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RESUMO

Cannabis sativa L. ¢ uma espécie vegetal de grande importancia econdmica e medicinal,
amplamente reconhecida pela producdo de fitocanabinoides, principalmente o canabidiol
(CBD) e o tetraidrocanabinol (THC). Além da planta, fungos endofiticos associados aos seus
tecidos tém despertado interesse cientifico devido a capacidade de produzir metabdlitos
bioativos semelhantes aos sintetizados pelo hospedeiro, representando uma alternativa
biotecnoldgica para a obtengdo desses compostos. Nesse contexto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a influéncia de diferentes meios de cultivo na producao de metabdlitos
por um fungo endofitico isolado da semente de Cannabis sativa L., bem como investigar o
perfil cromatografico dos extratos obtidos e seu potencial larvicida frente a Aedes aegypti. O
fungo foi cultivado em quatro meios liquidos distintos (Sabouraud, Malt Extract, Milho e Batata
Dextrose), sendo posteriormente submetido a fermentacao, liofilizagao e extracao por solventes
organicos. Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando diferentes sistemas eluentes e reveladores, com comparagao aos padrdes de extratos
ricos em CBD e THC. Além disso, foi realizado bioensaio larvicida utilizando larvas de terceiro
estadio (L3) de Aedes aegypti. Os resultados demonstraram que a composicao do meio de
cultivo influenciou o crescimento do fungo, o rendimento da biomassa liofilizada e o perfil dos
metabolitos excretados. A analise cromatografica evidenciou a presenca de substancias com
fatores de retencao compativeis com compostos encontrados nos extratos de referéncia de CBD
e THC, indicando o potencial biossintético do fungo endofitico. Os ensaios biologicos
indicaram diferengas na mortalidade larval entre os extratos avaliados, refor¢ando a necessidade
da continuidade das andlises para confirmar seu potencial larvicida. Dessa forma, o estudo
contribui para o conhecimento sobre fungos endofiticos de Cannabis sativa L. e destaca seu

potencial como fonte alternativa de metabdlitos de interesse biotecnologico.

Palavras-chave: Cannabis sativa L.; fungos endofiticos; fermenta¢do; metabolitos

secundarios; Aedes aegypti



ABSTRACT

Cannabis sativa L. is a plant species of great economic and medicinal importance, widely
recognized for the production of phytocannabinoids, mainly cannabidiol (CBD) and
tetrahydrocannabinol (THC). In addition to the plant, endophytic fungi associated with its
tissues have aroused scientific interest due to their ability to produce bioactive metabolites
similar to those synthesized by the host, representing a biotechnological alternative to obtain
these compounds. In this context, the present work aimed to evaluate the influence of different
culture media on the production of metabolites by an endophytic fungus isolated from the seed
of Cannabis sativa L., as well as to investigate the chromatographic profile of the extracts
obtained and their larvicidal potential against Aedes aegypti. The fungus was cultivated in four
different liquid media (Sabouraud, Malt Extract, Maize and Dextrose Potato), and was
subsequently subjected to fermentation, freeze-drying and extraction by organic solvents. The
extracts obtained were analyzed by thin layer chromatography (CCD), using different eluent
and developer systems, with comparison to the standards of extracts rich in CBD and THC. In
addition, a larvicidal bioassay was performed using third-stage larvae (L3) of Aedes aegypti.
The results showed that the composition of the culture medium influenced the growth of the
fungus, the yield of the lyophilized biomass and the profile of the excreted metabolites. The
chromatographic analysis showed the presence of substances with retention factors compatible
with compounds found in the reference extracts of CBD and THC, indicating the biosynthetic
potential of the endophytic fungus. The biological assays indicated differences in larval
mortality among the evaluated extracts, reinforcing the need for continuity of the analyses to
confirm their larvicidal potential. Thus, the study contributes to the knowledge about
endophytic fungi of Cannabis sativa L. and highlights its potential as an alternative source of

metabolites of biotechnological interest.

Keywords: Cannabis sativa L.; endophytic fungi; fermentation; secondary metabolites; Aedes

aegypti.
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1. INTRODUCAO

Desde as mais antigas civilizagdes, as plantas ja eram utilizadas tanto como alimento
quanto para o tratamento de doengas. O conhecimento acerca de suas propriedades curativas ou
nocivas foi adquirido, inicialmente, por meio da observagdo empirica do comportamento de
animais e transmitido oralmente de geracdo em geragdo, até ser posteriormente registrado por

escrito (BRANDELLI, 2017).

Segundo a mesma autora, os primeiros registros sobre o uso terapéutico da biodiversidade
vegetal datam de aproximadamente 2.600 a.C., entre os povos mesopotamicos. Muitos desses
ensinamentos permanecem validos até os dias atuais e serviram de base para a ciéncia moderna
no desenvolvimento de medicamentos, como os antigripais e antibacterianos. Isso evidencia
que as plantas acompanharam a trajetoria da humanidade, sendo utilizadas por todas as

civiliza¢des conhecidas no enfrentamento daquilo que mais aflige o ser humano: as doengas.

Algumas plantas medicinais abrigam fungos endofiticos associados aos seus tecidos sadios,
como folhas, raizes, caules, frutos e sementes. Esses microrganismos completam, pelo menos
parcialmente, seu ciclo de vida no interior da planta hospedeira, sem causar-lhe prejuizos
aparentes (PETRINI, 1991). Os fungos auxiliam as plantas em sua adaptagdo a ambientes
adversos e aumentam sua tolerancia a fatores de estresse, como pH, salinidade, presenca de
metais pesados e ataque de herbivoros, entre outros (CANUTO; RODRIGUES; OLIVEIRA;
GONCALVES, 2012). O papel que esses organismos desempenham tem despertado interesse
devido aos compostos bioativos que produzem, aplicaveis em diferentes areas da industria,

como a medicinal, farmacéutica e agricola (ZHAO; ZHOU; WANG; SHAN et al., 2010).

Estudos demonstram que os fungos endofiticos podem produzir metabolitos secundarios
com propriedades bioativas de interesse farmacologico ou, ainda, compostos quimicos que
mimetizam substancias produzidas pela planta hospedeira. Tais metabolitos vém sendo
amplamente explorados pela indistria farmacéutica na formulagdo de medicamentos e no

desenvolvimento de novos farmacos (FERRARA, 2006)
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Uma das plantas que vem sendo amplamente utilizada no tratamento de diversas doengas
¢ Cannabis sativa L. Com o avango tecnologico, tornou-se possivel a extracdo de seus
principios ativos, os canabinoides, que desempenham importante papel terapéutico em
diferentes contextos clinicos. Entre suas aplicacdes, destacam-se: o tratamento da dor
neuropdtica, a analgesia em pacientes oncologicos, a estimulagdo do apetite, a atividade
anticonvulsivante, o potencial antitumoral, a agdo anti-inflamatoria, os efeitos ansioliticos em
pacientes com ansiedade e depressdo, o relaxamento muscular, além do alivio de nauseas e

vomitos (RIBEIRO, 2014).

O uso de medicamentos a base de canabidiol tem ganhado destaque nas discussdes no
Brasil, tendo em vista que o plantio da Cannabis ainda ¢ proibido no pais. Essa restricao
dificulta o acesso das pessoas que necessitam do medicamento, que passam a depender da

importagdo e a enfrentar tanto o alto custo quanto a burocracia para sua obtencao (SILVA;

JUNIOR; LELIS, 2024).

Segundo o mesmo autor, ¢ necessario o desenvolvimento de tecnologias que facilitem o
acesso ao medicamento de forma segura, legal, agil e com qualidade. Dessa maneira, garante-
se as pessoas o direito a uma saude de qualidade e, em muitos casos, a propria vida, além de

permitir equidade no tratamento, sem a necessidade de judicializacao.

Apesar dos avangos no estudo de fungos endofiticos associados a diversas espécies vegetais,
ainda sdo escassos os trabalhos que investigam fungos endofiticos isolados de sementes de
Cannabis sativa L. como potenciais produtores de metabolitos com marcadores
quimiotaxonomicos compativeis com compostos produzidos pelos fitocanabinoides da planta.
Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo obter e caracterizar os metabolitos produzidos
por fungos endofiticos associados as sementes de Cannabis sativa L., visando propor uma
possivel alternativa biotecnologica para a producao de compostos de interesse farmacoldgico.
Essa estratégia busca reduzir a dependéncia do cultivo medicinal da planta, explorando a
replicagcdo fingica como uma alternativa potencialmente mais viavel sob os pontos de vista

técnico, ambiental e economico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar e biomonitorar os metabolitos especializados obtidos da fermentagdo  do

fungos endofitico isolado das sementes de Cannabis sativa L.

2.2 Especificos

o Realizar processo de fermentagao dos fungos isolados das sementes de C. sativa L;

o Realizar a  extracdo dos liquidos fermentados dos ~ fungos  isolados  das
sementes de C. sativa L;

o Realizar a identificacdo dos metabolitos dos extratos fermentados das sementes de C.
sativa L;

o Realizar o biomonitoramento dos extratos e metabodlitos isolados obtidos
da fermentacdo dos fungos endofiticos isolados das sementes de C. sativa L;

e Avaliar o padrao morfoldgico e de crescimento do fungo endofitico isolado das

sementes de C. sativa L. em diferentes meios de cultura.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Uso das Plantas Medicinais no Mundo

Desde os primordios, o ser humano mantém uma relacgao significativa com as plantas, seja
para alimentagdo, seja para o tratamento de doengas. Ao longo dos séculos, diversos povos
desenvolveram e ainda mantém conhecimentos sobre o uso de plantas medicinais. As industrias
farmacéuticas, por sua vez, estdo entre as que mais lucram com esses saberes tradicionais,
produzindo farmacos com base nas propriedades quimicas dessas plantas e posteriormente
comercializando-os por pregos elevados, o que muitas vezes torna esses medicamentos
inacessiveis as populagdes que originalmente detinham esse conhecimento (Ferreira; Pinto,

2010)

Em praticamente todas as civilizagdes existem relatos e descricdes do uso de plantas
medicinais, sendo os registros mais antigos datados de aproximadamente 2.600 a.C., nos quais
jé& havia descri¢des do uso de substancias como 6leo de cedro, mirra, alcaguz e papoula. Um
dos documentos mais importantes desse periodo ¢ o Papiro de Ebers, que reune mais de 800
receitas destinadas a producao de extratos, 6leos, chas e outros remédios a base de plantas. Essa
tradicdo perpassou diversas civilizagdes ao longo da historia, incluindo egipcios, assirios,

hebreus, gregos, indianos e chineses, entre outros povos (Brandelli, 2017).

Ainda segundo Brandelli (2017), no Ocidente os registros mais antigos datam do século 11
a.C., quando Teofrasto descreveu cerca de 455 espécies de plantas com possiveis efeitos
terapéuticos. Essas descrigdes sao consideradas um dos primeiros registros sistematizados sobre
plantas medicinais no mundo ocidental e serviram de base para o desenvolvimento dos
primeiros herbdrios. Outro nome importante para a medicina no contexto ocidental foi
Dioscorides (40-90 d.C.), que catalogou e ilustrou mais de 600 plantas utilizadas para fins
medicinais, descrevendo também seus usos terapéuticos. Em seus registros ja havia, por
exemplo, a descri¢gdo do uso do salgueiro-branco (Salix alba L.), tradicionalmente utilizado
para o tratamento da dor e da febre, sendo considerada uma das fontes mais antigas para a

obtencdo do 4cido acetilsalicilico, substincia utilizada até os dias atuais. Estudos posteriores
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também comprovaram a eficacia de alguns dos medicamentos descritos por Dioscérides no

tratamento de problemas renais, epilepsia e em aplicagdes com acao diurética.

Na atualidade, o uso de plantas medicinais permanece amplamente difundido. Segundo a
Organizacdo Mundial da Satide (OMS), cerca de 80% da populagdo mundial utiliza plantas
medicinais para tratar sintomas de dor e desconforto. Esse crescimento nas ultimas décadas
ocorreu, principalmente, devido ao aumento do preco dos medicamentos alopaticos, o que
dificulta o acesso por parte das populagdes mais vulneraveis, além da crescente resisténcia de

microrganismos patogénicos aos farmacos sintéticos convencionais (Brasil, 2015).

Apesar da evolucdo da industria farmacéutica, ainda existem diversos obstaculos que
dificultam o acesso da populac¢do mais carente aos servigos de satide, desde o acesso aos centros
hospitalares e a realizagdo de exames médicos até a obten¢do de medicamentos. Nesse contexto,
uma parcela significativa da populacdo tem nas plantas medicinais um dos principais meios
para tratar suas enfermidades, fortalecendo assim uma das tradicdes mais antigas da

humanidade (Veiga Junior; Pinto; Maciel, 2005).

As plantas medicinais que possuem eficacia terapéutica comprovada contam com respaldo
cientifico para sua utilizacdo na Atencdo Primdria a Satde. Essas plantas apresentam baixo
custo e facil acesso, além de carregarem saberes tradicionais que podem ser valorizados no
contexto do cuidado em saude. Sua comercializacdo ocorre amplamente em feiras livres,
mercados populares e ervanarios, o que contribui para seu facil acesso pela populagdo. Além
disso, muitas espécies podem ser cultivadas pela propria populacdo, desde que sejam

respeitadas as condi¢des adequadas para seu plantio e manutencdo (Rodrigues, 2004).

