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Resumo 

Devido à natureza simbiótica dos micro-organismos endofíticos, este estudo teve 

como objetivo investigar a atividade antibacteriana, antifúngica e citotóxica em 

metabólitos secundários de extratos de fungos endofíticos foliares de plantas do bioma 

Amazônia e Cerrado. Neste trabalho de tese foram isolados 147 micro-organismos 

cultiváveis (130 fungos, 3 bactérias e 14 fungos não-identificados ou desconhecidos) a 

partir de 28 plantas (4 espécies coletadas no Brasil e 24 na Guiana Francesa). Todos os 

micro-organismos foram identificados por análise molecular de regiões específicas de 

DNAr, com uso de técnicas de sequenciamento genômico. Fungos endofíticos da ordem 

Xylariales foram os de maior frequência de isolamento neste estudo, representados por 

25 isolados. Extratos brutos em AcOEt foram produzidos a partir de culturas de cada 

micro-organismo isolado. Uma proporção relativa significante (23,1%) dos extratos 

demonstrou atividade em Candida albicans ATCC 10213, enquanto 4% foram ativos 

em Staphylococcus aureus ATCC 29213. O potencial citotóxico dos extratos foi 

avaliado para as linhagens celulares humanas KB (carcinoma cervical uterino), MDA-

MB-435 (melanoma), e MRC-5 (fibroblastos de pulmão normal), resultando em 

proporção significante com atividade de inibição da proliferação celular (24,4%, 23,1% 

e 16,3%, respectivamente).  

Dezoito metabólitos secundários foram isolados a partir do fracionamento de 

oito extratos brutos endofíticos. Dezessete destas substâncias já tinham sido descritas 

anteriormente na literatura: ácido pilifórmico (24) e griseofulvina (25) isoladas de 

Xylaria cubensis SNB-GCI02; phomopirona A (26), pyrenocina A (27), alterperilenol 

(28) e novae-zelandina A (29) isoladas de Lewia infectoria SNB-GTC2402; 5-

metilmelleina (31) e Dihidrosporothriolida (32) isoladas de Xylaria sp. SNB-GTC2501; 

mycoleptodiscina A (34) e mycoleptodiscina B (35) isoladas de Mycoleptodiscus sp. 

SNB-GTC2304; mycoepoxidieno (36) e altiloxina A (37) isoladas de Diaporthe 

pseudomangiferae SNB-GSS10; acremonisol A (40), semicochliodinol A (41) e 

cochliodinol (42) isoladas de Chaetomium globosum SNB-GTC2114; colletofragarona 

A2 (43) isolada de Colletotrichum sp. SNB-GTC0201; flavoglaucina (44) isolada de 

Eurotium rubrum BBS01. Dentre estas substâncias, a flavoglaucina (44) isolada de E. 

rubrum BBS01, demonstrou atividade comparável ao controle fluconazol em C. 

albicans (CIM de 4 µg.mL
-1

). Esta substância (44) apresentou IC50 >10 µM em células 

normais MRC-5, tornando-se candidata para estudos posteriores. Neste trabalho foi 
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identificado pela primeira vez a atividade citotóxica da colletofragarona A2 (43), 

isolada de Colletotrichum sp. SNB-GTC0201. A substância inédita nomeada 

pyrrocidina C (30) foi isolada a partir de L. infectoria SNB-GTC2402 e identificada 

através de análises espectroscópicas (Casella et al., 2013). A pyrrocidina C (30) foi 

ativa em S. aureus ATCC 10213 (CIM de 2 µg.mL
-1

), e não foi considerada citotóxica 

para as células normais MRC-5 (IC50 >10 µM), demonstrando seletividade na ação 

antimicrobiana.  

Estes resultados demonstram a grande diversidade fúngica endofítica em plantas 

do bioma Amazônia e Cerrado, e a quimiodiversidade associada aos metabólitos 

secundários destes micro-organismos. Fungos endofíticos tropicais, como os vistos 

neste trabalho, podem emergir como uma nova fonte de substâncias antimicrobianas e 

citotóxicas. 

 

Palavras-chave:  

Endófitos tropicais 

Fungos endofíticos foliares  

Quimiodiversidade funcional 

Antimicrobianos 

Metabólitos citotóxicos 

Pyrrocidina C 
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Résumé 

En raison de la nature symbiotique des micro-organismes endophytes, cette 

étude visait à étudier l'activité antibactérienne, antifongique et cytotoxique chez les 

métabolites secondaires des extraits endophytes foliaires de plantes de l'Amazonie 

brésilienne et du Cerrado. Dans ce travail de thèse 147 micro-organismes cultivables ont 

été isolés (130 champignons, 3 bactéries e 14 champignons non-identifiés ou inconnus) 

à partir de 28 plantes (4 espèces collectées  au Brésil et 24 en Guyane Française). Tous 

les micro-organismes furent identifiés par analyse moléculaire des régions spécifiques 

de l'ADNr en utilisant des techniques de séquençage génomique. Des champignons 

endophytes de l’ordre des Xylariales furent ceux de plus importante fréquence 

d’isolation dans cette étude, représentés par 25 isolats. Des extraits bruts à l’AcOEt 

furent produits à partir de cultures de chaque micro-organisme isolé. Une proportion 

relative signifiante (23,1%) des extraits démontra une activité sur Candida albicans 

ATCC 10213, pendant que 4% furent actifs sur Staphylococcus aureus ATCC 29213. 

Le potentiel cytotoxique des extraits fut évalué pour des lignées cellulaires humaines 

KB (carcinome cervical utérin), MDA-MB-435 (mélanome), et MRC-5 (fibroblastes de 

poumon normal), résultant en proportion signifiante avec activité d’inhibition de la 

prolifération cellulaire (24,4%, 23,1% e 16,3%, respectivement). 

Dix-huit métabolites secondaires furent isolés et identifiés à partir du 

fractionnement des extraits bruts de huit endophytes. Dix-sept de ces substances furent 

déjà décrites précédemment dans la littérature: l’acide piliformique (24) et la 

griséofulvine (25) isolés à partir de Xylaria cubensis SNB-GCI02; La phomopirone 

(26), la pyrenocine (27), l’alterpérilenol (28) et la novae-zelandine (29), isolés de Lewia 

infectoria SNB-GTC2402; 5-métilmelleina (31) et la dihidrosporothrioride (32) isolées 

à partir de Xylaria sp. SNB-GTC2501; La mycoleptodiscine (34) et la mycoleptodiscine 

B (35) isolées à partir de Mycoleptodiscus sp. SNB-GTC2304; le mycoepoxidiène (36) 

et la altiloxina A (37) isolés à partir de Diaporthe pseudomangiferae SNB-GSS10; 

L’acremonisol (40), le semicochliodinol (41) et le cochliodinol (42) isolés à partir de 

Chaetomium globosum SNB-GTC2114; la colletofragarone A2 (43) isolée à partir de 

Colletotrichum sp. SNB-GTC0201; la flavoglaucine (44) isolée à partir de Eurotium 

rubrum BBS01. Parmi ces substances, la flavoglaucine (44) isolée à partir de E. rubrum 

BBS01 démontra une activité comparable au contrôle fluconazol en C. albicans (CIM 

de 4 µg.mL
-1

). La substance (44) présenta IC50 >10 µM sur cellules normales MRC-5, 
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ce qui en fait un candidat pour des études ultérieures. Dans ce travail, fut identifié pour 

la première fois l’activité de la colletofragarone A2 (43) isolée à partir de 

Colletotrichum sp. SNB-GTC0201. La substance inédite nommée pyrrocidine C (30) fut 

isolée à partir de L. infectoria SNB-GTC2402 et identifiée par des analyses 

spectroscopiques (Casella et al., 2013). La pyrrocidine C (30) fut active en S. aureus 

ATCC 10213 (CIM de 2 µg.mL
-1

) et ne fut pas considérées cytotoxique pour les cellules 

normales MRC-5 (IC50 >10 µM), démontrant une sélectivité dans l’action 

antimicrobienne.  

Ces résultats démontrent la grande diversité des endophytes fongiques chez les 

plantes de l'Amazonie brésilienne et du Cerrado et la grande chimiodiversité associée 

aux métabolites secondaires de ces micro-organismes. Des champignons endophytes 

tropicaux, comme ceux présentés dans cette étude, peuvent apparaître comme une 

nouvelle source de substances antimicrobiennes et cytotoxiques. 

