e nem sempre está relacionado à descondensação da cromatina, pois, 

dependendo de qual resíduo específico na cauda de uma histona é o alvo, tem-se a 

cromatina mais ativada ou menos ativada transcricionalmente, o chamado "efeito de 

posição" (POÇAS-FONSECA; CABRAL; MANFRÃO-NETTO, 2020; RAMESHA et al., 

2018). 

Nos últimos anos têm sido empregados vários tipos de inibidores da histona 

desacetilase (HDAC) e da metiltransferase do DNA (DNMT), que se mostram 

promissores em alterar a produção de metabólitos secundários por fungos, através da 

indução de agrupamento de genes biossintéticos envolvidos em determinadas 

biossínteses (TOGHUEO; SAHAL; BOYOM, 2020). A 5-azacitidina (5-AZA) e 

decitabina (5-aza-2’-desoxicitidina) são regularmente usados como inibidores de 

DNMT em estudos que buscam entender o impacto da metilação do DNA em fungos 

filamentosos (POÇAS-FONSECA; CABRAL; MANFRÃO-NETTO, 2020; TOGHUEO; 

SAHAL; BOYOM, 2020). Para inibição de HDACs, ácido suberoilanilida hidroxâmico 
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(SAHA) e butirato de sódio (NaBut) têm sido empregados com frequência nas 

pesquisas com fungos (POÇAS-FONSECA; CABRAL; MANFRÃO-NETTO, 2020). 

 

1.6.2. OSMAC  
 

A abordagem pós genômica mostra que fungos quando crescidos em 

diferentes condições de nutrição e aspectos físicos podem resultam em diferentes 

padrões de perfil metabólico (KJER et al., 2010). A ferramenta OSMAC (“one strain, 

many compounds”- Livre tradução: “uma cepa, muitos compostos”), desenvolvida por 

Zeeck e colaboradores. Parte da ideia de que a regulação eficiente do metabolismo 

secundário é essencial para a sobrevivência e crescimento de organismos em um 

ambiente que eventualmente passa por mudanças (YU et al., 2023).  

De maneira geral, os aglomerados de genes sintéticos que codificam 

metabólitos secundários (SMs) permanecem em estado de silêncio (KELLER, 2019). 

No entanto, esses aglomerados de genes podem ser ativados por diversas condições 

ambientais, dessa forma, utiliza-se das diferentes condições de crescimento, como 

fontes de carbono e nitrogênio, agitação, salinidade, elementos traço, pH, 

temperaturas, luz e regimes de aeração, juntamente com a versatilidade química dos 

microrganismos a fim expandir a produção e/ou diferenciar o padrão de substâncias 

bioativos produzidos durante o crescimento, por meio da ativação ou silenciamento 

de determinadas vias biossintéticas (BODE et al., 2002; ROMANO et al., 2018). 

Essa abordagem vem mostrando resultados promissores para pesquisa em PN 

devido aos impactos substanciais sobre a quantidade e diversidade de produção de 

metabólitos secundários (PAN et al., 2019; VANDERMOLEN et al., 2013). Mesmo 

tendo grande quantidade de estudos voltados para ativação agrupamentos de genes 

biossintéticos via aplicação de OSMAC, ainda há muito o que se explorar, sobretudo, 

em se tratando de microrganismos associados a ambientes marinhos (ROMANO et 

al., 2018). 

As variações das condições utilizadas pela OSMAC em geral são induções 

randômicas, e assim, aliar as ferramentas quimiométricas, como Planejamento 

Experimental, a fim de avaliar sistematicamente o efeito das diferentes variáveis tem 

sido usado a fim de otimizar as condições e potencializar produção dos metabólitos 

alvo (PIMENTA et al., 2010). 
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1.5.3 Planejamento Experimental 
 

Os planejamentos experimentais que geram superfícies de resposta têm sido 

utilizados com sucesso na otimização da produção de metabólitos secundários 

bioativos por bactérias e fungos (ZHAO et al., 2018). Diferentemente da otimização 

clássica que ajusta um fator por vez (do inglês, “One Factor at a Time” - OFAT), os 

planejamentos experimentais permitem a manipulação simultânea de múltiplos 

componentes, proporcionando uma coleta de dados mais eficiente e abrangente 

(FISHER, 1992). 