Tendo isso em vista, foram reconhecidas e incentivadas as praticas de Medicina Tradicional,
Complementar e Integrativa (MTCI). Essas praticas foram promovidas pela OMS como forma
de complementar os sistemas de atengdo basica a saude, sendo baseadas em diferentes culturas

e tradigdes e voltadas a promogao, prevengao e cuidado em saude (OPAS, s.d.).

A retomada dos estudos cientificos e o investimento nessa area também tém como objetivo
valorizar os povos tradicionais, reconhecendo-os como grupos sociais fundamentais na
construgdo e organizagdo das praticas de cuidado em saude. Nesse contexto, busca-se afirmar
que o conhecimento advindo da experiéncia e da tradicdo ¢ igualmente relevante ao

conhecimento produzido pela ciéncia (Nespoli, 2021).
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A utilizacdo de plantas medicinais nos sistemas oficiais de saude em diferentes partes do
mundo, inclusive no Brasil, contribui para o fortalecimento de praticas de autocuidado. Quando
esse uso ¢ orientado por profissionais de saude e associado a agdes como oficinas, construgao
de hortas comunitarias, troca de saberes e disseminagdo de informagdes sobre manejo,
beneficios e contraindicagdes destes remédios caseiros, promove-se maior autonomia nos

cuidados primdrios a saude (Castro, 2022).

3.2 Uso das Plantas Medicinais no Brasil

No Brasil, cerca de 82% da populagdo utiliza plantas medicinais para tratar suas
enfermidades, seja por meio do conhecimento tradicional transmitido oralmente entre geragoes,
especialmente por populacdes quilombolas e indigenas, seja no contexto da medicina
convencional, por meio das orientagdes e diretrizes adotadas pelo sistema oficial de saude

(Gadelha et al., 2013).

Na medicina popular brasileira, destacam-se trés principais influéncias: os povos
amerindios, os portugueses e os africanos (INEPAC, 2005). A miscigenagdo cultural também
se refletiu no uso de plantas medicinais. Enquanto diversas espécies nativas foram levadas para
outras regioes, plantas de origem europeia e africana foram introduzidas no Brasil e
incorporadas a cultura local, tanto na culindria quanto nas praticas de cura. Exemplos dessas
espécies incluem a mamona, o dendé, o inhame e o quiabo, de origem africana, além da erva-
doce, da cidreira e do alecrim, de origem europeia. Nesse contexto, o sistema de cuidado a
saude constituiu-se como uma complexa rede que envolvia curandeiros, centros religiosos, o

uso de diversas plantas medicinais e a participagdo ativa da comunidade (Almeida, 2011).

A biodiversidade brasileira constitui uma rica fonte de recursos naturais, incluindo
espécies vegetais com potencial terapéutico. No entanto, ainda sdo poucos os medicamentos
fitoterapicos ou fitofarmacos desenvolvidos a partir de plantas nativas que possuem registro na

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Ruppelt, 2022).

Ainda segundo Ruppelt (2022), o avanco do desmatamento e das queimadas nos ultimos
anos representa uma ameaga significativa a descoberta e ao desenvolvimento de estudos
cientificos sobre essa flora. Nesse contexto, muitas espécies de plantas e microrganismos
podem ter sido extintas antes mesmo de serem descritas ou de terem seus potenciais

farmacologicos devidamente investigados.
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No Brasil, em 2006, foi criada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
com o objetivo de ampliar a inser¢ao de medicamentos a base de plantas medicinais no sistema
de saude. Essa politica busca promover o uso racional e seguro desses recursos, conscientizando
a populagao de que o uso de fitoterapicos em doses elevadas pode causar efeitos toxicos. Além
disso, incentiva o uso sustentavel da biodiversidade brasileira, a valoriza¢ao dos conhecimentos
tradicionais, o fortalecimento da agricultura familiar e a reducdo das desigualdades sociais

relacionadas ao acesso a saude (Brasil, 2016).

Atualmente, o Sistema Unico de Saude (SUS) disponibiliza & populagio 12
medicamentos fitoterapicos, descritos na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME), lista atualizada periodicamente pelo Ministério da Satde. No entanto, os
municipios também podem, por meio de recursos proprios € de acordo com as necessidades
regionais, incorporar outros fitoterapicos em suas redes de atenc¢do a saude. Além disso, foi
elaborada a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que
reune 71 espécies de plantas com potencial terapéutico. Essa lista tem como objetivo incentivar
pesquisas cientificas sobre essas espécies e seus compostos bioativos, visando ampliar o
desenvolvimento de fitoterapicos e fortalecer sua utilizagao no sistema ptblico de saude (Brasil,

s.d.).

Em decorréncia da implementacao dessas politicas, diversos servicos de satide passaram
a ofertar esse tipo de tratamento, havendo também um aumento no nimero de profissionais que
utilizam a fitoterapia no cuidado aos pacientes. Além disso, a fitoterapia foi inserida na grade
curricular de cursos da area da saude e passou a se consolidar como uma importante linha de
pesquisa cientifica. Entretanto, ainda existem obstaculos para sua ampla inser¢do, dentre os
quais se destaca a estigmatizagdo, que dificulta a consolidagdo dessa pratica no SUS

(Figueiredo; Gurgel; Gurgel Junior, 2014).

Desta forma, pode-se afirmar que o uso das plantas medicinais e fitoterapicos no SUS
sdo praticas que tem muito potencial para fortalecer e promover a atencao basica a saude, mas
precisam de maiores apoios institucionais para conseguir se disseminar ¢ consolidar no sistema
oficial de saude, ¢ de suma importancia também a capacitacdo dos profissionais que precisam
ter conhecimentos prévios sobre os tipos de vegetagdo utilizados na regido em que esta atuando,
tendo em vista que os tratamentos ndo sdao unicos € podem diferenciar de acordo com a

localidade e a tradi¢ao (Nobre; Cadorin, 2024).
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3.3 Morfologia de Cannabis sativa L.

A maconha tem sua origem na Asia Central, onde provavelmente crescia em solos
umidos e bem drenados, geralmente proximos a corpos d’dgua e com grande disponibilidade
de nitrogénio, proveniente do esterco de animais. Ao longo da histéria da humanidade, C.
sativa foi utilizada para diversos fins, como na produ¢do de fibras provenientes do caule, no
uso narcdtico com fins recreativos ou religiosos a partir das partes floridas da planta, como
medicamento ¢ também na alimentacdo humana e animal por meio de suas sementes, que

podem ainda ser utilizadas para extragdo de 6leo e producdo de biocombustivel (Small, 2015).

A espécie Cannabis sativa foi descrita pela primeira vez por Linnaeus em 1753. O termo
Cannabis deriva do latim cannabis, que significa “junco com dois sexos”, e sativa significa
“cultivada”, fazendo referéncia ao fato de ser uma planta domesticada e cultivada pela
humanidade ao longo da historia. Posteriormente, em 1785, Lamarck propos a existéncia de
uma segunda espécie, denominada Cannabis indica, considerada por ele uma forma distinta da

espécie descrita anteriormente (Pollio, 2016).

Trata-se de uma planta dicotiledonea anual, cujas sementes sdo extremamente
resistentes e adaptadas a diferentes condigdes ambientais, podendo desenvolver-se tanto em
solos imidos quanto em ambientes mais aridos. Seu porte pode variar entre aproximadamente
60 cm e 7 m de altura, dependendo das condi¢des climaticas e do manejo de cultivo (Lanaro,

2008).

Sua classificacdo botinica encontra-se apresentada na Tabela 1 de acordo com o

Integrated Taxonomic Information System (ITIS).

Tabela 1 - Classificacao botanica da Cannabis

Categoria Classificacao
Reino Plantae (Planta)
Divisdo Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Rosales
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Familia Cannabaceae
Género Cannabis
Especie Cannabis sativa L.

Fonte: Adaptado pela autora segundo o Integrated Taxonomic Information System (ITIS)

Cannabis sativa apresenta caracteristicas morfologicas tipicas de plantas herbaceas
anuais, possuindo sistema radicular pivotante, caule do tipo haste, folhas simples serrilhadas e
frutos do tipo aquénio (Azevedo, 2025; Souza, 2006; Lima, 2022; Lopes; Lopes, 1979).
Entretanto, dentre as diferentes estruturas vegetais, as flores femininas destacam-se por sua
importancia farmacologica e biotecnoldgica, uma vez que concentram a maior quantidade de

compostos bioativos produzidos pela planta.

A espécie ¢ diodica, apresentando individuos masculinos e femininos. A diferenciacao
sexual ocorre apenas nas fases mais avancadas do desenvolvimento, quando as estruturas florais
comecam a se formar. As flores femininas (Figura 1) desenvolvem-se associadas as bracteas e
apresentam grande quantidade de tricomas glandulares, estruturas microscopicas responsaveis
pela produgdo e armazenamento dos principais canabinoides, como o CBD e o THC (Hourfane

et al., 2023).

Os tricomas (Figura 2) possuem aspecto glandular e secretam uma resina rica em
canabinoides, terpenos e outros metabdlitos secundarios. Essas estruturas estdo distribuidas em
diferentes partes aéreas da planta, como folhas, flores e bracteas, porém encontram-se em maior
abundancia nas inflorescéncias femininas, especialmente nas bracteas florais. Além da
importancia farmacologica, os tricomas exercem fungdes ecologicas relevantes para a planta,
atuando na protecdo contra herbivoria, radiacdo ultravioleta e diferentes estresses ambientais.
Dessa forma, as flores femininas de C. sativa representam a principal regido de interesse
medicinal e biotecnologico da espécie devido a elevada concentracdo de substancias bioativas

produzidas nesses tecidos (Vieira; Silva; Carvalho, 2022).
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Figura 1 - Tricomas das flores

. . . . femininas de Cannabis sativa L.
Figura 2- Flor feminina de Cannabis sativa L v

, s

Fonte: Humboldt, 2025

3.4 Uso Terapéutico de Cannabis sativa L.

Cannabis sativa L. ¢ uma das plantas mais antigas cultivadas pela humanidade, havendo
registros de seu cultivo pela populacao chinesa por volta de 4.000 a.C., principalmente devido
ao uso de suas fibras na producao de cordas, tecidos e papel. Seu uso medicinal também possui
longa trajetéria historica, com registros datados de aproximadamente 2700 a.C., sendo
empregada no tratamento de dores reumaticas, constipagdo intestinal, distirbios do sistema

reprodutor feminino e maléria (Zuardi, 2006).

Ainda segundo Zuardi (2006), na India, por volta de 1000 a.C., a planta ja era utilizada para
diversas finalidades terapéuticas, como analgésico, anticonvulsivante, tranquilizante, anti-
inflamatério, antibiotico, antiparasitario, antiespasmodico, estimulante do apetite, digestivo,
diurético e expectorante. Os assirios também faziam uso da planta no tratamento de hematomas,
inchagos, depressdo, impoténcia, artrite e calculos renais. Ao longo do tempo, seu uso
disseminou-se pelo Oriente, alcancando posteriormente a Africa, a Europa e, por fim, as

Américas.

No Brasil, o canhamo foi introduzido no periodo colonial, por volta de 1500, sendo utilizado
inicialmente nas cordas e velas das caravelas portuguesas. Seu uso foi posteriormente
fortalecido com a chegada dos povos africanos, que j4 possuiam conhecimento sobre suas
aplicacdes e contribuiram para sua disseminacdo no territorio brasileiro. Nesse contexto, a
planta passou a ser popularmente conhecida como “maconha”, termo associado as influéncias

culturais africanas que fizeram um anagrama da palavra canhamo (Figura 3). Durante
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determinado periodo, a maconha foi comercializada livremente no Brasil, inclusive sob a
denominacgdo de “cigarros de indio”, sendo utilizada para fins medicinais, como no tratamento

de bronquite crénica em criangas, catarro e insonia (Lopes; Lopes, 2024).

Figura 3- Anagrama com a palavra maconha

-'_.f'

MACONHA

Fonte: Carlini, 2006

Atualmente, Cannabis sativa apresenta diversas aplicagdes terapéuticas ja comprovadas
cientificamente. Entre elas, destacam-se o tratamento do glaucoma, devido a sua capacidade de
reduzir a pressdo intraocular, ¢ o controle de nduseas, especialmente aquelas causadas pela
quimioterapia em pacientes com cancer. Além disso, a planta pode ser utilizada no controle da
anorexia e da caquexia associadas a AIDS, pois estimula o apetite e contribui para o ganho de
peso. Também apresenta efeitos analgésicos, sendo empregada no tratamento de dores cronicas,
¢ acdo anti-inflamatoria, auxiliando em doengas como artrite reumatoide e enfermidades
inflamatoérias do trato gastrointestinal, como retocolite ulcerativa, tlceras e doenga de Crohn

(Varella, 2020).

Ainda segundo Varella (2020), Cannabis sativa L. também demonstra beneficios no
tratamento da esclerose multipla, especialmente na reducao de dores neuropaticas e distirbios
do sono, bem como na epilepsia, com potencial para reduzir significativamente a frequéncia de
crises convulsivas. Outros efeitos terapéuticos incluem a atenuagdo de sintomas associados a
doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, além de beneficios relatados em

individuos com transtorno do espectro autista (TEA).