 

Mots-clés:  

Endophytes tropicaux 

Champignons endophytes foliaires 

Chimiodiversité fonctionnelle 

Antimicrobiens 

Métabolites cytotoxiques  

Pyrrocidine C. 
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Summary 

Because of the symbiotic nature of endophytes, this survey aims to investigate 

the probality of discovering antibacterial, antifungal and cytotoxic activities in 

secondary metabolites of leaf endophytes isolated from plants of Amazon and Cerrado 

biomes. In this study, 147 cultivable microorganisms were isolated (130 fungi, 3 

bacteria and 14 unidentified or unknown microbes) from 28 plant species (4 species 

collected in Brazil and 24 in French Guyana). All endophytes were identified by 

molecular analyses of specific rDNA regions, with genomic sequencing techniques. 

Fungal endophytes belonging to Xylariales order were the most frequently isolated in 

this study, represented by 25 isolates. Crude AcOEt extracts were produced from 

cultures of each isolated endophyte. A significant relative proportion (23,1%) of 

extracts showed activity in Candida albicans ATCC 10213, while 4% were active in 

Staphylococcus aureus ATCC 29213. The cytotoxic potencial of the extracts was 

evaluated for human cell lines KB (uterin cervical carcinome), MDA-MB-435 

(melanoma) and MRC-5 (normal lung fibroblasts), and a significant proportion of them 

showed cellular proliferation inhibition (24,4%, 23,1% e 16,3%, respectively). 

Eighteen secondary metabolites were isolated by the fractionation of eight 

endophytic extracts. Seventeen of these substances had already been previously 

described in the literature: piliformic acid (24) and griseofulvin (25) isolated from 

Xylaria cubensis SNB-GCI02; phomopiron A (26), pyrenocin A (27), alterperilenol (28) 

and novae-zelandin A (29) isolated from Lewia infectoria SNB-GTC2402; 5-

metilmellein (31) and dihidrosporothriorid (32) isolated from Xylaria sp. SNB-

GTC2501; mycoleptodiscin A (34) and mycoleptodiscin B (35) isolated from 

Mycoleptodiscus sp. SNB-GTC2304; mycoepoxidien (36) and altiloxin A (37) isolated 

from Diaporthe pseudomangiferae SNB-GSS10; acremonisol A (40), semicochliodinol 

A (41) and cochliodinol (42) isolated from Chaetomium globosum SNB-GTC2114; 

colletofragaron A2 (43) isolated from Colletotrichum sp. SNB-GTC0201; flavoglaucin 

(44) isolated from Eurotium rubrum BBS01. Among these substances, flavoglaucin 

(44), isolated from E. rubrum BBS01, showed comparable antifungal activity with the 

positive control fluconazol in C. albicans (MIC of 4 µg.mL
-1

). Flavoglaucin (44) also 

showed IC50 >10 µM in normal MRC-5 cells, becoming a good candidate for further 

studies. In this work, the cytotoxic activity of colletofragaron A2 (43), isolated from 

Colletotrichum sp. SNB-GTC0201 was described for the first time. The unpublished 
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substance named pyrrocidin C (30) isolated from L. infectoria SNB-GTC2402 was 

identified by spectroscopic analyses (Casella et al., 2013). The pyrrocidin C (30) was 

active in S. aureus ATCC 10213 (MIC of 2 µg.mL
-1

), and was not considered cytotoxic 

for normal MRC-5 cells (IC50 >10 µM), showing selectivity in antimicrobial activity.  

These results demonstrate the great endophytic fungal diversity in plants of 

Amazon and Cerrado biomes, along with the chemodiversity associated to the 

secondary metabolites of these endophytes. Tropical fungal endophytes, like those seen 

in this work, may emerge as a new source of antimicrobial and cytotoxic substances. 

 

Keywords:  

Tropical endophytes 
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Antimicrobials 

Cytotoxic metabolites 
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Résumé étendu 

Gráce à la nature symbiotique des micro-organismes endophytes, ce travail de 

thèse a eu pour objectif de découvrir de nouvelles substances avec activités 

antibacteriens, antifongiques et d´inhibition de proliferation cellulaire appartenant aux 

endophytes foliaires de plantes du biome Amazonien et du biome Cerrado. 

Un total de 28 espèces de plantes, appartenant à 16 familles d´angiospermes ont 

été recoltées en Guyane française, dans le biome Amazonien et au Brésil, dans le biome 

Cerrado, à la recherche de champignons endophytes. A partir des feuilles de ces 

espèces, 147 micro-organismes endophytes ont été isolés, la grande majorité des 

souches obtenues sont des champignons de la classe Ascomicota (143 champignons 

isolés). Il a été possible d’isoler au moins un champignon cultivable dans toutes les 

espèces récoltées. L’espèce vegetale ayant permis d´isoler le plus grand nombre de 

souches endophytes (22) est l´espèce Vismia latifolia (Clusiaceae), um arbre invasif 

trouvé abondamment sur presque toute la forêt amazonienne (Nebel et al., 2001). La 

variété et la grande distribution géographique de cette plante en Amazonie peut avoir 

comme origine son association avec des endophytes bioactifs (Clay et Holah, 1999) ou 

due à sa tolérance a la colonisation endophytique. Une distribution hétérogène 

quantitative et qualitative des isolats obtenus à partir des plantes collectées dans ce 

travail a été observée. Le travail de révision de Sanchez Marquez (2012) a conclu que ce 

type de résultat est communément observé dans la majorité des études qui traitent de 

l’isolement endophytique en régions tropicales et tempérées de la planète. 

A travers l’identification génétique moléculaire des isolats, 13 différentes ordres 

fongiques ont été identifiés, incluent 12 différents ordres d’ascomycètes, un ordre de 

levure inséré dans l’ordre de basidiomycètes, 3 bactéries endophytes et aussi 14 souches 

non identifiées. L’identification génétique de certaines souches isolées n’a pas été 

possible due aux difficultés qui ont surgit pendant l’extraction ou le séquençage de 

l’ADN génomique, ou due à l´absence de séquence comparative dans la banque de 

données GenBanK. Dans certains cas (SNB-GTC2901, SNB-GTC2905, SNB-

GTC2906), les séquences obtenues correspondent de manière homologue à la séquence 

des champignons pas encore identifiés dans la banque de données GenBank. Les plantes 

qui résident dans les surfaces à grande biodiversité peuvent loger des endophytes 

uniques et extrêmement biodiversifiés (Strobel et al., 2003). L’ordre des Xylariales a été 

observé comme le plus fréquemment isolé dans cette étude, représenté par 25 isolats, 
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certains de ces isolats ont été identifié comme appartenant a la même espèce fongique, 

en revanche ces souches ont été maintenues séparées dû aux différences 

morphologiques significatives et aux résultats biologiques hétérogènes obtenus après le 

criblage biologique des extraits bruts obtenus. Les champignons de l’ordre des 

Xylariales sont généralement de parasites d’arbres, et sont rencontrés généralement sur 

les bois, les feuilles, des excrément d’animaux ou encore sur le sol (Lee et al., 2000). 

Les espèces de champignons endophytes récoltés par Schultz et Boyle (2005) en région 

tropicale sont Xylaria spp., Colletotrichum spp., Guignardia spp., Phyllostica spp., 

Pestalotipsis spp., Phomopsis spp. Dans cette étude, tout les genres ont été obtenus avec 

une grande fréquence relative d’isolats, à l’exception du genre Phyllostica qui n’a pas 

été retrouvé. La biodiversité inexplorée du biome amazonien et du biome cerrado 

justifient la création de programmes de conservation et de programmes de recherche 

visant l’augmentation de connaissances sur ces biomes menacés, et assurant la 

préservation de ceux–ci (Klink et Machado, 2005). 

Une levure appartenant au phyllum Basidiomycote identifiée comme 

Rhodotorula minuta a été isolée de la plante médicinale Phyllodendrum insignum 

(Araceae). Il est intéressant de souligner que les basidiomycètes levuriformes ont été 

identifiés comme de rare champignons endophytiques de palmiers (Frolich et al., 2000). 

trois bactéries endophytes ont été isolées sans l’usage d’un milieu de culture sélectif ou 

d’antibiotique durant le processus d’isolement. Rosenblueth & Martinez-Romero (2006) 

ont établi certains critères de reconnaissance de bactéries endophytes véritables, dans 

lesquels il est demandé non seulement l’isolement à partir de tissus superficiellement 

désinfectés mais aussi des preuves microscopiques de bactéries préalablement marquées 

à l’intérieur du tissu végétal. Comme ce dernier critère n’a pas été atteint, le terme 

endophyte putatif a été utilisé pour les isolats bactériens trouvés dans cette étude. 