O Planejamento Experimental é um conjunto de experimentos 

estrategicamente desenhados para investigar a influência de vários parâmetros no 

resultado de um processo. Esta metodologia permite uma avaliação inicial de dois a 

dez fatores com um número reduzido de testes, otimizando tempo e recursos. 

Por meio desta ferramenta, uma variedade de fatores ou componentes é 

avaliada em conjunto, e seus impactos são monitorados e analisados conforme os 

dados obtidos. Após a identificação e classificação das variáveis de interesse, 

parâmetros estatísticos que refletem o desempenho são calculados com base em 

análises mais aprofundadas (SINGH et al., 2017). Com essas informações é possível 

compreender melhor o processo em estudo e a partir daí escolher as melhores 

condições para o cultivo e obtenção dos extratos, por exemplo.  

Os planejamentos fatoriais, sejam completos ou fracionários, representam um 

importante campo de estudo na quimiometria (BARROS NETO; SCARMINIO; 

BRUNS, 2006). No planejamento fatorial completo, todos os níveis possíveis dos 

fatores são combinados em experimentos. Por exemplo, com cinco fatores, seriam 

necessários 25 = 32 ensaios. No entanto, a partir de cinco variáveis, o número de 

testes aumenta exponencialmente, elevando custos e tempo (BARROS NETO; 

SCARMINIO; BRUNS, 2001).  

Os efeitos primários geralmente superam as interações entre variáveis, e 

muitas interações de ordem superior são consideradas não significativas. Isso permite 

a realização de apenas uma fração dos experimentos para coletar dados suficientes, 

que são conhecidos como Planejamento Fatorial Fracionário (2k-b). Com esse tipo de 

de planejamento é possível reduzir o número de ensaios necessários, por exemplo, 

para cinco variáveis, que se fosse completo seria 25= 32 ensaios, se aplicado um 

planejamento fatorial fracionário 2(5-1) ou 2(5-2) seria necessário ensaios 16 e 8 ensaios, 
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respectivamente, equivalente a um planejamento fatorial completo de 24 = 16 e 23 = 8 

(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001; SILVA et al., 2022).  

O método de planejamento fatorial fracionado baseia-se na premissa de que as 

interações de ordem superior, que envolvem duas ou mais variáveis, geralmente têm 

um impacto mínimo ou insignificante. Portanto, ao considerar os efeitos dessas 

interações complexas como de baixa relevância, eles são combinados com os efeitos 

de variáveis ou interações de maior importância. Esse processo resulta em um 

fenômeno conhecido como ‘confusão’, onde os efeitos menos significativos são 

agregados aos mais significativos (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). 

Essa abordagem permite que apenas uma parte dos experimentos seja conduzida, 

sem comprometer substancialmente os resultados finais. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A construção de curvas de crescimento foi essencial para identificar o tempo 

ideal de crescimento em massa de extrato (A. yungensis 30 dias e A stygium 20 dias) 

e perceber, com auxílio de análises multivariadas, como quimiodiversidade produzida 

pelo fungo A. yungensis foi diretamente relacionada com as fases de crescimento (lag, 

log, estacionária e declínio). Além disso, foi uma etapa importante para determinar as 

condições de tempo de cultivo que foi utilizado no planejamento experimental. 

A aplicação do planejamento de experimentos, aliado à ferramenta OSMAC, 

demonstrou que a quimiodiversidade produzida pelo fungo A. yungensis é afetada por 

fatores externos, como temperatura, agitação e fotoperíodo. Esses fatores 

influenciaram a produção de determinados metabólitos pelo fungo, explicando as 

variações nos dados obtidos. Dentre as variáveis físicas do planejamento, merece 

destaque a temperatura, que mostrou maior efeito na quimiodiversidade do fungo, 

influenciando a produção de substâncias com valor de m/z próximo de 1000, anotadas 

por análise GNPS como peptídeos.  