O Brasil foi um dos primeiros paises a estabelecer restricdes ao uso da maconha, com

registros que remontam ao século XIX, por volta de 1830. Nesse periodo, medidas proibitivas
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estavam associadas, entre outros fatores, ao controle social de populacdes marginalizadas,
especialmente pessoas escravizadas, sob a justificativa de que o uso da planta poderia provocar

comportamentos considerados inadequados ou indesejados (Costa Netto; Souza, 2019).

Segundo os mesmos autores, a partir desse contexto, a planta passou a ser retratada de forma
negativa na imprensa, sendo associada a termos pejorativos como “charuto do capeta”, “erva
do diabo”, “diamba” e “pito do pango”. Dessa forma, observa-se que a criminalizacao da
maconha esteve fortemente relacionada a fatores sociais, culturais e historicos, mais do que

exclusivamente a evidéncias cientificas sobre seus efeitos.

A regulamenta¢do da maconha varia entre paises e regides, apresentando desde legislacdes
mais restritivas até normas mais permissivas. Em algumas nagdes, a proibicdo ¢ total, podendo
gerar multas ou até mesmo prisdo para usudrios ou portadores da planta. Em outros paises, o
uso ¢ permitido apenas para fins medicinais, mediante prescricdo médica. Ha também locais
onde o uso recreativo € autorizado, permitindo inclusive o cultivo de pequenas quantidades para
consumo pessoal. Em determinadas regides, o uso permitido restringe-se ao ambito industrial,
voltado principalmente para a producdo de 6leo de cdnhamo e fibras téxteis. Além disso, alguns
paises ja autorizam a exportagao de produtos derivados da cannabis, o que tem impulsionado o
desenvolvimento de uma industria economicamente relevante. Por outro lado, existem paises
que impdem restricdes a importacdo desses produtos, estabelecendo limites para as
concentragdes de tetraidrocanabinol (THC) e canabidiol (CBD) presentes nas formulagdes

(Dias et al., 2025).

No Brasil, Cannabis sativa integra a lista de plantas capazes de produzir efeitos
entorpecentes, sendo regulamentada pela Lei Antidrogas (Lei n® 11.343/2006), que estabelece
a proibicdo de atividades como produgdo, preparo, transporte, importacdo, exportagao,
armazenamento ¢ consumo da substancia (Brasil, 2006). Entretanto, em 2014, o Conselho
Federal de Medicina reconheceu as propriedades medicinais do CBD, autorizando sua
prescri¢do para tratamentos médicos, inicialmente destinados a criangas e adolescentes com
epilepsia refrataria que nao respondiam aos tratamentos convencionais, desde que os pacientes
estivessem cadastrados em programa especifico de controle (CFM, 2014). Em 2015, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria passou a permitir ¢ regulamentar a importacdo de

medicamentos a base de canabidiol (ANVISA, 2015).
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Nesse contexto, de acordo com Dias et al. (2025), apesar das autoriza¢des judiciais e dos
avangos regulatorios, o acesso a medicamentos derivados da cannabis ainda permanece
limitado, principalmente em razdo do elevado custo desses produtos. Paralelamente, o debate
sobre 0 uso e a possivel legalizacdo da maconha no pais vem ganhando forga, especialmente
entre grupos que defendem que a regulamentacdo pode contribuir para a reducao da violéncia
associada ao trafico de drogas, além de diminuir a sobrecarga do sistema judicial e prisional e

ampliar o acesso ao uso medicinal da planta.

3.5 Importancia da Semente de Cannabis sativa L. na Alimentac¢ao

As sementes de canhamo e seus derivados processados, como farinha, 6leo e farelo, apresentam
elevado valor nutricional devido & presenca de compostos essenciais, incluindo lipidios,
proteinas, fibras alimentares, vitaminas ¢ minerais. Historicamente, essas sementes foram
utilizadas principalmente como matéria-prima para a producdo de fibras e na alimentagao
animal. Entretanto, nas ultimas décadas, o interesse pelo seu uso na alimentacdo humana tem
aumentado, em razdo de sua composicao nutricional equilibrada e de suas propriedades

benéficas a satde (Montero et al., 2013).

Segundo Montero (2023), a industria alimenticia disponibiliza atualmente diversos
produtos derivados das sementes de canhamo (Figura 4), incluindo sementes descascadas,
proteina em pod, fibras e oOleo de semente de canhamo. Esses produtos sdo obtidos
exclusivamente a partir das sementes e apresentam ampla aplicacdo na formulagdo de
alimentos, ragdes animais e cosméticos. Na alimentacdo humana, destacam-se produtos como
barras proteicas, granolas a base de sementes de canhamo, smoothies, sementes descascadas
para consumo direto, proteina organica em pd e d0leo de semente de canhamo, este ultimo
amplamente utilizado como ingrediente culindrio e no preparo de saladas. Além disso, os
derivados das sementes também sdo empregados na alimentacao animal, sendo incorporados
em formulagdes destinadas a caes e cavalos. As sementes descascadas ¢ as cascas de sementes
de canhamo sdo utilizadas na producao de racdes com elevado teor de proteinas e fibras, sendo
ainda comercializadas como suplemento alimentar devido ao seu conteudo de acidos graxos
omega-3 e Omega-6, que contribuem para o desenvolvimento e a manutencdo de fungdes

fisiologicas, como o desenvolvimento do sistema nervoso e da visao.
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Figura 4 - Produtos feitos com semente de canhamo

Fonte: Montero, 2023

Os produtos derivados das sementes de canhamo apresentam elevado valor nutricional,
fornecendo aproximadamente o dobro de proteinas, maior quantidade de 4cidos graxos e ferro,
além de menor teor de carboidratos por por¢ao, quando comparados a produtos convencionais.
Além do seu valor nutricional, as sementes de cadnhamo tém despertado crescente interesse da
industria alimenticia devido as propriedades funcionais de seus compostos bioativos. Nesse
contexto, extratos e compostos obtidos a partir das sementes vém sendo estudados para
aplicagdo em embalagens ativas, conserva¢do de alimentos, alimentos funcionais e
nutracéuticos. O potencial dessas aplicacdes esta relacionado ao amplo espectro de atividades
bioldgicas atribuidas aos compostos presentes nas sementes de canhamo, incluindo agdo
antioxidante, anti-inflamatoria, neuroprotetora, prebidtica, antimicrobiana e antifungica. Além
disso, extratos de sementes descascadas demonstraram atividade antibacteriana contra Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes € Enterococcus faecalis, evidenciando seu potencial para o
desenvolvimento de ingredientes funcionais e conservantes naturais para a indudstria
alimenticia. Outro produto de destaque ¢ a farinha de canhamo, que tem sido utilizada para

reduzir o teor de gliten em paes e na elaboragdo de produtos de panificagdo sem gluten. Estudos
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demonstram que sua incorporagdo melhora a qualidade nutricional dos alimentos, promovendo
aumento do teor de proteinas, reducao das alteragdes na dureza do miolo e incremento do indice

de escurecimento dos produtos panificados (Montero, 2023).

Embora as sementes de Cannabis sativa L. apresentem elevado valor nutricional e ampla
aplicacdo na industria alimenticia, a maioria dos fitocanabinoides ¢ biossintetizada nos tricomas
glandulares localizados nas partes aéreas da planta, especialmente nas flores femininas.
Consequentemente, esses compostos ndo sdo encontrados nas sementes de canhamo ou estao
presentes apenas em quantidades baixas. Dessa forma, os produtos alimenticios que contém
fitocanabinoides sdo produzidos, principalmente, pela adi¢ao de 6leos ou extratos obtidos das

partes aéreas da planta (Montero, 2023).

3.6 Marcadores Quimiotaxonicos Encontrados na Cannabis Sativa L.

O uso de metabolitos como marcadores quimiotaxondmicos, principalmente em plantas
e microrganismos, tem sido amplamente utilizado para identificar relagdes entre os seres vivos
em diferentes niveis hierarquicos, como populacdo, familia, espécies, géneros e tribos. Essa
abordagem baseia-se na analise de macromoléculas e micromoléculas produzidas pelos
organismos, permitindo compreender relacdes evolutivas e contribuindo para estudos
filogenéticos. A quimiotaxonomia classifica as substancias produzidas pelos organismos em
trés grupos principais: metabodlitos primarios, metabolitos secundarios e semantideos. Os
metabolitos primarios sdo aqueles envolvidos diretamente nas fungdes vitais dos organismos,
como o acido citrico, aminoacidos, acidos graxos e lipideos, estando relacionados aos processos
basicos do metabolismo celular. Os metabolitos secundarios, por sua vez, correspondem a
compostos naturais que ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia imediata da planta, mas
desempenham importantes fungdes ecologicas e fisioldgicas. Entre esses compostos destacam-
se alcaloides, compostos fenolicos, glucosinolatos, terpenos e cumarinas. Esses metabdlitos
podem apresentar diversas fungdes, atuando como pigmentos, 6leos essenciais, aleloquimicos,
resinas e substdncias de defesa contra herbivoros e patdgenos. Por fim, os semantideos
correspondem as moléculas responsaveis por armazenar e transmitir a informagao genética dos
organismos, como o acido desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucleico (RNA), sendo

fundamentais para estudos de evolugao e relagdes filogenéticas (Brant, 2003).
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Ao longo dos anos, muitas substancias quimicas que compdem a classe dos produtos
naturais foram identificadas em C. sativa (Figura 5). Atualmente, mais de 750 substancias ja
foram descritas na espécie, incluindo monoterpenos, sesquiterpenos, esteroides, flavonoides,
compostos nitrogenados e canabinoides. Dentre essas, mais de 100 sdo canabinoides,

compostos encontrados exclusivamente em plantas do género Cannabis (Borille, 2016).

Figura 5 - Compostos quimicos da Cannabis sativa L.

Classe Nimero de compostos Classe Nimero de compostos
encontrados na planta encontrados na planta
Canabindides 61 Cetonas simples 13
Canabigerol (CBG) 6 Acidos simples 20
Canabicromeno (CBC) 4 Acidos graxos 12
Canabidiol (CBD) 7 Esteres e lactonas simples 13
A'®-THC 9 Esteroides 11
A*®-THC 2 Aciicares e andlogos 34
Canabiciclol (CBL) 3 Monossacarideos 13
Canabielsoin (CBE) 3 Dissacarideos 2
Canabinol (CBN) 6 Polissacarideos 5
Canabinodiol (CBND) 2 Ciclitéis 12
Canabitriol (CBT) 6 Amino-agticares 2
Outros canabindides 13 Terpenos 103
Compostos Nitrogenados 20 Monoterpenos 58
Bases quartendrias S Sesquiterpenos 38
Amidas 1 Diterpenos 1
Aminas 12 Triterpenos 2
Alcaldides espermidinas 2 Mistura de terpendide 4
Aminodcidos 18 Fendis ndo-canabindides 16
Proteinas, glicoproteinas e enzimas 9 Glicosideos Flavondide 19
Hidrocarbonetos 50 Vitaminas 1
Alcoois simples 7 Pigmentos 2
Aldeidos simples 12 Total 421

Fonte: Honorio, 2005

De acordo com Borille (2016), os terpenos constituem os principais componentes dos
Oleos essenciais das plantas e sdo responsaveis pelo aroma caracteristico da cannabis. Os mono-
e sesquiterpenoides desempenham papel fundamental nas caracteristicas organolépticas das
diferentes variedades, sendo os sesquiterpenos, especialmente o oxido de cariofileno,
frequentemente associados ao odor tipico da planta. Outros terpenoides identificados, tanto em
plantas jovens quanto em adultas, incluem B-mirceno, limoneno, B-cariofileno, a- e B-pineno,
trans-ocimeno, oa-terpinoleno e o-humuleno, apresentando elevada variabilidade em

composi¢do e concentracao.

Os canabinoides pertencem a classe dos metabolitos secundarios terpenofenolicos,
apresentando carater predominantemente apolar e, consequentemente, baixa solubilidade em

agua (Borille, 2016).
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Segundo Borille (2016), a biossintese dos canabinoides ocorre a partir de precursores
comuns as vias dos terpenoides. O geranil pirofosfato (GPP) é um dos principais compostos
envolvidos, atuando como precursor tanto dos canabinoides quanto dos terpenoides. Na via de
formagdo dos terpenoides, o GPP pode originar monoterpenoides nas células secretoras ou, ao
se combinar com o isopentenil pirofosfato (IPP), formar o farnesil pirofosfato (FPP), que da

origem aos sesquiterpenoides.