Tous les extraits bruts à l´AcOEt des microorganismes endophytes isolés ont été 

criblé sur deux pathogènes humains: la bactérie Gram-positive Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 et la levure Candida albicans ATCC 10213. La cytotoxicité des extraits a 

été évaluée sur des lignes cellulaires tumorales KB (Carcinome cervical de l’utérus) et 

MDA-MB-435 (Mélanome), et aussi dans la lignée cellulaire saine MRC-5 (fibroblastes 

pulmonaires humain). L’extrait obtenu à partir du milieu de culture seul (blanc) a été 

testé sur tout les modèles biologiques analysés et n’a pas présenté d’activité biologique 

significative, ce qui démontre que le résultat positif du criblage est bien dû à la présence 

de métabolites secondaires produits par les endophytes. L’identification de tous les 
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microorganismes endophytes et de leurs hôtes respectifs, ainsi que les activités 

antimicrobiennes et cytotoxiques de tout les extrais produit ont été présenté sur les 

tableaux 2 et 3. 

Six extraits bruts fongiques (4,1%) présentent une activité antimicrobienne 

significative sur S. aureus, et trente-quatre (représentant 21,3%) ont été actifs sur la 

levure pathogéne C. albicans. Les extraits des champignons endophytes codifiés par 

SNB-GTC2114 (Chaetomium globosum), SNB-GTC2304 (Mycoleptodiscus sp.), SNB-

GTC2402 (Lewia infectoria) et SNB-GTC2501 (Xylaria sp.) ont été actifs avec une 

valeur de CIM entre 8 et 64 µg.mL
-1

 sur S. aureus. Les extraits de champignons 

endophytes codifiés par SNB-GTC2003 (Glomerella cingulata), SNB-GTC2101 

(inconnue), SNB-GTC2102 (Pestalotiopsis sp.), SNB-GTC2114 (Chaetomium 

globosum), SNB-GTC2201 (Diaphorthe phaseolorum), SNB-GTC2503 (Phomopsis 

sp.), SNB-GTC2605 (Colletotrichum boninense), SNB-GTC2706 (Colletotrichum sp.), 

SNB-GTC2710 (Hypoxylum investiens), SNB-GTC2711 (Hypoxylum investiens), SNB-

GVL02 (Penicillium sp.), SNB-GTC2814 (Phomopsis sp.), SNB-GCI02 (Xylaria 

cubensis), SNB-GTC0201 (Colletotrichum sp.), BBS01 (Eurotium rubrum) ont obtenu 

une valeur de CIM entre 8 et 64 µg.mL
-1

 sur C. albicans. Les extraits codifiés par SNB-

GTC2003, SNB-GTC2101, SNB-GTC2102, SNB-GTC2501, SNB-GTC2605, SNB-

GTC2706, SNB-GTC2710 et BBS01 ont démontré une activité antimicrobienne 

importante, et n’ont pas présenté de cytotoxicité sur les cellules MRC-5 à 1 µg.mL
-1

, 

démontrant une certaine sélectivité sur les modèles biologiques sélectionnés. Dans cette 

étude, des différences ont été observées entre les endophytes appartenant au même 

genre, quant à la capacité de production de métabolites antimicrobiens. Une grande 

proportion d´extraits antifongiques a été observée par rapport aux extraits 

antibactériens. 

Les activités cytotoxiques des extraits bruts obtenus sont présentées sur le 

tableau 3. À la concentration de 10 µg.mL
-1

 trente-six (24,4%), trente-quatre (23,2%), 

vingt-quatre (16,3%) des extraits ont inhibé plus de 50% de la prolifération cellulaire de 

lignées cellulaire KB, MDA-MB-435 et MRC-5 respectivement. Les extraits 

démontrant une inhibition de la croissance cellulaire supérieure à 80% à une 

concentration de 10 µg.mL
-1

 ont aussi été testé à une concentration de 1 µg.mL
-1

, et un 

nombre important de ceux-ci ont maintenu leur activité. Dans cette concentration 

inférieure, dix-neuf extraits (12,9%) ont continué a démontrer une inhibition de la 

croissance cellulaire supérieure à 50% sur la lignée de cellules KB, cinq extraits (3,4%) 



24 

 

sur la lignée de cellules tumorales MDA-MB-435 et sept extraits (4,7%) sur la lignée de 

cellules saines MRC-5. Ces résultats démontrent une fois de plus que la grande 

proportion d’extraits avec une activité cytotoxique peut avoir comme origine la nature 

symbiotique de ces endophytes, pouvant contribuer à la défense des feuilles végétales 

contre l’attaque des pathogènes et des herbivores. 

Les extraits bruts fongiques des endophytes codifiés par SNB-GTC2114 

(Chaetomium globosum), SNB-GTC2304 (Mycoleptodiscus sp.), SNB-GTC2804 

(Diaphorte sp.) et SNB-GSS10 (Diaphorte pseudomangiferae) démontrent une forte 

inhibition de la prolifération cellulaire à une concentration de 1 µg.mL
-1

, avec des 

valeurs d’inhibition de la croissance cellulaire supérieure à 80% sur les trois lignées 

cellulaires. Ces extraits ont été sélectionnés pour une investigation chimique visant 

l’isolement et l’identification des métabolites responsables des activités cytotoxiques 

des extraits. De plus, il a été observé que quatre vint quatre extraits (57,1%) ne 

démontrent pas d’activité cytotoxique contre les cellules saines MRC-5, ce qui inclut 

ces extraits comme de bons candidats à être testés sur d’autres modèles biologiques, 

étant donné l’absence de cytotoxicité sur ce modèle cellulaire indique une bonne 

spécificité d’action biologique (Cos et al., 2006). 

Vingt-huit métabolites secondaires ont été isolés à travers les fractionnements 

bioguidés de huit extraits bruts appartenant aux huit différents champignons. Ceux 

métabolites et leurs respectifs champignons producteurs sont décrit en suite. Dix-sept 

composés isolés ont déjà été décrit auparavant dans la littérature: l´acide piliformique 

(24), la griséofulvine (25), isolés de X. cubensis SNB-GCI02; la phomopirone A (26), la 

pyrenocine A (27), l´alterperilenol (28) et la novae zelandin A (29) isolés de L. 

infectoria SNB-GTC2402; la 5-metilmelein (31) et la dihidrosporothriolide (32) isolés 

de Xylaria sp. SNB-GTC2501; la mycoleptodiscine A (34) et la mycoleptodiscine B 

(35) isolés de Mycoleptodiscus sp. SNB-GTC2304; le mycoepoxidien (36) et 

l´altiloxine A (37) isolés de D. pseudomangiferae SNB-GSS10; l´acrémonisol A (40), le 

semicochliodinol A (41) et le cochliodinol (42) isolés de C. Globosum SNB-GTC2114; 

la colletofragarone A2 (43) isolé de Colletotrichum sp. SNB-GTC0201; la flavoglaucine 

(44) isolé de E. rubrum BBS01. Le composé inédit nommé pyrrocidine C (30) a été 

isolé a partir de L. infectoria SNB-GTC2402 et identifié grace à des analyses 

spectroscopiques (Casella et al., 2013). L´activité sur S. aureus de la pyrrocidine C (30) 

a eu une valeur de CIM de 2 µg.mL
-1

, cette activité a été sélective vue que la 

pyrrocidine C n´a pas été considérée cytotoxique sur les cellules saines MRC-5.  
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En somme, les résultats présentés dans ce travail de thèse sont le fruit de petites 

recherches bien établies sur des plantes amazoniennes ou du biome Cerrado. Une 

grande biodiversité de champignons endophytes ainsi qu´une grande chimiodiversité 

des métabolites secondaires ont été obtenues. Les micro-organismes endophytes 

tropicaux comme ceux présentés dans ce travail de thèse, peuvent représenter une 

nouvelle source d’agents antimicrobiens et cytotoxiques. 
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1. Introdução  
 

O termo genérico “endofítico” representa todos os micro-organismos que 

durante algum período de suas vidas, colonizam algum tecido interno vivo, sem causar 

danos aparentes aos seus hospedeiros do reino vegetal (Strobel e Daisy, 2003). Micro-

organismos endofíticos que habitam as folhas de vegetais terrestres superiores são 

extremamente diversos, representados em grande parte por fungos, além da existência 

de bactérias (incluindo estreptomicetos), nematoides e vírus (Strobel et al., 2004).  