Além disso, o fungo A. yungensis mostrou-se susceptível à modulação química 

e/ou epigenética, conforme evidenciado pelos resultados obtidos com os moduladores 

SAHA e procaína, que também foram variáveis do planejamento experimental. Pode-

se sugerir que a modulação com SAHA induziu a expressão da via biossintética de 

dicetpiperazinas, não observadas nos cultivos não eliciados e a presença do 

modulador procaína induziu a produção de derivados do ácido 3,5-dihidroxidecanoico. 

Quanto ao estudo realizado com o fungo A. yungensis cultivado em farelo de 

aveia com a presença dos moduladores SAHA e procaína, a linhagem mostrou-se 

susceptível à modulação epigenética. Essa modulação promoveu a produção de uma 

série de substâncias, anotadas como peptídeos através da desreplicação utilizando 

SIRIUS e análise por Rede Moleculares (GNPS). Além disso, alguns desses possíveis 

peptídeos apresentaram atividade citotóxica contra células de câncer colorretal 

HCT116 e atividade bactericida contra linhagens resistentes de S. aureus. Entretanto, 

os resultados obtidos até o momento são apenas sugestivos, requerendo análises 

mais aprofundadas para a confirmação dessas hipóteses e a elucidação estrutural 

desses possíveis peptídeos. 

O emprego de ferramentas metabolômicas não direcionadas (untargeted 

metabolomics), como PCA e PLS-DA, aliadas à análise por Rede Molecular (GNPS) 
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e ao uso da plataforma SIRIUS, mostrou-se essencial para a análise de dados de 

amostras complexas. Tal ferramentas foram aplicadas no estudo da influência do 

hospedeiro no perfil metabólico de linhagens do fungo endofítico A. stygium, isoladas 

das algas marinhas A. taxiformis, A. spicifera e B. radicans. Isso permitiu a 

identificação de padrões e a discriminação entre os diferentes grupos de amostras 

com base em seus perfis metabólicos, além de sigerir que a origem do hospedeiro 

afeta diretamente o metaboloma do fungo endofítico.  

Com os dados obtidos até o presente momento, pode-se inferir que o fungo A. 

stygium isolado da alga marinha A. taxiformis quando cultivado em farelo de aveia 

produziu um novo metabólito, o 2-metoxi-4-hidroxi-ε-caprolactona, e ainda uma série 

de outras de dicetopiperazinas (DKPs) do tipo 2,5-dicetopiperazina, metabólitos com 

alta ocorrência em fungos filamentosos, mas duas delas, a ((Z)-6-benzilideno-3-(3-

hidroxipropil)-1-metilpiperazina-2,5-diona) e (Z)-3-benzilideno-8a-hidroxi-2-

metilhexahidropirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona, sendo a primeira vez relatadas para 

fungo do gênero Annulohypoxylon. Além disso, quando cultivado em arroz vermelho, 

o fungo produziu um derivado de dinaftalenona, a asperlona B, que foi relatada pela 

primeira vez para esse gênero. 

Os resultados deste estudo destacam a relevância da pesquisa sobre 

microrganismos marinhos, especialmente aqueles provenientes da costa brasileira, 

em diferentes métodos de cultivo, além dos fatores que afetam a produção metabólica, 

a bioatividade e a quimiodiversidade. E ressalta a importância do ambiente marinho 

brasileiro, ainda sube-xplorado do ponto de vista químico e biotecnológico, como um 

local de vasto potencial para descobertas inovadoras. A compreensão desses 

elementos é crucial para avanços de maneira racional da exploração do ambiente 

marinho para fins biotecnológicos. 

As contribuições deste estudo estão alinhadas com os Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável, especialmente o ODS 14 (Vida na Água), que visa 

conservar e usar de forma sustentável os oceanos, mares e recursos marinhos, e o 

ODS 9 (Indústria, Inovação e Infraestrutura), que incentiva a inovação e o 

desenvolvimento de infraestruturas resilientes. 
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