No caso da biossintese dos canabinoides, o geranil pirofosfato se condensa com o 4cido
olivetolico, uma fragdo fendlica com cadeia lateral pentil, formando compostos do tipo C21
(Figura 6), que sdao os canabinoides mais abundantes e, consequentemente, os mais estudados.
Essa reacdo ¢ catalisada pela enzima geraniltransferase, resultando na formacao do acido
canabigerolico (CBGA), considerado o principal precursor dos demais canabinoides. A partir
do CBGA, ocorre a formacao dos acidos canabinoides, como o acido tetrahidrocanabinolico
(A9-THCA), o 4acido canabididlico (CBDA) e o éacido canabicroménico (CBCA).
Posteriormente, esses compostos sofrem descarboxilacdo nao enzimatica, dando origem as
formas neutras A9-THC, CBD e canabicromeno (CBC). Esse processo pode ocorrer durante o

armazenamento da planta ou quando esta é exposta ao calor e a luz (Borille, 2016).
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Figura 6 - Esquema basico da biossintese vegetal dos principais canabinoides C21 presentes
na Cannabis sativa L.
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Até o momento, diversos fitoquimicos ja foram descritos no canhamo (Cannabis sativa),
e suas propriedades farmacologicas parecem ir muito além dos efeitos psicoativos,
apresentando potencial para atender diferentes necessidades terapéuticas, como o alivio de
nauseas ¢ da anorexia associadas a quimioterapia, bem como a mitigacdo de sintomas
relacionados a esclerose multipla. A continua descoberta de novos compostos e prototipos de
farmacos derivados dessa espécie ¢ de extrema importancia para o enfrentamento de desafios
futuros em satude publica, uma vez que cannabis apresenta um elevado potencial para ampliar
o repertorio de metabolitos bioativos com aplicagdo terapéutica. Os compostos de interesse
podem ser obtidos a partir de diferentes fontes e estratégias, incluindo tricomas da planta,
culturas de suspensdo celular, sistemas de raizes adventicias e processos de biotransformacao

de precursores como o A9-THCA e o CBDA, utilizando células fingicas, bacterianas ou

vegetais (André; Hausman; Guerriero, 2016).
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3.7 Aspectos Gerais Sobre os Fungos

Atualmente, estima-se que entre 100.000 e 150.000 espécies de fungos ja tenham sido
descritas. No entanto, acredita-se que a diversidade real desses organismos possa atingir cerca
de 5 milhdes de espécies, o que os torna um dos grupos mais diversos do planeta, ficando atras
apenas dos insetos. Os fungos sdo organismos eucariontes, heterotréficos, com nutri¢do por
absorcao e reserva energética na forma de glicogénio. Podem apresentar diferentes formas
estruturais, sendo classificados como leveduriformes ou filamentosos. Além disso, podem
apresentar fases haploides ou dicaridticas ao longo de seu ciclo de vida. Nos fungos
filamentosos, os filamentos s3o denominados hifas, estruturas que, em conjunto, formam o
micélio e sdo envolvidas por uma parede celular composta principalmente por quitina (Figura
7). A reprodugdo pode ocorrer de forma assexuada, por meio da formagao de conidios, ou de

forma sexuada, com a producao de esporos (Santos, 2015).

Figura 7 - Estrutura dos fungos
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Fonte: Suarez, s.d.

Os fungos podem causar diversas doencas em humanos e animais, incluindo alergias
respiratorias e cutaneas, infeccdes em mucosas e tecidos subcutaneos, além de infec¢des
sistémicas que podem se tornar cronicas e, em alguns casos, letais, atingindo 6rgaos internos.

Esses microrganismos também podem contaminar alimentos, principalmente graos e cereais,
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comprometendo sua qualidade e seguranga para o consumo. Entretanto, os fungos nao
apresentam apenas efeitos prejudiciais. Desde a antiguidade, esses organismos vém sendo
utilizados pelos seres humanos para diferentes finalidades, especialmente na alimentagdo.
Atualmente, na industria alimenticia, a produgao e a qualidade de alimentos como paes, queijos,
iogurtes, cervejas e vinhos dependem diretamente da acdo de fungos especificos empregados
em seus processos de fabricagdo. Além disso, na biotecnologia e na engenharia genética, os
fungos desempenham papel fundamental, sendo utilizados na producao de 4cidos orgénicos,
etanol, antibidticos, pigmentos, vitaminas, enzimas e pesticidas biologicos. Também sdo
amplamente utilizados como organismos-modelo em estudos com eucariontes, devido a

facilidade de cultivo e manipulagdo em laboratério (Moraes; Paes; Holanda, 2013).

Alguns fungos sdo saprobiontes e atuam na decomposicdo de matéria orginica morta,
desempenhando um papel fundamental para o equilibrio dos ecossistemas. As relagdes
estabelecidas entre fungos e outros organismos sao bastante diversificadas. Entre essas
interacdes, destacam-se as associagdes mutualisticas, como as micorrizas, nas quais os fungos
se associam as raizes das plantas, favorecendo a absor¢do de 4gua e nutrientes, enquanto
recebem compostos organicos produzidos pela planta. Outro exemplo de interagdo simbidtica
ocorre entre fungos e insetos, como no caso de formigas que cultivam fungos em seus ninhos,
alimentando-os com material vegetal e, em contrapartida, utilizando o fungo como fonte de
alimento (Figura 9). Além disso, existem relagdes de parasitismo e predatismo, nas quais alguns
fungos utilizam outros organismos para completar seu ciclo de vida, como ocorre com
determinadas espécies que infectam insetos, exemplificado pelo fendmeno conhecido como
“formiga-zumbi” (Figura 8). Outra interagao relevante ¢ a dos fungos endofiticos, que habitam
o interior de tecidos de plantas saudaveis, como folhas, caules e sementes, sem causar danos
aparentes. Esses fungos podem produzir metaboélitos secundarios capazes de mimetizar
substancias produzidas pela planta hospedeira ou atuar na defesa contra patdgenos, insetos e

herbivoros, contribuindo para a protecdo e adaptacdo da planta ao ambiente (Santos, 2015).
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Figura 9 - Jardim de fungos dentro do Figura 8 - Formiga ";umbi" com fungo
formigueiro parasita

Fonte: Rodrigues, 2024 Fonte: Costa Norte, 2022

3.8 Aspectos dos Fungos Endofiticos

Os fungos associados as plantas pertencem majoritariamente ao filo Ascomycota e
podem ser agrupados em trés categorias principais: endofiticos, epifiticos e fitopatogénicos
(Canuto et al., 2012). Estima-se que, das aproximadamente 300 mil espécies de plantas
existentes na Terra, cada uma abrigue em seus tecidos um ou mais fungos endofiticos, podendo
totalizar cerca de 1 milhdo de espécies de fungos quando considerados apenas esses

microrganismos (Santos et al., 2013).

Os fungos endofiticos sdo microrganismos geralmente ndo patogénicos que colonizam
o interior de tecidos vegetais sauddveis, como raizes, frutos, folhas e caules, dos quais obtém
nutrientes sem causar danos aparentes a planta hospedeira. No entanto, dependendo das
condi¢des ambientais, como altitude e precipitacdo, esses organismos podem se comportar
como patdgenos latentes. Esses fungos desempenham papel importante na adaptacao das
plantas a diferentes condi¢cdes ambientais, como seca e baixas temperaturas, além de induzirem
tolerancia a estresses abioticos, incluindo salinidade, variacdes de pH e presenga de metais
pesados. Também contribuem para a defesa da planta contra herbivoros e a invasdo por
fitopatogenos. Um exemplo dessa interacdo ¢ o fungo endofitico Curvularia protuberata.

(Figura 11), que confere resisténcia térmica a graminea Dichanthelium lanuginosum (capim-
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panaz) (Figura 10), por meio da biossintese de melanina, substancia capaz de dissipar calor e

neutralizar radicais livres gerados pelo estresse térmico (Canuto et al., 2012)

Figura 10 - Dichanthelium lanuginosum

Figura 11 - Curvularia protuberatus

Fonte: Marin, 2020

Fonte: New York Flora Atlas, s.d.

As substancias bioativas do reino Fungi sdo produzidas por meio de metabodlitos
secundarios, os quais originam compostos pertencentes a diversas classes quimicas, como
peptideos, alcaloides, terpenos, esteroides e policetideos, entre outros. Nos fungos endofiticos,
a relacdo de simbiose estabelecida com a planta hospedeira pode conferir a esses
microrganismos a capacidade de biossintetizar metabolitos semelhantes ou até idénticos aos
produzidos pela propria planta. Um exemplo classico € o paclitaxel, também conhecido como
taxol, um composto inicialmente isolado de plantas do género Taxus, amplamente utilizado no
tratamento de cancer de mama e de utero. Estudos demonstram que fungos endofiticos
associados a essas plantas também sao capazes de produzir esse mesmo composto quimico
(Canuto et al., 2012). Outros exemplos de metabolitos produzidos por fungos endofiticos estao
apresentados na Tabela 2, enquanto suas respectivas estruturas quimicas podem ser observadas

na Figura 12.
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Tabela 2 - Fungos produtores de metabolitos secundérios de origem botanica

Fungo endofitico Planta hospedeira Metabdlito bioativo
Metarhizium anisopliae Taxus chinensis Paclitaxel (2)
Fusarium lateritium Taxus baccata Paclitaxel
Aspergillus fumigatus Podocarpus sp. Paclitaxel
Phialocephala fortinii Sinopodophyllum peltatum Podofilotoxina (3)
Entrophospora infrequens — Nothapodytes foetida Camptotecina (4)
Alternaria sp. Catharanthus roseus Vimblastina (5)

Fonte: Adaptado de Canuto, 2012

Figura 12 - Estruturas quimicas de paclitaxel (2), podofilotoxina (3), camptotecina (4) e
vimblastina (5)

Fonte: Canuto, 2012

Em diversas pesquisas, foram identificadas varias espécies de fungos endofiticos
associadas aos diferentes o6rgdos e tecidos da C. sativa (Figura 13), ap6s procedimentos de
esterilizacdo superficial. Essas amostras sdo obtidas, principalmente, de raizes, folhas,
sementes, caules e inflorescéncias, sendo que a composicao das comunidades microbianas pode
variar de acordo com a origem geografica e as condi¢des de cultivo da planta. Os géneros de

fungos endofiticos mais frequentemente relatados incluem Aspergillus, Cladosporium,
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Alternaria, Fusarium, Penicillium, Trichoderma, Paecilomyces e Chaetomium. Diversos
desses endofitos sdo descritos como promotores de crescimento vegetal, podendo conferir
efeitos bioestimulantes em plantas de cannabis por meio de diferentes mecanismos, como a
producdo de fitohormonios e metabolitos secundarios, resultando no aumento do vigor, da
produtividade e dos niveis de canabinoides. Além disso, esses microrganismos podem
intensificar as respostas de defesa da planta, por meio da ativagdo de vias de resisténcia, da
producao ou solubilizagdo de compostos benéficos, da competi¢do por nichos ecoldgicos, da
producdo de substancias antimicrobianas e do micoparasitismo, contribuindo para a maior

adaptacao e protecdo da planta (Buirs; Punja, 2025).

Figura 13 - Fungos endofiticos encontrados em diferentes tecidos da Cannabis sativa L.
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Os fungos associados a Cannabis sativa apresentam grande potencial ndo apenas como
agentes de biocontrole contra fitopatdgenos conhecidos e emergentes, mas também como uma
promissora fonte sustentdvel de metabdlitos secundarios biologicamente ativos. A producao
desses compostos pode ser realizada por meio de processos fermentativos controlados,
amplamente explorados pelas industrias farmacéutica e biotecnoldgica, o que reforga o
potencial desses microrganismos na obtencao de substincias de interesse econdmico e

terapéutico (Kusari et al., 2013)

3.9 Biotecnologia da Fermentaciao de Microrganismos para Producio de
Medicamentos

Em setembro de 1928, o médico inglés Alexander Fleming observou a a¢do de um fungo
do género Penicillium sobre culturas bacterianas, identificando a presenca de uma substancia
com propriedades antibacterianas, posteriormente denominada penicilina. Essa substancia
demonstrou capacidade de inibir o crescimento de diversas bactérias patogénicas, incluindo
aquelas responsaveis por doengas como meningite, difteria e pneumonia. Esse acontecimento
representou um marco na histdria da medicina, impulsionando o uso de metabolitos
microbianos como agentes terapéuticos. A partir desse avanco, diversas substincias de origem
bacteriana e fungica passaram a ser isoladas, principalmente por meio de processos
fermentativos, possibilitando o desenvolvimento de medicamentos aplicados a satide humana,
veterindria e a agricultura (Chhabra; Taksandre; Munjewar; 2024).

Existem trés principais formas de fermentacdo: fermentagdo em estado solido,
fermentagdo em superficie de meio liquido e fermentacdo submersa.

Na fermentac¢do em estado solido (Figura 14), o substrato ¢ mantido em condicao solida,
sendo apenas umidificado por uma fina camada de liquido, o que permite o crescimento dos
microrganismos, especialmente fungos filamentosos. Esse tipo de fermentagdo tem origem em
processos tradicionais utilizados na producao de alimentos, como paes, queijos (Figura 15) e
produtos derivados de graos, como soja e arroz-vermelho. A partir desses métodos tradicionais,
houve o aprimoramento da técnica para diversas aplicagdes biotecnoldgicas modernas. Nas
aplicagdes atuais, podem ser utilizados materiais so6lidos inertes como suporte para o
crescimento microbiano. Os substratos empregados podem ser classificados em dois tipos

principais: nutritivos e inertes (Silva; Taniwaki; Sa, 2022).
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Figura 14 - Exemplo de fermentagao solida

Fonte: Maia, 2024

Figura 15 — “Queijo azul" que tem o fungo Penicillium roqueforti adicionado em sua
producdo

Fonte: Kochhann, 2023

Os substratos nutritivos exercem dupla fungdo, atuando tanto como suporte fisico

quanto como fonte de nutrientes para os microrganismos. Exemplos incluem farelos, tortas
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prensadas provenientes da extragdo de 6leos vegetais e outros materiais organicos. A escolha
do substrato depende da finalidade do processo e da afinidade do microrganismo a ser cultivado

(Silva; Taniwaki; Sa, 2022).

Por outro lado, os substratos porosos inertes, como espumas, perlita, vermiculita e
resinas, atuam apenas como suporte fisico, sendo os nutrientes fornecidos por meio de uma
solucdo liquida que se distribui pelas lacunas do material. Essa abordagem permite maior
controle sobre a composicao dos nutrientes e facilita a recuperacdo da biomassa e dos

metabolitos produzidos (Silva; Taniwaki; Sa, 2022).