Os principais micro-organismos endofíticos encontrados em tecidos aéreos e 

subterrâneos de plantas examinadas são fungos endofíticos. Estes representam uma 

classe ainda pouco conhecida e extremamente importante do ponto de vista ecológico às 

comunidades de plantas terrestres (Arnold et al., 2003).  

Esta microbiota pode contribuir para a proteção e sobrevivência de seus 

hospedeiros através da produção de substâncias pertencentes a diferentes classes 

químicas (Zhang et al., 2009). Esta peculiar microbiota vem sendo considerada como 

uma promissora fonte de metabólitos estruturalmente ricos e inéditos (Strobel, 2003), 

com atividade antibiótica, imunossupressora, anticancerígena dentre outras. Nos últimos 

anos, diferentes moléculas têm sido isoladas com o propósito de utilização agrícola e 

por indústrias farmacêuticas (Arnold 2007) justificando a importância em se investigar e 

a conservar estes organismos. Apesar do conhecimento adquirido nos últimos anos, 

existem muitas perguntas relacionadas à origem evolucionária, aos variados papéis 

ecológicos ainda não respondidos e ao real potencial de utilização biotecnológica dos 

fungos endofíticos (Leeder et al., 2011).  

 

1.2 Origem, evolução e biologia dos fungos endofíticos 
 

Os simbiontes fúngicos podem mediar alterações profundas no que concerne à 

ecologia, evolução e capacidade de adaptação de vegetais em relação ao ambiente 

circundante (Schulz e Boyle, 2005). Comunidades inteiras de plantas são atingidas 

(Clay e Holah, 1999), manifestando os fortes efeitos na diversidade e na estrutura dos 

outros organismos associados aos hospedeiros vegetais, como bactérias, nematódeos e 
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insetos (Omacini et al., 2001). Segundo Rodriguez et al. (2009), pode-se esperar ainda 

que existam micro-organismos endofíticos que sejam específicos a determinados 

hóspedes, havendo assim uma relação simbiótica exclusiva entre hóspede e hospedeiro. 

A antiga associação entre fungos e plantas é revelada pela presença de endófitos 

em tecidos de plantas fossilizadas (Strobel, 2003; Krings et al., 2007). Por meio de 

análises de sequenciamento gênico de enzimas, como celulases e pectinases que são 

ubíquas aos fungos, e relativamente bem conservadas através da evolução destes 

organismos, Carrol (1988) sugeriu que alguns fitopatógenos que existem no ambiente 

atual têm origem ancestral endofítica. A análise de enzimas como as feniltransferases, 

responsáveis pela biossíntese de derivados indólicos (Li, 2009), e de enzimas da família 

das hidrolases glicosídicas sugere grande semelhança genética entre fungos endofíticos 

e fungos fitopatogênicos (Parrent et al., 2009). A transição entre um modo de vida 

mutualístico e patogênico dos fungos endofíticos provavelmente permitiu a 

diversificação das espécies e a especificidade existente entre algumas delas e seus 

respectivos hospedeiros (Eaton et al., 2011). A transição entre os estados de patogênese, 

comensalismo, simbiose e/ou mutualismo e parasitismo ocorre geralmente como 

resposta às mudanças das condições ambientais nas quais o fungo se encontra (Newton 

et al., 2010). Comensalismo e mutualismo representam um estado de equilíbrio entre a 

planta hospedeira e o micro-organismo hóspede. O desequilíbrio causado por fatores 

bióticos ou abióticos pode transformar uma relação previamente simbiótica em uma 

relação de parasitismo (Kogel et al., 2006). A regulação destas mudanças é realizada 

por diferentes cascatas de sinalização, onde diferentes receptores e transportadores são 

ativados ou bloqueados através de diferentes moléculas sinalizadoras, como açúcares, 

por exemplo (Doidy et al., 2012). A transição de fungos patogênicos entre diferentes 

reinos, como fungos que atacam insetos e plantas, também pode ser considerada como 

uma possível origem e diversificação dos fungos endofíticos (Baarlen et al., 2007). Foi 

demonstrado, que fungos associados a algumas espécies de formigas podem habitar 

tecidos internos de raízes de plantas sem causar danos a seu hospedeiro vegetal 

(Voglymar et al., 2011). Uma revisão sobre os aspectos co-evolucionários entre fungos 

e artrópodes é descrita por Rohlfs e Churchill (2011) onde os autores concluem que 

provavelmente uma pressão seletiva estabelecida por relações de antagonismo/simbiose 

entre os mesmos contribuiu para a diversificação ecológica dos micro-organismos 

endofíticos.  
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Estudos demonstram que endófitos fúngicos sistêmicos, os Clavicipitaceous, 

transmitidos verticalmente são detectados quase que exclusivamente em gramíneas 

(Petrini, 1991). Esses endófitos contribuem à defesa do hospedeiro contra a herbivoria, 

através da produção de alcaloides com atividade inseticida, reduzindo assim a 

abundância e a diversidade de herbívoros que atacam gramíneas de interesse 

agronômico (Faeth e Saari, 2012). AnZhi et al. (2009) comprovaram que os efeitos 

destas associações simbióticas em gramíneas deve ser analisado apenas em nível da 

espécie do endófito e do morfotipo da cepa, pois diferentes morfotipos podem conferir 

ou não adaptações entre hóspede/hospedeiro. Já os endófitos não sistêmicos, os Não-

Clavicipitaceous, transmitidos horizontalmente planta a planta através de esporos, 

representam a maior parte dos fungos endofíticos em Gimnospermas e Angiospermas 

(Saikkonen, 2007).  

Dentro das zonas intertropicais, Arnold (2007) demonstrou que todas as folhas 

amostradas de vegetais superiores estão colonizadas por micro-organismos endofíticos, 

e que uma espécie vegetal é capaz de abrigar facilmente entre 30 a 40 fungos 

endofíticos cultiváveis, além dos não cultiváveis. Nas zonas temperadas, Sieber (2007) 

concluiu que todas as árvores amostradas possuíam endófitos, apresentando muitas 

vezes uma alta diversidade inter-espécie, sendo que certos hospedeiros continham mais 

de cem espécies diferentes de micro-organismos por tipo de tecido vegetal. Em regiões 

árticas, Higgins et al. (2007) observaram uma diminuição nas frequências de endófitos 

de acordo com o aumento da latitude para a espécie Dryas intergrifolia (Rosaceae), 

sendo a presença de micro-organismos endofíticos ainda observada em todas as espécies 

amostradas. Gore e Bucak (2007) demonstraram em espécimens de Laurus nobilis 

(Lauraceae), oriundos de diferentes locais mediterrâneos, que os fatores geográficos 

influenciaram fortemente a comunidade de endófitos coletada, enquanto as diferenças 

sazonais não interferiram na diversidade dos micro-organismos. 

Alterações no clima e nos níveis de gás carbônico influenciam o padrão de 

colonização dos fungos endofíticos, levando-os a se adaptarem em função destas 

variações e consequentemente alterando também a adaptação e fisiologia de seus 

hospedeiros vegetais (Compant et al., 2010). A simbiose estabelecida entre vegetais e 

fungos os adaptam a diferentes estresses bióticos e abióticos e muitas vezes são 

responsáveis pela sobrevivência de ambos quando estes são expostos à habitat de risco 

ou a condições de vida consideradas desfavoráveis (Rodriguez et al., 2004). Esta 
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simbiose é estabelecida através de uma fina regulação entre ambas as partes e este 

equilíbrio pode ser desbalanceado tanto por moléculas advindas do hospedeiro vegetal 

(Saunders e Kohn, 2009) quanto por moléculas produzidas pelo endófito hóspede 

(Torres et al., 2012).  

Em folhas de Theobroma cacao (Sterculiaceae) foi demonstrado que a presença 

de fungos endofíticos aumentou a capacidade fotossintética da planta e reduziu 

sensivelmente o ataque de patógenos superficiais, contribuindo assim à defesa e à 

sobrevivência de seus hospedeiros vegetais (Arnold et al., 2003). Outro caso de 

resistência ao ataque de patógenos mediado pela presença de endófitos foi demonstrado 

por Brunsfeld e Newcombe (2004), onde foi evidenciado que em pinheiros da espécie 

Cronartium ribicola (Cronartiaceae) a presença destes micro-organismos reduziu em 

onze vezes a mortalidade dos pinheiros que receberam a inoculação de diferentes 

espécies de fitopatógenos em seus tecidos aéreos.  