Segundo Silva, Taniwaki e Sa (2022), a fermentacao superficial em meio liquido ¢
amplamente utilizada para o cultivo de fungos filamentosos, os quais crescem em um caldo
nutritivo que pode permanecer estatico ou sob agitacdo. Nesse processo, 0s microrganismos
formam uma camada de biomassa micelial, geralmente localizada na superficie do liquido.
Entre os principais géneros fingicos nos quais essa técnica pode ser aplicada destacam-se
Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Mucorales € Rhizopus, entre outros. Esse tipo de
fermentagdo pode ser empregado tanto para a produgdo de biomassa quanto para a obtencao de
enzimas e outros metabolitos de interesse, como proteinas, carboidratos, lipideos, aminoacidos
e vitaminas. Esses compostos podem posteriormente ser extraidos e purificados, dependendo
da finalidade de uso. Apds o periodo de fermentacdo, que pode variar de trés a doze dias
conforme a espécie de fungo utilizada, a biomassa formada na superficie do meio liquido ¢
coletada e submetida a etapas de processamento posteriores, de acordo com o objetivo da

aplicagdo ou da pesquisa.

Na fermentagdo liquida submersa (Figura 16), o cultivo dos microrganismos ocorre
totalmente submerso em um caldo nutritivo, geralmente em reatores fechados e sob constante
agitacdo, com o objetivo de manter niveis adequados de oxigénio dissolvido no meio. Esse tipo
de fermentagdo ¢ amplamente utilizado na industria biotecnologica devido a possibilidade de
controle rigoroso das condi¢des ambientais e a elevada produtividade obtida durante o processo.
Parametros como temperatura, potencial hidrogenionico (pH), consumo de oxigénio e formagao
de dioxido de carbono sdo constantemente monitorados e controlados, permitindo a otimizagao
do crescimento microbiano e da produgao dos metabolitos desejados. De modo geral, os fungos
sdo cultivados inicialmente em meios de cultura esterilizados e previamente definidos. A

linhagem microbiana ¢ inoculada em frascos menores para multiplicagdo inicial e, apdés um
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periodo que pode variar entre cinco e dez dias, dependendo do microrganismo utilizado, os
esporos ou células produzidas sdo transferidos para tanques de fermentacdo de médio porte.
Posteriormente, apds um a quatro dias de crescimento, a cultura ¢ encaminhada para tanques
maiores, nos quais ocorre a inducao da producao de enzimas ou outros metabdlitos de interesse
por meio da adi¢do de substincias indutoras. Durante todo o processo, fatores como pH e
temperatura sdo rigorosamente controlados, sendo a temperatura frequentemente mantida por
sistemas de resfriamento com agua. Além da produgdo de enzimas, a fermentacdo submersa
também pode ser utilizada para obtencado de proteinas e diversos outros compostos de interesse

nutricional, farmacéutico e industrial (Silva; Taniwaki; S, 2022).

Figura 16 - Fermentacdo Submersa
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Fonte: Silva et al., 2022

Desse modo, existem diferentes formas de fermentacao, cuja escolha depende tanto do
microrganismo utilizado quanto do metabdlito que se deseja produzir ou isolar. O emprego de
fungos nesses processos evidencia o grande potencial biotecnoldgico desses organismos
(Figura 17), especialmente na producao de antibidticos, agentes terapéuticos, probioticos,
compostos quimicos, polimeros de aplica¢do industrial e tecnologica, além de enzimas de
interesse biotecnologico. Os fungos também desempenham papel importante em processos de
biorremediacdo de poluentes, biolixiviacdo e recuperagdo de minérios, demonstrando ampla

versatilidade metabdlica. Além disso, suas aplicagdes se estendem as areas médica, veterinaria
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e agricola, contribuindo para o prognostico, prevencao e controle de doengas que acometem
humanos, animais e plantas. Nesse contexto, a biotecnologia permite que esses compostos
bioativos sejam isolados, purificados e produzidos em larga escala, favorecendo o
desenvolvimento de produtos inovadores, a redugdo de custos industriais € a ampliagdo do
acesso a substancias com elevado potencial terapéutico e tecnoldgico, capazes de contribuir
significativamente para a melhoria da qualidade de vida e para a solu¢do de diversos problemas

de satde publica e ambiental (Canhos; Manfio, 2010).

Figura 17 - Metabdlitos secundarios de importancia industrial produzido por fungos
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Fonte: Abreu et al., 2015

3.10 Fungos Edofiticos na Inovacio de Medicamentos

Os organismos endofiticos, especialmente os fungos, vém se destacando nas ultimas
décadas devido a sua capacidade de produzir metabdlitos bioativos (Figura 18), representando
uma importante fonte genética para aplicagdes biotecnoldgicas, principalmente na area
farmacéutica. A capacidade desses microrganismos de produzir os mesmos metabolitos
bioativos sintetizados pelas plantas hospedeiras pode reduzir a coleta excessiva de espécies
vegetais raras, contribuindo para a preservacao da biodiversidade. As diferentes classes de
moléculas produzidas por fungos endofiticos podem apresentar atividades hormonais,

antibidticas, antitumorais, antifingicas, citotoxicas, antivirais, imunossupressoras €
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antiparasitarias, entre outras. Entre os principais produtos naturais obtidos desses
microrganismos destacam-se alcaloides, esteroides, terpenoides, isocumarinas, quinonas,
fenilpropanoides, ligninas, fendis, acidos fenolicos, metabdlitos alifaticos, lactonas,
citocalasinas, flavonoides, peptideos e xantonas. Diversas técnicas envolvendo conhecimentos
de quimica, bioquimica, microbiologia e biologia molecular tém sido utilizadas para aprimorar
0 uso de microrganismos no isolamento de novos principios ativos. Os microrganismos
representam uma importante fonte de moléculas biologicamente ativas, sendo responsaveis por

aproximadamente 10% dos produtos naturais bioativos conhecidos (Specian et al., 2014).

De acordo com Specian et al. (2014), a utilizacdo de metabdlitos de fungos endofiticos
na industria farmacéutica tornou-se especialmente evidente no século XX com a descoberta da
producdo do diterpenoide taxol pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae. Esse composto
antitumoral de elevada importancia farmacoldgica havia sido inicialmente isolado de espécies
vegetais do género Taxus. A descoberta da producdo desse metabolito pelo fungo permitiu o
desenvolvimento de métodos mais eficientes € menos dispendiosos para obtengdo do farmaco,
reduzindo a exploragdo excessiva das espécies vegetais utilizadas anteriormente como fonte do
composto. Atualmente, o taxol é amplamente utilizado no tratamento de cancer de mama,
pulmao e ovario, atuando na inibi¢do da multiplicagcdo de células cancerosas. Outros exemplos
de metabolitos produzidos por fungos endofiticos incluem as citocalasinas sintetizadas por
espécies de Xylaria sp., compostos que apresentam atividade antitumoral contra cancer de
ovario e colon, além de metabolitos com acdo antifingica contra Candida albicans. Outro
composto de interesse farmacologico € o alcaloide camptotecina, produzido pelo fungo
Fusarium solani, conhecido por sua atividade anticancerigena. Além disso, o policetideo
citrinina, obtido do fungo endofitico Penicillium janthinellum, demonstrou atividade contra

espécies do género Leishmania.



Figura 18 - Metabdlitos secundarios de origem endofitica com propriedades bioativas
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Estima-se que cerca de 80% dos fungos endofiticos estudados sejam capazes de produzir
compostos com atividade antibacteriana, antifungica ou herbicida. Dessa forma, destaca-se a
importancia do estudo desses microrganismos, visando ao isolamento de metabolitos capazes
de combater infec¢des causadas por agentes patogénicos e contribuir para o desenvolvimento

de novos medicamentos pela industria farmacéutica (Specian et al., 2014).
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Os fungos desempenham papel essencial na manutengao da saude e da estabilidade dos
ecossistemas terrestres, contribuindo significativamente para a sustentabilidade ambiental e
para a biodiversidade. Nesse contexto, destaca-se a importancia da biotecnologia na obtengao
de diferentes substancias por meio da manipulagdo de fungos, possibilitando o desenvolvimento
de novas tecnologias voltadas tanto para a satide humana quanto para o equilibrio ambiental.
No campo da industria farmacé€utica, ainda existe um amplo potencial a ser explorado em
relagdo a utilizagao de microrganismos endofiticos. A elevada capacidade desses organismos
em produzir substancias bioativas os torna importantes fontes para a descoberta de novos
principios ativos de interesse terapéutico. Além disso, apresentam vantagens biotecnologicas
relevantes, como baixo custo de produgao, facilidade de cultivo e possibilidade de controle das
variaveis ambientais, fatores que permitem otimizar e viabilizar a produ¢do de metabolitos

secundarios em escala industrial (Abreu; Rovida; Pamphile, 2015).

3.11 Controle de Aedes aegypti: Importancia da Avaliacio de Novos Agentes
Larvicidas

A dengue ¢ uma arbovirose causada por virus pertencentes ao género Flavivirus,
transmitidos por artrépodes hematofagos. No Brasil, o principal vetor da doenga ¢ a fémea do
mosquito Aedes aegypti, responsavel pela transmissao dos quatro sorotipos conhecidos do virus
da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), os quais apresentam diferencas genéticas

e podem ocasionar diferentes padroes epidemioldgicos (Brasil, s.d.).

Acredita-se que Aedes aegypti tenha sido introduzido no Brasil por meio dos navios
envolvidos no trafico de pessoas escravizadas vindas da Africa. A primeira epidemia de dengue
com confirmacao clinica e laboratorial no pais foi registrada entre 1981 e 1982, em Boa Vista,
Roraima, sendo causada pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4. Em 1986, novos surtos atingiram
o estado do Rio de Janeiro e capitais da Regido Nordeste, marcando o inicio da circulagao

continua da doenga no territorio nacional (Brasil, s.d.).

Desde entdo, a dengue tornou-se uma enfermidade endémica no Brasil, chegando a quase
18 milhdes de infectados nos ultimos 25 anos. Fatores como a urbanizacdo acelerada, o
crescimento populacional desordenado, as deficiéncias no saneamento basico e as condigdes
climaticas favordveis contribuem para a proliferagdo do vetor e para a manuten¢do da

transmissdo viral. Além disso, a doenga apresenta comportamento sazonal, com aumento
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expressivo do numero de casos entre os meses de outubro e maio. Embora individuos de todas
as faixas etarias sejam suscetiveis a infec¢do, idosos e pessoas com comorbidades, como
diabetes mellitus e hipertensao arterial, apresentam maior risco de desenvolver formas graves

da doenga, aumentando a probabilidade de complicagdes e de obito (Brasil, s.d.).

Na década mais recente, entre janeiro de 2020 e junho de 2024, o Brasil registrou
11.236.426 casos provaveis de dengue, evidenciando a elevada carga da doenga no pais. A
analise historica dos casos de dengue com sinais de alerta, das formas graves e dos 6bitos por
dengue demonstra que o ano de 2024 apresentou niimeros significativamente superiores aos
observados nas epidemias anteriores, configurando uma das maiores epidemias ja registradas

no territorio nacional (Gurgel-Gongalves; Oliveira; Croda, 2024).

Segundo os mesmos autores, entre os principais fatores associados a esse aumento
destacam-se as mudancas climaticas globais, que favorecem a expansdo da distribuicao
geografica tanto do virus quanto do mosquito Aedes aegypti. O aumento da temperatura, as
alteragdes nos regimes de chuva e a ocorréncia de eventos climaticos extremos criam condi¢des
mais favoraveis para a reproducdo do vetor e para a transmissdo viral. Como consequéncia,
epidemias tém sido registradas em novas areas do pais, inclusive em regides cujos sistemas de
saude apresentam menor capacidade de resposta diante de um grande numero de casos, o que

contribui para o aumento da morbidade e da mortalidade associadas a dengue.

Na regido Nordeste, foram registrados aproximadamente 93,2 mil casos provaveis de
dengue, enquanto Pernambuco contabilizou 18.421 casos. Apesar da redu¢do observada em
relacdo ao mesmo periodo de 2025, a regido continua apresentando elevada vulnerabilidade
para a transmissdo da doenca, em razdo das condigdes climaticas favoraveis ao

desenvolvimento do Aedes aegypti e das defici€éncias no saneamento basico (Brasil, 2026).

Diante desse cenario, a vacinagao contra a dengue passou a integrar o Calendario Nacional
de Vacinag¢ao pela primeira vez em fevereiro de 2024. Embora a introdugcdo da vacina
represente um importante avanco nas estratégias de prevencdo e controle da doenga, sua
disponibilidade ainda ¢ limitada e ndo contempla todas as regides do pais. Ainda assim,
observa-se uma reducdo expressiva no niumero de casos. At¢ 20 de junho de 2026, foram
registrados aproximadamente 392,8 mil casos de dengue no Brasil, representando uma redugao

de 73% em comparacdo com o mesmo periodo do ano anterior. Apesar desses resultados
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promissores, o controle do vetor continua sendo a principal medida de prevencao da doenga,

especialmente em areas onde a cobertura vacinal ainda ¢ insuficiente (Brasil, 2026).

O Aedes aegypti apresenta habito predominantemente diurno e alimenta-se, em condi¢des
naturais, de néctar e seiva de plantas. Entretanto, as fémeas necessitam de sangue para a
maturacdo dos ovos durante o periodo reprodutivo. Quando uma fémea realiza o repasto
sanguineo em um individuo infectado pelo virus da dengue, pode adquirir o virus e tornar-se
capaz de transmiti-lo. Apoés um periodo de incubagdo extrinseca, que varia entre 10 e 12 dias,
o virus se multiplica no organismo do mosquito e alcanca suas glandulas salivares. A partir
desse momento, a fémea infectada passa a transmitir o virus a individuos suscetiveis durante
novas picadas, mantendo o ciclo de transmissao (Figura 19) da doenga entre o ser humano e o

vetor (Espirito Santo, s.d.).

Figura 19 - Ciclo de transmissao da dengue
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Fonte: Espirito Santo, s.d

O ciclo de vida do Aedes aegypti (Figura 20) compreende quatro estigios de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto. Em condigdes ambientais favoraveis, esse ciclo
tem duracdo média de aproximadamente 40 dias, sendo cerca de 10 dias necessarios para o
desenvolvimento do ovo até o estagio adulto e aproximadamente 30 dias correspondentes a fase
adulta do mosquito. Entretanto, a duracdo desse ciclo pode variar em fung¢do de fatores
ambientais, principalmente da temperatura. Temperaturas mais elevadas aceleram o
desenvolvimento das formas imaturas, favorecendo a eclosdo dos ovos e reduzindo o tempo

necessario para a formagdo de novos adultos. Dessa forma, as mudancas climaticas,
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especialmente o aumento da temperatura, contribuem para o aumento da populacio de Aedes
aegypti, favorecendo a transmissdo da dengue e aumentando o nimero de casos da doenga em

diferentes regides (Instituto Butantan, 2024).

Figura 20 - Ciclo de vida do Aedes aegypti

LAY

Ovos

Larva

Fonte: Santos, 2026

O controle de Aedes aegypti baseia-se, principalmente, na utilizacdo de inseticidas e
larvicidas quimicos, empregados para reduzir as populagdes do vetor nas fases adulta e larval.
Entretanto, o uso intensivo desses produtos pode elevar os custos das agdes de controle, além
de ocasionar impactos ambientais e potenciais riscos a saude publica. Outro fator preocupante
¢ o desenvolvimento de resisténcia pelo mosquito aos principios ativos utilizados. O uso
continuo de pesticidas quimicos promove a eliminagdo dos individuos suscetiveis, favorecendo
a sobrevivéncia e a reproducdo daqueles geneticamente resistentes, o que reduz
progressivamente a eficacia desses produtos (Polanzck; Garcia; Alves, 2003). Nesse contexto,
torna-se fundamental o desenvolvimento de novos compostos com atividade larvicida, capazes
de atuar como alternativas aos produtos convencionais e contribuir para o controle do vetor,

especialmente em populagdes que ja apresentam resisténcia aos inseticidas disponiveis.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao do Material de Pesquisa

Foram selecionados os materiais que apresentavam melhores condigdes de crescimento do
fungo verde (FV) para realizagdo da repicagem. Inicialmente, as placas de Petri, pipetas e tubos
de ensaio foram organizados e submetidos a esterilizagdo a seco em estufa. Posteriormente, foi
preparado o meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar, o qual foi esterilizado em autoclave.
Em seguida, em cabine de fluxo laminar, o meio de cultura foi distribuido nas placas de Petri e
nos tubos de ensaio com auxilio de pipeta estéril. Apds esse procedimento, os materiais foram
mantidos sob refrigeragdo até o resfriamento e solidificagdo do meio.

Posteriormente, um fragmento do fungo verde foi retirado com auxilio de uma alga de
inoculagdo e transferido para um tubo contendo adgua destilada estéril. A suspensdo obtida foi
homogeneizada em agitador tipo vortex, com a finalidade de promover a libera¢do dos esporos
presentes no material fungico. Com auxilio de um swab estéril, a suspensado foi espalhada nas
placas de Petri e nos tubos de ensaio por meio da técnica de estriamento. Apds a inoculagdo, o
material bioldgico foi incubado em estufa bacteriologica por sete dias, a temperatura de 40 °C,

para promover o crescimento e desenvolvimento das coldnias fungicas.

4.2 Preparacao dos Meios de Cultura

Todos os meios de cultura foram preparados na propor¢ao de 150 mL, com exce¢do do meio
a base de milho, cuja formulagdo foi preparada na propor¢ao de 250 mL. Posteriormente, os
meios foram distribuidos em aliquotas de 50 mL em trés frascos Erlenmeyer devidamente
identificados. Ressalta-se que nenhuma das formulagdes recebeu adigao de agar, com a
finalidade de manter os meios em estado liquido, condicdo necessaria para a realizacdo do
processo fermentativo. Apos o preparo, os valores de pH de cada meio foram aferidos, sem
realiza¢do de corre¢do. Posteriormente, os meios de cultura preparados foram submetidos ao
processo de esterilizagdo em autoclave, visando garantir a eliminagdo de possiveis

microrganismos contaminantes antes da inoculagao fungica.
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Tabela 3 - Composi¢ao do meio de Saboraud

Meio Liquido de Sabouraud (SAB)

pH = 6,50
Dextrose 3g
Peptona 0,75g
Agua Destilada 150 Ml

Fonte: Autora, 2026

Tabela 4 - Composi¢ao do meio liquido de Malt Extract

Meio Liquido Malt Extract (MEA)

pH =544
Extrato de Malte 3g
Glicose 3g

Peptona 0,15¢g
Agua Destilada 150 mL

Fonte: Autora, 2026

Para o preparo do meio a base de farinha de milho (Tabela 5), foram pesados 25 g de

flocos de milho (cuscuz), aos quais foram adicionados inicialmente 100 mL de dgua destilada

para hidratacdo da massa. Em seguida, o material foi submetido ao aquecimento em micro-

ondas para cocg¢do, sendo adicionados, ao longo do processo, mais 100 mL de dgua destilada.

Posteriormente, o conteudo obtido foi filtrado em peneira, resultando em aproximadamente 100

mL de extrato. Apos a filtragdo, foram adicionados mais 150 mL de 4gua destilada, totalizando

o volume final de 250 mL do meio de cultura.

Tabela S - Composic¢do do meio liquido de Farinha de Milho

Meio Liquido de Farinha de Milho (MIL)

pH =5,18
Farinha de Milho 25g
Agua Destilada 350 mL
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Fonte: Autora, 2026

Para o preparo do meio a base de batata-dextrose (Tabela 6), foram utilizados 30 g de
batata descascada, cortada em pequenos fragmentos e adicionada a um volume inicial de 4gua
destilada. O material foi submetido ao cozimento em micro-ondas até o amolecimento da batata.
Posteriormente, o contetido foi completado com agua destilada até atingir o volume final de
150 mL, sendo entdo homogeneizado adequadamente. Apds a homogeneizagdo, foram

adicionados 3 g de dextrose ao meio de cultura.

Tabela 6 - Composi¢ao do meio liquido Batata Dextrose

Meio Liquido Batata Dextrose (BDA)
pH =6,81
Batata 30g

Dextrose 3g
Agua Destilada 150 mL

Fonte: Autora, 2026

4.3 Processos Fermentativos Utilizados no Experimento

Uma por¢ao de cada meio de cultura foi separada e adicionada de 4gar com a finalidade de
obten¢do dos meios solidos. Apds o preparo, os meios foram esterilizados em autoclave e,
posteriormente, vertidos em placas de Petri dentro de cabine de fluxo laminar, respeitando as

condicdes assépticas.

Apos a solidificagdo dos meios, o fungo foi repicado em duas placas de cada meio sélido
por meio da técnica de estriamento. As placas foram incubadas em estufa a 40 °C durante trés
dias para crescimento das colonias fungicas. Apds esse periodo, as regides com maior
concentragdo de esporos foram perfuradas com auxilio de um perfurador de 8 mm de didmetro
(Figura 21), obtendo-se oito blocos de gelose, os quais foram transferidos para seus respectivos
meios liquidos. Dessa forma, os blocos obtidos do meio solido de farinha de milho foram

inoculados no meio liquido de farinha de milho, ocorrendo o mesmo procedimento para os
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demais meios de cultura. Os meios liquidos inoculados foram mantidos em estufa incubadora

a temperatura de 30 °C durante o periodo de fermentacao (Figura 22).

Figura 22 - Blocos de gelose de 8 mm Figura 21 - Meio de cultura liquido contendo

de diametro obtidos com auxilio de blocos de gelose utilizados para a fermentagéo
furador estéril.

Fonte: Autora, 2026 Fonte: Autora, 2026

4.4 Liofilizacao dos Liquidos Fermentados

A liofilizagdo de liquidos fermentados consiste em um processo de desidratacdo por
sublimacdo, no qual a dgua congelada passa diretamente do estado solido para o estado de
vapor, sem transitar pela fase liquida. Essa técnica ¢ amplamente empregada para preservar
metabolitos bioativos, enzimas e a viabilidade de esporos de microrganismos, além de reduzir

o volume das amostras e facilitar seu armazenamento.

Inicialmente, as amostras sdo congeladas em temperaturas inferiores a -18 °C,
garantindo que toda a agua presente permaneca no estado solido. Em seguida, o sistema ¢
submetido a vacuo, promovendo a sublima¢do do gelo. Como a amostra se encontra abaixo do
ponto triplo da 4gua, a reducdo da pressdo permite que o gelo passe diretamente para o estado
de vapor, sem ocorrer fusdo. Na etapa final, denominada dessor¢do, a dgua residual adsorvida

ao material ¢ removida por meio do fornecimento gradual de calor, mantendo-se o vacuo no
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interior do equipamento. Como a pressao permanece reduzida, ndo sdo necessarias temperaturas
elevadas, o que contribui para a preservacao da estabilidade e das caracteristicas bioativas dos
metabolitos presentes na amostra.

Na presente pesquisa, o processo de liofilizagao foi realizado utilizando o liofilizador Enterprise

II — Terroni.

4.5 Inoculacio em Trés Pontos Equidistantes

Em placas de Petri contendo meio de cultura solido, foi realizada a inoculagdo em trés
pontos equidistantes, com o objetivo de acompanhar o crescimento das colonias, bem como
observar sua coloracdo e demais caracteristicas morfologicas, seguindo a metodologia descrita
por Ashcar (1971). Para a realizagdo desse procedimento, durante a inoculagdo, a placa foi
mantida com a base voltada para cima e a tampa voltada para baixo, a fim de evitar que esporos
desprendidos durante o manuseio se depositassem em outras regides do meio de cultura. Além
disso, utilizaram-se placas de vidro, devido a sua maior transparéncia, facilitando a observacao
do desenvolvimento das colonias. Apés a inoculagdo, as placas foram vedadas com filme
plastico e incubadas em estufa a 40 °C, mantendo-se sempre a tampa voltada para baixo. As
avaliagdes foram realizadas em trés momentos, apds 48, 96 e 144 horas de incubacdo,
registrando-se o crescimento das coldnias por meio de medi¢des e fotografias. Durante todas as
observagoes, as placas permaneceram na mesma posi¢do de incubacdo, evitando que esporos
eventualmente depositados na tampa caissem sobre o meio de cultura e interferissem no

crescimento das coldnias.

4.6 Preparacio dos Extratos da Massa Liofilizada dos Liquidos Fermentados

Para o preparo dos extratos aquosos, foi selecionado um tubo Falcon contendo a massa
liofilizada de cada meio de cultivo. Foram escolhidos tubos com massas semelhantes, a fim de
padronizar as concentragdes dos extratos obtidos. Em seguida, adicionaram-se 50 mL de 4gua
destilada a cada tubo, promovendo a completa solubilizacdo da massa liofilizada. Apds esse
processo, os extratos foram transferidos para frascos de vidro ambar (Figura 23), onde
permaneceram armazenados até sua utilizacdo nos bioensaios. As concentragdes finais dos

extratos preparados estdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Concentracao dos extratos aquosos

AMOSTRAS [C] mg /Ml
SAB 7
MEA 7
MIL 74
BDA 9,2

Fonte: Autora, 2026

Figura 23 - Extratos aquosos obtidos a partir da massa liofilizada dos liquidos fermentados e
larvicida bioldgico utilizado nos bioensaios.