O trabalho de Bailey et al. (2006) indica que a presença de endófitos altera a 

expressão gênica de suas plantas hospedeiras. Alguns benefícios fisiológicos e 

adaptativos advindos das interações simbióticas entre vegetais e seus respectivos 

endófitos já foram demonstradas. Plantas submetidas à restrição luminosa responderam 

positivamente à associação com fungos endofíticos, diminuindo efeitos negativos 

advindos da falta de luz (Davitt et al., 2010). Em Mentha piperita (Lamiaceae), a 

presença de fungos endofíticos radiculares influenciou a produção de terpenos voláteis 

pelos seus tricomas foliares (Mucciarelli et al., 2007). Jaber e Vidal (2010) 

demonstraram que em Vicia alba (Fabaceae), conhecida popularmente como feijão, a 

presença do fungo endofítico Acremonium strictum diminuiu significamente os efeitos 

de herbivoria causados pela larva da mariposa Helicoverpa armigera. 

Mesmo com o enorme avanço dos conhecimentos quanto à importância destes 

seres em diferentes áreas e aplicações humanas, a diversidade microbiana até os dias 

atuais ainda é muitas vezes ignorada e muitas questões quanto à origem, evolução e à 

biologia dos fungos endofíticos ainda continuam inexplicadas (Rodriguez et al., 2009). 

A conservação e a exploração desta grande biodiversidade, de certa forma ainda 

desconhecida, deve ser priorizada, pois novos produtos de grande interesse humano 

podem ser descobertos a partir dos fungos endofíticos (Smith et al., 2008). 
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1.3 Principais grupos e classificação dos fungos 

endofíticos  
 

A grande maioria dos fungos endofíticos conhecidos pertencem ao filo 

Ascomicota, com alguns poucos representantes do filo Basidiomicota (Carroll, 1988), 

Mais de 75% dos fungos endofíticos foliares conhecidos pertencem ao filo Ascomicota 

(Arnold, 2007). A filogenia atual dos fungos ascomicetos, estabelecida por Hibbett et 

al. (2007) é apresentada na figura 1. 
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Figura 1. Filogenia e classificação dos fungos Ascomicetos, adaptada de Hibbett et al., 2007. 

*As linhas não representam a real distância filogenética. 
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Fungos endofíticos são divididos em classes que muitas vezes fazem menções às 

suas respectivas origens vegetais, ou também a localização in situ na planta, ou 

considerando critérios como a relação simbiótica estabelecida entre hóspede e 

hospedeiro (Stone et al., 2000). Ao contrário das micorrizas que colonizam tanto as 

raízes vegetais quanto a rizosfera circundante, micro-organismos endofíticos residem 

somente na parte interna dos tecidos vegetais e podem crescer em raízes, folhas, caule, 

flores e frutos, esporulando sempre que a planta ou o tecido habitado entra em 

senescência (Stone et al., 2004). A colonização pode ocorrer nos espaços inter- ou 

intracelular de forma localizada ou sistêmica (Schulz e Boyle, 2005), sendo que a 

invasão da célula vegetal envolve a quebra dos biopolímeros da parede celular 

hospedeira através de enzimas como celulases e pectinases (Aro et al., 2005). 

Dois grandes grupos principais de ascomicetos endofíticos foram reconhecidos - 

clavicipitaceous e não- clavicipitaceous (Carroll, 1988), refletindo diferenças quanto ao 

parentesco evolucionário, taxonomia, tipo de hospedeiro vegetal e funções ecológicas 

(Tabela 1).  

O grupo dos endófitos clavicipitaceous infectam apenas gramíneas; e o dos não- 

clavicipitaceous, podem ser coletados a partir de tecidos assintomáticos de plantas não 

vascularizadas, briófitas, pteridófitas, algas, gimnospermas e angiospermas (Clay e 

Schardl, 2002). A grande maioria das publicações científicas relacionadas aos fungos 

endofíticos é sobre endófitos clavicipitaceous devido aos impactos significativos 

ocasionados por esses fungos em gramíneas de interesse econômico (Torres et al., 

2012). No entanto, os endófitos não-clavicipitaceous são mais biodiversos, mais 

numerosos e são representados por pelo menos três grupos funcionais distintos (Tabela 

1) baseados em características biológicas e significância ecológica. 

 



Tabela 1. Critérios de simbiose utilizados na classificação de fungos endofíticos  

Critério 

Clavicipitaceous 
 

Não-clavicipitaceous 

Classe 1   Classe 2 Classe 3 Classe 4 

Hospedeiros colonizados Limitado 

 

Variados Variados Variados 

Tecidos colonizados Rizoma e partes aéreas 

 

Raízes, rizomas e partes 

aéreas Partes aéreas Raízes 

Colonização in planta Sistêmica 

 

Sistêmica 

 

Não 

sistêmica Sistêmica 

Biodiversidade in planta Baixa 

 

Baixa Alta Baixa 

Transmissão 

 

Vertical e horizontal   Vertical e horizontal Horizontal Horizontal 

Tabela adaptada de Rodriguez et al., 2009. 



2 Metabolismo secundário dos fungos endofíticos  
 

Desde o isolamento da penicilina encontrada no fungo Penicillium notatum 

(Fleming, 1945), pesquisadores vêm tentando descobrir novos metabólitos bioativos 

advindos de diferentes micro-organismos. Entre 1981-2002, cerca de 60% dos novos 

fármacos registrados no FDA (Federal Drug Administration) para o tratamento do 

câncer, hipertensão e doenças infecciosas foram originários de micro-organismos 

(Newman et al., 2003).  

A grande maioria das substâncias isoladas de fungos endofíticos corresponde a 

pequenas moléculas derivadas do metabolismo secundário fúngico (Arnold 2007). O 

perfil dos metabólitos secundários fúngicos consiste em diferentes compostos que um 

fungo pode produzir em um determinado substrato, incluindo toxinas, antibióticos e 

outros compostos com funções ecológicas distintas (Frisvad et al., 2008).  

A produção dos metabólitos secundários é coordenada e alterada ao longo do 

desenvolvimento fúngico, logo o aparecimento de cada metabólito ocorre somente 

durante estágios apropriados nos quais haja geralmente uma vantagem ao micro-

organismo produtor do metabólito (Shwab e Keller, 2008). Os metabólitos 

biologicamente ativos isolados de micro-organismos endofíticos, certamente são os que 

possibilitaram sua adaptação ao ambiente circundante (Hurek e Hurek, 2011), e que são 

capazes de interferir em cascatas de sinalização, ou que conferem proteção contra outros 

micro-organismos que habitam o mesmo nicho ecológico. Muitos metabólitos 

secundários podem servir como um escudo químico contra seus predadores ou animais 

saprófagos competidores (Kempken e Rohlfs, 2010).  Por isso, moléculas citotóxicas ou 

antibióticas com aplicações clínicas são encontradas nestes micro-organismos ou podem 

servir de modelo para moléculas de síntese (Sanchez Marquez et al., 2011). 

A origem bioquímica da maioria dos metabólitos secundários fúngicos começa a 

partir de metabólitos primários comuns, onde algumas vias biossintéticas já foram 

decifradas. Dentre as principais classes de metabólitos secundários produzidos podemos 

citar: os policetídeos, que são derivados da condensação de ácidos carboxílicos simples, 

de uma maneira semelhante à formação de ácidos graxos (Hutchinson e Fujii,1995); os 

ácidos graxos complexos e oxilipinas são formados a partir de ramificações e 
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complexações de ácidos graxos de baixa massa molecular (Tsitsigiannis et al., 2004); 

terpenos e esteróides derivam de unidades isoprênicas advindas do ácido mevalônico 

(Cerdá-Olmedo, 1994); alcalóides e peptídeos nitrogenados são formados por peptídeo-

sintases não ribossomais que ligam simples unidades peptídicas para formar os produtos 

finais, como no caso das das cefalosporinas (Keller, 2011). 

Uma única espécie de fungo endofítico pode produzir uma variada quantidade de 

metabólitos secundários, advindos de diferentes vias metabólicas, possuindo atividades 

biológicas distintas (Strobel et al., 1993). A literatura demonstra que a diversidade 

genética e metabólica dos fungos endofíticos é uma importante fonte de metabólitos 

secundários bioativos (Bacon e White, 2000) podendo interagir com diferentes alvos e 

estruturas celulares (Strobel, 2003). 

Ao contrário do que ocorre no reino vegetal, ainda não é possível utilizar os 

perfis dos metabólitos secundários fúngicos como critério de filogenia, isto devido à 

distribuição heterogênea e inconsistente destes metabólitos através do reino fúngico 

(Frisvad et al., 2008).  

A disponibilidade de sequências genômicas fúngicas tem aumentado o 

conhecimento quanto às vias biossintéticas dos metabólitos secundários fúngicos. 

Diferentes genes reguladores já foram identificados, sendo que a maioria se encontra 

agrupada em enormes “clusters” genéticos (Fox e Howlett, 2008). “Clusters” genéticos 

co-regulados são a marca registrada da regulação do metabolismo secundário fúngico, e 

um grande número de evidências sugere que a regulação destes genes é em parte 

epigenética, como visto em outros eucariotos (Palmer e Keller, 2010). Fungos do gênero 

Aspergillus podem mudar completamente o perfil metabólico, com apenas poucas 

modificações de condições de cultivo (Bok et al., 2006), ou simples mutações 

genômicas pontuais são suficientes para alterar completamente a estrutura química das 

substâncias produzidas (Nielsen et al., 2009). No trabalho de Wang et al. (2010), foi 

demonstrado que manipulações epigenéticas através do uso de agentes químicos podem 

causar profundas alterações no perfil químico dos metabólitos secundários excretados 

em seu exsudado (gutato) pelo fungo Penicillium citreonigrum. Enquanto o gutato de 

culturas controle exibiu um perfil metabólico relativamente simples, o gutato coletado 

de culturas tratadas com 50 µM de 5-azacytidina (inibidor da DNA metiltransferase) foi 
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fortemente enriquecido quanto ao número de compostos presentes no extrato bruto 

fúngico, representando ao menos três famílias biossintéticas distintas. 

Muitos fungos endofíticos desenvolveram mecanismos de autodefesa contra seus 

próprios metabólitos tóxicos. Esta proteção pode ser feita de diferentes maneiras, como 

através da modificação de receptores celulares ou estratégias de efluxo do composto 

tóxico através de proteínas especializadas (Cundliffe e Demain, 2010). Os mesmos 

mecanismos podem ser utilizados para a defesa do endófito contra toxinas vegetais 

também, ou ainda o fungo passa a mimetizar o mesmo composto tóxico vegetal, como 

no caso do fungo endofítico Xylaria sp., que se mostrou capaz de metabolizar saponinas 

antifúngicas de Sapindus saponaria (Sapindaceae), tornando possível sua presença nos 

frutos desta planta, que apresenta elevados teores de saponinas antibióticas em seu 

pericarpo (Amaral et al., 2008). 

Considerando que os fungos endofíticos se adaptaram às substâncias tóxicas de 

seu hospedeiro vegetal, e ainda, por mimetismo, podem produzir a mesma substância 

citotóxica, pode-se pensar que o hospedeiro vegetal possa utilizar estes compostos 

mimetizados como estratégia de autodefesa. O vegetal hospedeiro se beneficia de uma 

maior concentração de seu próprio metabólito de defesa, como por exemplo, no caso da 

produção do anticancerígeno camptotecina pelo fungo Fusarium solani, isolado de 

Camptotheca acuminata (Kusari et al., 2011). A capacidade de alguns fungos 

endofíticos mimetizarem substâncias vegetais possibilita, por exemplo, a produção de 

vincamina pelo fungo Vm-J2, isolado de Vinca minor (Apocynaceae) (Yin e Yu-

hongsun, 2011). Outro exemplo de mimetismo de uma substância bioativa vegetal 

isolada a partir de um fungo endofítico é a produção de hipericina pelo ascomiceto 

Chaetomium globosum, isolado de Hypericum perforatum (Hypericaceae) (Kusari et al., 

2008).  

A produção de metabólitos secundários por fungos endofíticos, antes 

considerados como produtos exclusivos de plantas, levanta questionamentos intrigantes 

quanto ao organismo biossintetizador original. Na realidade, é possível que vários 

metabólitos antes considerados como fitocompostos sejam na realidade produtos 

biossintetizados por micro-organismos endofíticos (Kusari et al., 2012).  

 



37 

 

2.1 Metabólitos endofíticos antimicrobianos 
 

Os metabólitos secundários antimicrobianos isolados de fungos endofíticos 

pertencem a diferentes classes, como diterpenos (Imlach et al., 2011), policetídeos 

(Sumarah et al., 2011; Wicklow et al., 2009), naftoquinonas (Kharwar et al., 2009), 

cumarinas (Liu et al., 2008), flavonoides e esteroides (You et al., 2009), alcaloides (Ge 

et al., 2009) e taninos mistos (Abdou et al., 2010).  

O isolado Pestalotiopsis adusta (L416), obtido dos galhos de uma planta não 

identificada na China, foi cultivado em meio sólido. Seu extrato bruto produzido em n-

butanol demonstrou atividade em fungos fitopatogênicos: Fusarium culmorum, 

Gibberella zeae e Verticillium aibo-atrum. O fracionamento bioguiado do extrato 

permitiu o isolamento dos pestacloretos A (1), B (2) e C (3) (Figura 2) que 

demonstraram potente atividade antifúngica sobre os três fitopatógenos, com valores de 

CIM (Concentração Inibitória Mínima) entre 0,5 e 4 μg.mL
-1

 (Zhang et al., 2007). 

O fungo identificado como Talaromyces sp., isolado da casca de Kandelia 

candel (Rhizophoraceae) demonstrou produzir metabólitos com atividade 

antimicrobiana em Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Sarcina ventriculi, 

Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus niger e Fusarium oxysporum. 

Investigações químicas no extrato do isolado permitiu o isolamento dos compostos 

identificados como 7-epiaustidiol (4), 8-O-methilepiaustidiol (5), stemphyperilenol (6), 

skyrina (7), ácido secalônico A (8), emodina (9) e norlichexantona (10) (Figura 2). A 

substância 7-epiaustidiol demonstrou atividade para a bactéria multi-resistente 

Pseudomonas aeruginosa, com valor de CIM de 6,25 μg.mL
-1

. Já o composto 

stemphyperilenol foi ativo para a bactéria Gram-positiva Sarcina ventriculi com CIM de 

3,12 μg.mL
-1

, valor menor que para o controle utilizado, ampicilina (12,5 μg.mL
-1

) 

(Yang et al., 2012). 
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O extrato bruto AcOEt de Phomopsis cassiae, fungo endofítico isolado de 

Cassia spectablis (Fabaceae), demonstrou atividade antifúngica em Cladosporium 

sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides. O fracionamento bioguiado do 

extrato resultou no isolamento de diferentes sesquiterpenos como o 3,9α,12-

Figura 2. Metabólitos secundários endofíticos com atividade antimicrobiana.  
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trihidroxicadaleno (11), 3,9β,12-trihidroxicadaleno (12), 3,12-dihidroxicadaleno (13), e 

3,11,12-trihidroxicadaleno (14) (Figura 3). Entre os compostos isolados, o 3,12-

dihidroxicadaleno demonstrou atividade para os dois fungos fitopatogênicos (Krohn et 

al., 2004). 

O estudo químico do fungo endofítico Edenia gomezpompae, isolado a partir de 

Callicarpa acuminate (Verbenaceae) resultou no isolamento de quatro naftoquinonas: 

preussomerina EG1 (15), preussomerina EG2 (16), preussomerina EG3 (17) e 

palmarumicina CP2 (18) (Figura 3). A preussomerina EG1 e EG3 inibiram o 

crescimento dos fitopatógenos Colletotrichum sp., Phomopsis sp., Guignardia 

manguifera, Fusarium oxysporum e Aspergillus solani com valores de CIM entre 10 e 

20 μg.mL
-1

 (Yang et al., 2008).  
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Figura 3. Metabólitos secundários endofíticos com atividade antimicrobiana.  
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2.2 Metabólitos endofíticos citotóxicos 
 

Produtos naturais ou seus derivados semissintéticos e sintéticos são importantes 

fontes de fármacos antitumorais, dentre os 175 compostos aprovados como agentes anti-

câncer entre 1940 e 2006, 42% eram produtos naturais ou compostos semissintéticos 

(Olano et al., 2009). A procura por novos compostos é um objetivo prioritário na 

quimioterapia do câncer, devido ao rápido desenvolvimento de resistência múltipla aos 

fármacos disponíveis no mercado, à alta toxicidade e efeitos colaterais advindos dos 

mesmos (Cragg e Newman, 2000). A atividade biológica mais investigada dentre os 

metabólitos isolados de fungos endofíticos foi a atividade citotóxica in vitro (Kharwar 

et al., 2011).  