4.7 Teste de Toxicidade Frente Aedes aegypti

Os ovos das larvas, doados pela Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), foram incubados em
dgua destilada até atingirem o terceiro estadio larval (L3). Nessa fase, as larvas apresentam
maior resisténcia ao manuseio, reduzindo a ocorréncia de mortalidade natural durante os
bioensaios, além de possuirem tamanho adequado para facilitar sua visualiza¢do, sem que
tenham atingido o estagio de pupa. Essas caracteristicas contribuem para a obtencdo de
resultados mais precisos e padronizados, conforme recomendado pela World Health

Organization (WHO, 2009). Os bioensaios foram realizados em triplicata, sendo adicionadas
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cinco larvas em cada tubo. As concentragdes utilizadas para cada amostra estdo apresentadas

na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentracao das amostras analisadas

AMOSTRAS [C] mg/mL
C 0,49
SAB C 0,70
Cs 1,05
C 0,49
MEA C 0,70
Cs 1,05
Ci 0,52
MIL C, 0,74
Cs 1,11
C 0,64
BDA @) 0,92
Cs 1,38

Fonte: Autora, 2026

Foram preparados 42 tubos, cada um contendo 50 mL de 4gua destilada e o volume
correspondente de extrato, de acordo com a concentracdo avaliada: 3,5 mL para a concentragao
C1, 5,0 mL para C2 e 7,5 mL para C3. Esse procedimento foi realizado para cada um dos quatro
extratos obtidos dos diferentes meios de cultivo, além dos controles utilizados no experimento

(Figura 24).
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Figura 24 - Tubos contendo dgua destilada e extratos aquosos preparados para a realizacao
dos bioensaios larvicidas frente a Aedes aegypti

Fonte: Autora, 2026

No controle negativo (CN), os tubos continham apenas agua destilada, sem a adi¢ao de
extrato, com o objetivo de verificar a mortalidade natural das larvas durante o periodo
experimental. No controle positivo (CP), foi utilizado o larvicida biologico VectoBac WG
(Figura 25), formulado a base da bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis (BTI). O
larvicida foi doado pela XI Geréncia Regional de Satde de Serra Talhada. A recomendagado do

fabricante ¢ a utilizagdo de 0,5 g para 100 L de 4gua.
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Figura 25 - Larvicida VectoBAc WG
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4.8 Cromatografia em Camada Delgada

Foi realizada a andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando os
extratos de acetato de etila (AcOEt) e metandlico (MeOH) (Figura 27). Na primeira andlise,
empregou-se o sistema de solvente Hexano:AcOEt (4:1), utilizando como amostras os padroes
de extrato bruto rico em THC (tetraidrocanabinol), extrato bruto rico em CBD (canabidiol) e os
extratos brutos em AcOEt obtidos dos meios Sabouraud (SAB), Malt Extract (MEA), Milho
(MIL) e Batata Dextrose (BDA).

Na segunda analise cromatografica, foram utilizados os extratos brutos em AcOEt dos
meios SAB, MEA, MIL e BDA, empregando-se o sistema de solvente AcOEt:MeOH (3:2).

Tanto a primeira quanto a segunda placa foram reveladas com iodo sublimado.

A terceira andlise foi realizada utilizando as mesmas amostras € 0 mesmo sistema
eluente da segunda analise, diferindo apenas quanto ao reagente revelador (Figura 26), sendo

empregado o acido acético glacial.
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Ao final das andlises cromatograficas, foi determinado o fator de reteng¢do (Rf) de cada
substancia detectada, permitindo a comparagao dos perfis cromatograficos e a identificacao das

substancias presentes nos diferentes extratos.

Figura 27 - Solventes utilizados na CCD Figura 26 — Reveladores utilizados na CCD
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4.9 Analise Estatistica

A mortalidade das larvas de Aedes aegypti foi analisada por meio de regressdo Probit
utilizando o software Posit Cloud, empregando a fun¢do glm() com distribuicdo binomial e
func¢do de ligagdo Probit, disponivel no pacote MASS. O modelo foi ajustado considerando a
mortalidade das larvas em fun¢ao do logaritmo decimal das concentra¢des dos extratos brutos,

conforme a equacao:

Probit = a + b X logqy(dose)

em que a representa o intercepto e b o coeficiente angular da regressdo. Foram estimados os
coeficientes do modelo, seus respectivos valores de significancia (p), bem como as estimativas

da concentragdo letal para 50% (CLso) € 90% (CLw) da populacdo larval. Além da analise
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estatistica, foram construidas curvas dose—resposta para representar graficamente o

comportamento da mortalidade em fun¢ao das concentragdes testadas.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliaciao do Crescimento Micelial em Diferentes Meios de Cultura

Com o objetivo de avaliar a capacidade de desenvolvimento do fungo nos diferentes meios
de cultura testados, foi realizada a inoculagao de trés pontos equidistantes em placas contendo
cada um dos meios so6lidos avaliados. O crescimento das coldnias foi acompanhado a cada 48
horas durante o periodo experimental, sendo mensurado o diametro das colonias para
comparag¢do entre os tratamentos. O meio Sabouraud foi utilizado como controle positivo, uma
vez que ja era conhecido por favorecer o crescimento do microrganismo estudado. Os resultados

obtidos encontram-se apresentados nas Tabelas de 9 a 12.

Tabela 9 - Medidas de crescimento das coldnias fungicas em meio Sabouraud nos tempos de
48, 96 ¢ 144 horas de incubacao.

SAB Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3 Média
48h 2,1x1,9cm 2,1x2,0cm 2,0x2,0 cm 2,02 cm
96h 23x2,1cm 2,3x2,3cm 24x22cm 2,27 cm
144h 2,2x2,1 cm 2,3x2,3cm 2,4x2,2 cm 2,25 cm

Fonte: Autora, 2026

O fungo apresentou crescimento satisfatorio em meio Sabouraud, atingindo diametro
médio de 2,02 cm apos 48 horas de incubagdo (Figura 28). O crescimento continuou até 96
horas, quando foi observada média de 2,27 cm (Figura 229), permanecendo praticamente
estavel até 144 horas com média 2,25 cm (Figura 30) . Esses resultados indicam que o meio

Sabouraud forneceu condi¢des adequadas para o desenvolvimento do fungo, sendo possivel
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observar que o crescimento micelial ocorreu principalmente nos primeiros dias de incubagao,

seguido por uma fase de estabilizag¢do da coldnia.

Figura 28 - Crescimento da colonia em meio Sabouraud em 48h

Fonte: Autora, 2026

Figura 29 - Crescimento da colonia em meio Sabouraud em 96h

Fonte: Autora, 2026
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Figura 30 - Crescimento da colonia em meio Sabouraud em 144h

Fonte: Autora, 2026

Tabela 10 - Medidas de crescimento das coldnias fungicas em meio Malt Extract nos tempos
de 48, 96 e 144 horas de incubacgao.

MEA Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3 Média
48h 2,8x2,8 cm 2,9x2,8 cm 3,0x 2,8 cm 2,85
96h 3,2x 3,1 cm 3,0x3,1 cm 3,2x3,2cm 3,13
144h 3,1 x3,1l cm 3,2x 3,1 cm 3,4x3,2cm 3,18

Fonte: Autora, 2026

O fungo apresentou crescimento continuo em meio Malt Extract durante todo o periodo
experimental, passando de uma média de 2,85 cm ap6s 48 horas (Figura 31), 3,13 cm ap6s 96
horas (Figura 32) e por fim 3,18 cm ap6s 144 horas de incubagao (Figura 33). Esse resultado
indica que o meio forneceu condigdes nutricionais favoraveis ao desenvolvimento micelial,
promovendo crescimento superior ao observado no meio Sabouraud. Além disso, as colonias
apresentaram crescimento homogéneo entre as repetigdes, demonstrando boa adaptacdo do

fungo ao meio de cultivo.
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Figura 31 - Crescimento da colonia em meio Malt Extract em 48h

Fonte: Autora, 2026

Figura 32 - Crescimento da colonia em meio Malt Extract em 96h

Fonte: Autora, 2026
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Figura 33 - Crescimento da colonia em meio Malt Extract em 144h

Fonte: Aurora, 2026

Tabela 11 - Medidas de crescimento das colonias fingicas em meio de Milho nos tempos de
48, 96 ¢ 144 horas de incubacao

MIL Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3 Média
48h 1,6 x 1,5 cm 1,8 x 1,4 cm 1,2x 1,4 cm 1,48
96h 2,6 x2,7cm 2,9x2,9cm 2,6x2,9 cm 2,77
144h 2,7x2,7cm 3,5x3,3cm 2,8x2,5cm 2,92

Fonte: Autora, 2026

O fungo apresentou crescimento progressivo em meio de milho durante todo o periodo
experimental, passando de uma média de 1,48 cm ap6s 48 horas (Figura 34) para 2,92 cm ao
final de 144 horas (Fugura 36) de incubacdo. Quando comparado ao meio Sabouraud, observou-
se menor crescimento nas primeiras 48 horas. Entretanto, a partir de 96 horas (Figura 35), o
meio de milho proporcionou maior desenvolvimento micelial, atingindo média superior a
observada no meio controle ao final do experimento. Esses resultados indicam que o meio de

milho favoreceu o crescimento do fungo ap6s um periodo inicial de adaptagao.
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Figura 34 - Crescimento das colonias no meio de Milho em 48h

Fonte: Autora, 2026

Figura 35 - Crescimento das colonias no meio de Milho em 96h

Fonte: Autora, 2026
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Figura 36 - Crescimento das colonias no meio de Milho em 144h

Fonte: Autora, 2026

Tabela 12 - Medidas de crescimento das coldnias fingicas em meio Batata Dextrose nos
tempos de 48, 96 e 144 horas de incubagao.

BDA Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3 Média
48h 2,6 x2,6 cm 24x2,5cm 2,5x2,3 cm 2,48
96h 2,7x2,8 cm 2,6 x2,7cm 2,7x2,9 cm 2,73
144h 2,6 x 2,8 cm 2,6 x 2,7 cm 2,7x2,5cm 2,65

Fonte: Autora, 2026

O fungo apresentou crescimento satisfatorio em meio BDA, atingindo didmetro médio
de 2,48 cm apo6s 48 horas de incubagdo (Figura 37). O crescimento aumentou até 96 horas com
média de 2,73 cm (Figura 38), permanecendo praticamente estavel até 144 horas com média
de 2,65 cm (Figura 39). Quando comparado ao meio Sabouraud, o BDA proporcionou maior
crescimento micelial em todos os periodos avaliados, indicando que sua composi¢do nutricional

favoreceu o desenvolvimento do fungo nas condi¢des experimentais empregadas.
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Figura 37 - Crescimento das colonias no meio Batata Dextrose em 48h

Fonte: Autora, 2026

Figura 38 - Crescimento das colonias no meio Batata Dextrose em 96h

Fonte: Autora, 2026
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Figura 39 - Crescimento das colonias no meio Batata Dextrose em 144h

Fonte: Autora, 2026

De modo geral, observou-se que todos os meios de cultura foram capazes de sustentar o
crescimento do fungo, porém com desempenhos distintos. O meio Malt Extract apresentou o
maior crescimento micelial ao final do experimento, atingindo média de 3,18 cm apos 144 horas
de incubacgdo, indicando que sua composicao nutricional favoreceu o desenvolvimento do
microrganismo. O meio de milho também apresentou resultados expressivos, alcangando média
final de 2,92 cm e superando o meio Sabouraud apds 96 horas de cultivo. O meio BDA
proporcionou crescimento intermediario, com média final de 2,65 cm, enquanto o meio
Sabouraud, utilizado como controle, apresentou o menor crescimento entre os meios avaliados,
com média de 2,25 cm ao final do experimento. Esses resultados sugerem que a composi¢ao
nutricional de cada meio influencia diretamente o desenvolvimento micelial do fungo, sendo o

meio Malt Extract o mais promissor nas condigdes experimentais empregadas.

5.2 Rendimento dos Liquidos Fermentados Apos a Liofilizacao

Apos a liofilizacao dos liquidos fermentados (LF) produzidos em cada meio de cultivo,
foi obtido material sélido correspondente aos metabdlitos e demais componentes presentes no
sobrenadante fermentado. Observou-se variagdo no rendimento entre os meios avaliados. Ao
final do processo, foram obtidos oito tubos Falcon contendo o material proveniente do meio

Sabouraud (SAB), seis tubos do meio Malt Extract Agar (MEA), cinco tubos do meio de milho
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(MIL) e cinco tubos do meio Batata Dextrose Agar (BDA). Os valores de rendimento para cada

meio encontram-se apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 -Massa do liofilizado e rendimento obtidos ap0s a liofilizagao dos liquidos
fermentados produzidos nos diferentes meios de cultivo.

AMOSTRAS MASSA(LF) g RENDIMENTO (%)
SAB 2,25 5,10
MEA 2,38 4,47
MIL 2,51 5,02
BDA 3,44 6,88

Fonte: Autora, 2026

O meio BDA apresentou o maior rendimento de liofilizado (6,88%), seguido pelos meios
SAB (5,10%), MIL (5,02%) e MEA (4,47%). Essas diferencas podem estar relacionadas a
composicao nutricional de cada meio de cultivo, que influencia o crescimento flingico e a
producdo de metabolitos durante a fermentagdo. Segundo Bernardi (2008), a composi¢ao
quimica do meio pode influenciar diretamente tanto a quantidade quanto o perfil dos
metabolitos excretados pelo microrganismo. Nesse contexto, o fato de o meio BDA utilizado
neste estudo ter sido preparado a partir de infusdo de batata pode ter contribuido para o maior
rendimento de massa liofilizada observado. Entretanto, ndo ¢ possivel afirmar que essa
caracteristica tenha sido a unica responsavel pelo resultado, sendo necessarios estudos

adicionais para confirmar essa hipotese.

5.3 Analise dos Metabolitos Secundarios dos Extratos de Acetato de Etila (AcOEt) e
Metandlico (MeOH) Obtidos do Liquido Fermentado do Fungo Verde

Na analise cromatografica da placa 01 (Figura 40), revelada com iodo sublimado, foi
possivel identificar, por comparacdo com os padrdes dos extratos brutos de THC e CBD, a
presenca das substancias SB5 (Rf=0,59) e SB6 (Rf = 0,66) nos extratos brutos liofilizados dos
liquidos fermentados do fungo verde (FV) cultivado nos meios MEA, MIL e BDA.
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Figura 40 — Placa Cromatografica 01 revelada em iodo sublimado

Fonte: Autora, 2026

Na andlise da placa 02 (Figura 41), também revelada com iodo sublimado, foram
identificadas duas substancias, SB1 (Rf = 0,16) e SB3 (Rf = 0,34). Dentre elas, a SBI1 foi

detectada em todos os extratos brutos analisados.