Um exemplo é o alcalóide 9-deacetoxifumigaclavina C (19) (Figura 4), isolado 

de Aspergillus fumigatus, fungo endofítico oriundo da gramínea Cynodon dactylon 

(Poaceae). A substância exibiu potente atividade citotóxica em células de leucemia 

humana (K562) com IC50 de 3,1 µM, valor próximo ao do controle positivo hidrocloreto 

de doxorrubicina, 1,2 µM, composto comunmente utilizado para o tratamento da 

leucemia (Ge et al., 2009). 

O policetídeo nomeado 2-(7'-hidroxioxioctila)-3-hidroxi-5-metoxibenzeno 

acetato de etila (20) (Figura 4) foi isolado de culturas em meio sólido de Phomopsis sp. 

ZSU-H76, fungo endofítico encontrado em Excoecaria agallocha (Euphorbiaceae). Este 

composto exibiu atividade citotóxica em células Hep-2 (câncer de laringe) e HepG2 

(carcinoma hepatocelular do fígado) com valores de IC50 de 25 e 30 μg.mL
-1

 

respectivamente (Huang et al., 2009). 

Chaetomium sp. IFB-E015, fungo endofítico isolado das folhas de Adenophora 

axilliflora (Campanulaceae), produziu o alcaloide chaetominina (21) (Figura 4). Este 

alcaloide foi citotóxico para as células humanas de leucemia (K562) e células de câncer 

do cólon (SW1116) com valores de IC50 de 33 e 76 µM, respectivamente (Jiao et al., 

2006). 

A brefeldina A (22) (Figura 4) foi isolada do fungo endofítico Acremonium sp., 

o qual foi obtido a partir da planta medicinal tailandesa Knema laurina (Myristicaceae). 

Neste estudo, o composto demonstrou potente atividade citotóxica in vitro em células 
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KB (carcinoma uterino cervical humano), células BC-1 (câncer de mama) e células 

NCI-HI187 (câncer de pulmão), com valores de IC50 de 0,18 µM, 0,04 µM e 0,11 µM, 

respectivamente (Chinworrungsee et al., 2008).  

O composto nomeado como radicicol (23) (Figura 4)  foi isolado a partir do 

fungo Chaetomium chiversii, obtido previamente de Ephedra fasciculata 

(Ephedraceae). O metabólito exibiu efeito antiproliferativo em linhagens de células de 

câncer de mama (MCF-7), com valor de IC50 de 0,03 µM (Turbyville et al., 2006). 

 

 
Figura 4. Metabólitos secundários endofíticos com atividade citotóxica in vitro.  
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3 Potencial de aplicabilidade 

 

Dentre os benefícios promovidos pelos fungos endofíticos às plantas, podemos 

citar a proteção contra influências bióticas e abióticas, regulação de diferentes cascatas 

de sinalização celular de crescimento, desenvolvimento e defesa vegetal (Berg, 2009). 

Os metabólitos fúngicos que conferem benefícios ao hospedeiro vegetal podem 

permitir o desenvolvimento de bioprotetores, promotores do crescimento vegetal, ou 

mesmo agentes fertilizantes a partir da utilização in vivo de micro-organismos 

endofíticos nos campos agrícolas (Davitt et al., 2011). Endófitos poderiam ser utilizados 

diretamente no tratamento de sementes ou aplicados diretamente em plantas recém-

plantadas através da aplicação de quantidades precisas de inóculo. Estas iniciativas 

podem ser consideradas atrativas do ponto de vista industrial e biotecnológico, pois 

representam alternativas ecológicas aos defensores agrícolas tradicionais que vêm se 

mostrando cada vez mais ineficazes no combate às pragas (Backman e Sikora, 2008). 

No entanto, Rosenblueth e Martínez-Romero (2006) ressaltam que o uso de endófitos 

em campos de agricultura ou a simples inserção de novos micro-organismos no meio 

ambiente devem ser avaliados cuidadosamente para evitar a introdução de novos 

patógenos ou causar um desequilíbrio ambiental ainda maior que aquele ocasionado 

pelos agentes químicos.  

Estudos recentes tentam validar e reforçar a utilização de fungos endofíticos para 

o controle biológico de pragas agrícolas como insetos (Gurulingappa et al., 2010), 

bactérias (Pavlo et al., 2011) e fungos (Mejía et al., 2008). Pesquisas na área de 

fitorremediação vêm também utilizando estes micro-organismos como agentes de 

degradação de compostos nocivos ao meio ambiente, como metais pesados e poluentes 

petroquímicos (Li et al., 2011). Plantas associadas a certos fungos endofíticos que 

possuem vias apropriadas de degradação e capacidades metabólicas particulares se 

beneficiam de uma descontaminação mais eficiente de agentes tóxicos. Geralmente há 

redução da toxicidade ocasionada pelos contaminantes ambientais, devido à facilitação 

da evaporação de contaminantes que são voláteis e à capacidade endofítica de sequestrar 

metais pesados (Weyens et al., 2009). Métodos de controle ecológico de pragas 

agrícolas estão sendo cada vez mais utilizados. Yang et al. (2007) demonstraram que 

extratos brutos, obtidos a partir de culturas do endófito Phaeotheca dimorphospora 
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impregnados em painéis de madeira de construção civil, protegeu os mesmos contra o 

ataque de diferentes fungos lignívoros. Certas bactérias endofíticas, por exemplo, foram 

introduzidas experimentalmente em culturas de arroz e milho e colonizaram 

efetivamente seus hospedeiros aumentando a fixação de nitrogênio pela planta, 

conferindo assim uma maior produção agrícola (Stoltzfus et al., 1997). Stadler e Schulz 

(2009) e Tomsheck et al. (2010) verificaram a utilização de fungos endofíticos para a 

produção de biocarburantes, devido à produção de elevados níveis de hidrocarbonetos 

voláteis em cultura, principalmente metabólitos terpênicos.  

Diferentes utilizações dos fungos endofíticos são almejadas, mas talvez a mais 

promissora, e aquela que apresenta maiores investimentos é a pesquisa de 

desenvolvimento de novos fármacos oriundos de seus metabólitos secundários (Zhang 

et al., 2009). Sabe-se que entre 1981 e 2002, 52% dos medicamentos introduzidos no 

mercado eram produtos naturais ou derivados destes (Chin et al., 2006) e que em 1993, 

cerca de 1500 metabólitos fúngicos eram conhecidos por suas atividades antibióticas ou 

citotóxicas (Pelaéz, 2005). Atualmente, a maioria dos compostos antibióticos utilizados 

na clínica são moléculas análogas ou derivadas de micro-organismos (Newman e Cragg, 

2007; Butler e Buss, 2006), além disso, mais de dois terços dos medicamentos 

aprovados entre 2005 e 2007 eram policetídeos de origem microbiana, movimentando 

em torno de US$ 20 bilhões de dólares anuais em vendas (Butler, 2008).  

As doenças infecciosas causaram 14,7 milhões de mortes em 2001, o que 

representa 26% da mortalidade global (Becker et al., 2006). Nos ultimos 10 anos, esta 

situação vem se agravando, com o aumento do número de mortes e dos gastos com o 

tratamento, que cresceram em torno de cinco vezes, atingindo cerca de US$27 bilhões 

de dólares em 2010 (Dye et al., 2013). Em países desenvolvidos, o câncer é a segunda 

maior causa de mortalidade, apenas na Europa no ano de 2008, 3,2 milhões de novos 

casos foram registrados e 1,7 milhões de mortes foram registradas (Ferlay et al., 2010). 

Esta situação representa um desafio à saúde pública global, e está atrelada aos 

fenômenos de quimiorresistência, ao crescente número de pacientes imunodeprimidos, 

transplantados ou com a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA). O 

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (Borysowski e Górski, 2008; Samra 

et al., 2007) e anti-câncer (Ferlay et al., 2010) deve ser aumentado. Fontes de moléculas 

farmacologicamente ativas devem ser pesquisadas para suprir as demandas de saúde 

atuais (Clardy e Walsh, 2004), logo a pesquisa de moléculas promissoras advindas de 
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micro-organismos endofíticos deve ser incluída nos programas de desenvolvimento de 

novos fármacos (Kharwar et al., 2011).  