Figura 41 - Placa Cromatografica 02 revelada com iodo sublimado

Fonte: Autora, 2026
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Na analise da placa 03 (Figura 42), revelada com acido acético glacial, foram observadas
trés substancias: SB2 (Rf = 0,31), SB4 (Rf = 0,56) e SB7 (Rf = 0,90). A substancia SB2 foi
identificada nos extratos brutos obtidos dos meios SAB, MEA ¢ MIL.

Figura 42 - Placa cromatografica 03 revelada com acido acético glacial

|

Fonte: Autora, 2026

De modo geral, os extratos brutos provenientes dos diferentes meios de fermentacao
apresentaram elevada diversidade de substancias (Figura 43), conforme apresentado na Tabela
14. Ao todo, foram identificadas sete substancias excretadas pelo fungo FV, cujas distribui¢des
nos diferentes meios de cultivo encontram-se descritas na Tabela 15. Ressalta-se, entretanto,
que a cromatografia em camada delgada (CCD) foi empregada como uma técnica de triagem
cromatografica, permitindo a comparagdo preliminar dos perfis quimicos dos extratos com os
padrdes de referéncia utilizados. Dessa forma, a identificagdo das substancias baseou-se na
compatibilidade dos valores de fator de retencdo (Rf) e no comportamento cromatografico
observado, ndo sendo suficiente para confirmar a identidade estrutural dos metabolitos
detectados. A confirmagdo quimica dessas substancias requer analises complementares, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massas (MS), que
possibilitam maior resolucdo analitica e a caracterizagdo estrutural dos compostos produzidos

pelo fungo.



Figura 43 - Extratos brutos utilizados na CCD

Fonte: Autora, 2025

Tabela 14 - Perfil das substancias excretadas pelo fungo FV nos diferentes meios de
fermentagdo, identificadas por cromatografia em camada delgada (CCD)

AMOSTRAS RF’s
EBTHC 0,59
EB CBD 0,59 0,56
S4B 0,16 0,31 0,34 0,59
MEA 0,16 0,31 0,66 0,90
MIL 0,16 0,31 0,59 0,66
BDA 0,16 0,56 0,59 0,90

Fonte: Autora, 2026

Tabela 15 - Substincias identificadas nos extratos brutos liofilizados do fungo FV e seus
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respectivos fatores de retengdo (Rf) obtidos por cromatografia em camada delgada (CCD).

SUBSTANCIA RF

SB1 0,16
SB2 0,31
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SB3 0,34
SB4 0,56
SB5 0,59
SB6 0,66
SB7 0,90

Fonte: Autora, 2026

5.4 Analise dos Resultados da Atividade Toxica dos Extratos Brutos do Fungo Verde
Frente Aedes aegypti.

A avaliacdo da toxicidade foi realizada utilizando trés concentragdes para cada extrato
bruto, conforme apresentado na Tabela 8. Comparando os resultados obtidos, observou-se que,
na concentragao C1 (0,49 mg/mL), comum aos meios Sabouraud (SAB) e Malt Extract (MEA),
o extrato bruto obtido no meio MEA apresentou maior mortalidade larval em relagdo ao extrato

obtido no meio SAB (Tabela 16).

Tabela 16 - Avaliacao da Atividade Toxica dos Extratos Brutos do FV (Quantidade de Larvas
Vivas ao Final do Experimento)

AMOSTRA C C; Cs
CN 15 15 15

CP 0 0 0

SAB 12 12 13
MEA 10 13 14
MIL 15 12 12
BDA 15 15 15

Fonte: Autora, 2026
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A analise Probit foi realizada para os extratos brutos obtidos nos meios SAB, MEA, MIL ¢
BDA com o objetivo de avaliar a relagdo entre a concentracdo dos extratos e a mortalidade das

larvas de Aedes aegypti, os resultados obtidos estdao representados na tabela 17.

Tabela 17 - Equagdes da regressao Probit e valores de significancia (p) obtidos para os
extratos brutos produzidos nos meios Sabouraud (SAB), Malt Extract (MEA), Milho (MIL) e
Batata Dextrose (BDA) frente a larvas de Aedes aegypti.

AMOSTRAS EQUACAO PROBIT P
SAB Probit =-1,0483 — 0,8042 0,6226
logio(dose)
MEA Probit =-1,5166 — 3,3661 0,0672
logio(dose)
MIL Probit=—0,8226+3,1664 0,1029
logio(dose)
BDA - -

Fonte: Autora, 2026

O modelo ajustado para o extrato obtido no meio SAB resultou na equacao:

Probit = —1,0483 — 0,8042 X log;,(dose)

O coeficiente angular apresentou inclina¢do negativa, indicando tendéncia de reducdo
da mortalidade com o aumento da concentragdo. Entretanto, ndo foi observada associagao
estatisticamente significativa entre a concentragdo do extrato e a mortalidade das larvas (p =

0,6226) (Figura 44).
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Figura 44- Curva Probit ajustada para a mortalidade de larvas de Aedes aegypti expostas ao
extrato bruto obtido no meio Sabouraud (SAB).
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Fonte: Autora, 2026

Para o extrato obtido no meio MEA, o modelo ajustado foi representado pela equacao:

Probit = —1,5166 — 3,3661 X log;,(dose)

Assim como observado para o meio SAB, a regressdo apresentou inclinagdo negativa,
indicando diminui¢do da mortalidade com o aumento da concentracdo. Embora o coeficiente
angular tenha apresentado maior magnitude, a relacdo entre concentracdo e mortalidade
também nao foi estatisticamente significativa (p = 0,0672), evidenciando apenas uma tendéncia

de associagdo (Figura 45).
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Figura 45 - Curva Probit ajustada para a mortalidade de larvas de Aedes aegypti expostas ao
extrato bruto obtido no meio Malt Extract (MEA)
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Fonte: Autora, 2026
Para o extrato obtido no meio de milho (MIL), o modelo foi descrito pela equagao:

Probit = —0,8226 + 3,1664 X log,(dose)

Diferentemente dos meios SAB e MEA, o extrato do meio MIL apresentou inclinacao
positiva, indicando tendéncia de aumento da mortalidade com o incremento da concentragao.

No entanto, a associacdo entre concentracdo e mortalidade também ndo foi estatisticamente

significativa (p = 0,1029) (Figura 46).
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Figura 46 - Curva Probit ajustada para o extrato MIL
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Fonte: Autora, 2026

O extrato bruto obtido a partir do meio Batata Dextrose (BDA) ndo apresentou atividade
larvicida frente as larvas de Aedes aegypti. Em todas as concentragdes avaliadas (C1, C2 e C3),
nao foi observada mortalidade das larvas durante o periodo experimental, permanecendo todos
os individuos vivos ao final do bioensaio. Em razdo da auséncia de mortalidade, nao foi possivel
ajustar o modelo de regressdo Probit, uma vez que esse modelo estatistico requer variagdao na
resposta bioldgica para estimar a relacdo entre a concentragdo do extrato e a mortalidade, bem

como calcular os valores de CLso € CLoso.

De modo geral, observou-se que apenas o extrato obtido no meio MIL apresentou
comportamento compativel com uma resposta dose-dependente, embora sem significancia
estatistica. Os extratos produzidos nos meios SAB e MEA apresentaram comportamento
inverso ao esperado para bioensaios toxicoldgicos, com redu¢do da mortalidade nas maiores
concentragdes avaliadas. J& o extrato obtido no meio BDA ndo promoveu mortalidade larval
em nenhuma das concentragdes testadas, impossibilitando o ajuste do modelo Probit e a

avaliacdo da relacdo dose—resposta para esse tratamento.

Esses resultados devem ser interpretados com cautela, uma vez que os extratos avaliados
correspondem a extratos brutos, constituidos por uma mistura complexa de metabolitos
produzidos pelo fungo durante a fermentacdo. Dessa forma, a atividade bioldgica observada
pode resultar de interagdes sinérgicas, aditivas ou antagonistas entre diferentes compostos

presentes no extrato. Assim, a auséncia de toxicidade detectavel, como observado para o extrato
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obtido no meio BDA, ndo invalida o potencial biotecnolégico da amostra, podendo indicar que
0s compostos bioativos estejam presentes em baixas concentragdes, que necessitem de
isolamento para expressar sua atividade ou que atuem sobre outros alvos bioldgicos ndo
avaliados neste estudo. Além disso, o numero reduzido de concentragdes testadas limita a
detec¢do de uma relacdo dose-resposta consistente, reforcando a necessidade de estudos
complementares com maior numero de concentra¢des, ampliagdo das repeticdes experimentais
e fracionamento dos extratos para identificacdo dos compostos responsaveis pela atividade

larvicida observada.

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que todos os meios de cultura avaliados foram capazes
de sustentar o crescimento do fungo, evidenciando diferengas no desenvolvimento micelial e
no rendimento da massa liofilizada. O meio Malt Extract (MEA) proporcionou o maior
crescimento micelial durante o periodo experimental, indicando condi¢des favoraveis ao
desenvolvimento do microrganismo. Entretanto, esse maior crescimento nao resultou no maior
rendimento de massa liofilizada. O meio Batata Dextrose (BDA) apresentou o maior
rendimento, seguido pelos meios Sabouraud (SAB) e milho (MIL), enquanto o MEA apresentou
o menor rendimento entre os tratamentos. Esses resultados sugerem que o crescimento micelial
e a produ¢do de metabdlitos ndo estdo necessariamente relacionados de forma direta, sendo

influenciados pela composi¢do nutricional de cada meio de cultivo.

A analise por cromatografia em camada delgada permitiu observar substincias com valores
de fator de reten¢ao (Rf) compativeis com os padrdes de THC e CBD, sugerindo que o fungo
verde excreta compostos com comportamento cromatografico semelhante aos principais
fitocanabinoides produzidos por Cannabis sativa L. As substancias SB5 ¢ SB6 apresentaram
valores de Rf correspondentes aos padrdes utilizados. A substancia SBS5 foi detectada em todos
os meios de cultura avaliados, enquanto a SB6 foi observada apenas nos meios MEA e MIL.
Dentre os meios testados, o meio de milho (MIL) foi o tnico que apresentou simultaneamente
as substancias SB5 e SB6, destacando-se como o meio mais promissor para a produgao desses

compostos em processos fermentativos.

Por fim, no bioensaio frente as larvas de Aedes aegypti, observou-se que os extratos obtidos

nos meios Malt Extract (MEA) e Milho (MIL) apresentaram as maiores taxas de mortalidade



84

larval entre os meios avaliados. Em contrapartida, o extrato obtido no meio Sabouraud (SAB)
apresentou menor atividade larvicida, enquanto o extrato proveniente do meio Batata Dextrose
(BDA) ndo promoveu mortalidade em nenhuma das concentragdes testadas. Comparando esses
resultados com o perfil cromatografico, verificou-se que os extratos dos meios MEA ¢ MIL
apresentaram em comum a presenga da substancia SB6, ausente nos extratos obtidos dos meios
SAB e BDA. Além disso, a SB6 apresentou fator de retencao (Rf) compativel com o padrao de
canabidiol (CBD), sugerindo que a maior atividade larvicida observada nesses extratos possa
estar relacionada a presenca dessa substancia, isoladamente ou em associagdo com outros
metabolitos produzidos pelo fungo. Entretanto, essa hipdtese ainda necessita de confirmacao

por meio de analises estruturais e ensaios bioldgicos complementares.

A anélise Probit dos extratos obtidos nos meios Sabouraud (SAB), Malt Extract (MEA) e
Milho (MIL) ndo demonstrou relagdo estatisticamente significativa entre a concentragdo dos
extratos e a mortalidade das larvas de Aedes aegypti (p > 0,05). Os extratos dos meios SAB e
MEA apresentaram inclinacdo negativa nas curvas dose-resposta, indicando comportamento
inverso ao esperado para bioensaios toxicoldgicos, enquanto o extrato do meio MIL apresentou
inclinagdo positiva, sugerindo tendéncia de aumento da mortalidade com o incremento da
concentragcdo, embora sem significancia estatistica. Para o extrato obtido no meio BDA, a
analise Probit ndo pdde ser realizada, uma vez que nao foi observada mortalidade larval em
nenhuma das concentragdes avaliadas, impossibilitando o ajuste do modelo estatistico ¢ a

estimativa dos valores de CLso € CLoo.

De modo geral, esses resultados sugerem que a atividade larvicida observada estd mais
relacionada ao perfil qualitativo dos metabolitos produzidos pelo fungo do que a quantidade de
biomassa ou de extrato obtido em cada meio de cultivo. Considerando que os meios MEA e
MIL, responsaveis pelas maiores mortalidades, foram os unicos a apresentar a substancia SB6,
cujo fator de retengao foi compativel com o padrao de CBD, essa substancia surge como uma
potencial candidata a atividade larvicida observada. Contudo, sdo necessérios estudos
adicionais envolvendo um maior nimero de concentracdes, maior numero de repetigdes
experimentais, isolamento e identificacdo estrutural da SB6, além de novos bioensaios, para

confirmar sua participagdo na atividade bioldgica observada.
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