Dentro deste contexto, este trabalho de tese teve como objetivo principal 

cultivar, isolar e identificar fungos endofíticos provenientes de plantas tropicais do 

bioma Amazônia, Guiana Francesa, e do bioma Cerrado, Brasil. Em paralelo, foi 

avaliado a atividade antimicrobiana e citotóxica de extratos em AcOEt de culturas dos 

micro-organismos isolados. Alguns extratos considerados promissores nesta triagem 

foram cultivados em grande escala e fracionados por métodos cromatográficos em 

busca das substâncias responsáveis pelas atividades biológicas. As substâncias isoladas 

foram identificadas por técnicas espectrométricas de massa e de ressonância magnética 

nuclear em uma e duas dimensões. Os resultados obtidos ao longo deste trabalho de 

tese, são apresentados a seguir. 
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4 Objetivo Geral 
 

Isolar e identificar fungos endofíticos foliares provenientes de plantas do Bioma 

Amazônia e do Bioma Cerrado e avaliar a atividade antimicrobiana e citotóxica dos 

extratos brutos produzidos a partir de culturas de cada micro-organismo isolado e de 

suas respectivas substâncias. 

 

4.1 Objetivos específicos 
 

-Selecionar, coletar, identificar e depositar exsicata em herbário das plantas 

candidatas ao isolamento de micro-organismos endofíticos foliares;  

-Isolar micro-organismos endofíticos a partir de fragmentos foliares 

superficialmente estéreis colocados em cultura por um período de até seis meses; 

-Identificar cada micro-organismo endofítico obtido utilizando técnicas de 

caracterização molecular e análise filogenética de cada isolado; 

-Produzir extratos brutos em AcOEt a partir de culturas de cada endófito isolado; 

-Avaliar a atividade antimicrobiana e citotóxica dos extratos brutos produzidos; 

-Fracionar os extratos selecionados ativos e elucidar as substâncias isoladas; 

-Avaliar a atividade antimicrobiana e citotóxica das substâncias. 
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5 Parte experimental – Materiais e Métodos 
 

5.1 Coleta do Material Vegetal 
 

A coleta das folhas para posterior isolamento dos micro-organismos endofíticos 

e para a confecção das exsicatas foi realizada no entorno de Brasília, DF, Brasil e na 

Floresta Nacional de Tibourou, da Guiana Francesa, França. Com auxílio de um GPS, 

todos os locais de coleta foram marcados quanto às coordenadas geográficas para cada 

espécie vegetal. As exsicatas (Figura 5) foram depositadas no Herbário da Universidade 

de Brasília (UB/UnB), e no Herbário da Guiana, “Herbier de Guyane” (CAY), em 

Cayenne, Guiana Francesa.  

 As folhas selecionadas foram cuidadosamente escolhidas, de forma que estas 

não podiam apresentar nenhum sinal visível de infecção latente. O isolamento dos 

micro-organismos endofíticos foi realizado em até 24 horas após as coletas, para evitar 

o desenvolvimento de micro-organismos saprófitos nas amostras vegetais, pois estes 

podem interferir no isolamento dos micro-organismos endofíticos. 

 

 

  
Figura 5. Coleta de material botânico e exemplo de exsicata. 
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5.2 Isolamento dos micro-organismos endofíticos 
 

Para o isolamento de fungos endofíticos foi utilizado o meio de cultura agar-

batata-dextrose (ABD) (4 g.L
-1

 de extrato concentrado de batata, 20 g.L
-1

 de dextrose e 

18 g.L
-1

 de agar; Fluka Analytical, Alemanha), diluído a 50%, autoclavado à 121 
o
C por 

20 min. Tubos tipo Eppendorf transparentes (2 mL) contendo 1 mL do meio de cultura 

foram também autoclavados nas mesmas condições. Quatro folhas de cada planta 

coletada foram selecionadas, dezesseis pequenos fragmentos de cada folha foram 

utilizados, somando então um total de 64 amostras por espécie vegetal. Cada fragmento 

selecionado foi esterilizado superficialmente por imersão sequencial em solução 

hidroalcóolica a 70% (3 min), seguido de imersão em solução de hipoclorito de sódio e 

água a 5% (5 min) e por último, imersão final em solução hidroalcóolica a 70% (1 min) 

para eliminar o hipoclorito de sódio remanescente. Após estes procedimentos, cada 

fragmento foi lavado com água destilada estéril. A água esterilizada residual foi 

incubada em placas de Petri contendo meio ABD para certificar a eliminação de todos 

os micro-organismos saprofíticos. Não deve haver crescimento de nenhum micro-

organismo nas placas controle. Cada fragmento estéril foi colocado em tubos tipo 

Eppendorf contendo meio ABD e incubado a 26 °C (Figura 6). Cada fungo emergente 

foi repicado em novas placas de Petri (10 cm) com meio de cultura ABD 50% estéril, 

sendo que sucessivos repiques foram feitos até se atingir o isolamento de cada micro-

organismo endofítico. Em alguns casos um microscópio ótico foi utilizado para 

confirmação da pureza das cepas isoladas. Em todas as etapas utilizou-se uma pinça 

esterilizada em bico de Bunsen. Os fragmentos foliares foram deixados em cultura 

durante um máximo de cinco meses. Os micro-organismos isolados na Guiana Francesa 

foram codificados com “G” ou “LD” como letras iniciais e aqueles coletados no Brasil 

foram codificados com “B” como letra inicial. Todas a cepas foram conservadas em 

triplicata em tubos tipo Eppendorf (2 mL) contendo 1 mL de solução de glicerol e caldo 

batata-dextrose (mesma composição do meio ABD sem a presença de agar) (1:1) a -80 

°C. 



49 

 

 

 

5.3 Identificação dos micro-organismos endofíticos 
 

As análises moleculares foram realizadas em parte por BACTUP, França, para 

os endófitos isolados na Guiana Francesa e por Genotyping Biotecnologia, Brasil, no 

caso dos endófitos isolados no Brasil. A identificação dos fungos foi conduzida pela 

amplificação das regiões de DNA ribossomal ITS4 e/ou ITS1 de acordo com o 

protocolo descrito por White et al. (1990). As três espécies bacterianas foram 

identificadas de acordo com a análise das sequências 16S de DNA ribossomal (Priest, 

1993). As sequências foram alinhadas utilizando o programa BLASTN 2.2.28 (Zhang et 

al., 2000; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) com sequências de DNA da base de 

dados GenBank, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequências obtidas para os 

isolados endofíticos foram depositadas no GenBank para obtenção dos números de 

acesso. 

 

5.4 Produção dos extratos brutos endofíticos 
 

A partir dos fungos isolados no Brasil foi utilizado um protocolo de fermentação 

em meio de cultura líquido. Para isso foram utilizados erlenmeyers transparentes de 1 L 

Figura 6. Fragmentos foliares em cultura para posterior isolamento de endófitos. 
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contendo 500 mL de caldo YMG, do inglês “Yeast-Malt-glucose” (extrato de levedura 4 

g.L
-1

, extrato de malte 10 g.L
-1

, glicose 4 g.L
-1

). Em cada erlenmeyer foi introduzido um 

pedaço do ágar de 1 cm
2
 contendo o fungo proveniente de uma cultura estoque de 10 

dias. Nesta etapa o bico de Bunsen garantiu a esterilidade do processo. Depois de 

inoculado, os erlenmeyers foram colocados em cultura dentro de um agitador orbital a 

150 rpm por 15 dias a 26 °C (Figura 7). 

 

 

 

 

A produção dos extratos brutos dos micro-organismos isolados na Guiana 

Francesa foi realizada em culturas com meio ágar ABD (meio sólido) em placas de Petri 

de 14 cm de diâmetro. Cada endófito isolado foi individualmente inoculado nas placas 

de Petri por meio de palitos de dente autoclavados, de modo que pequenos fragmentos 

de hifa de culturas estoque de 10 dias eram repicados para as novas placas de Petri. As 

culturas foram mantidas por 15 dias a 26 °C (Figura 8).  

Ambos os tipos de cultura (em meio sólido ou líquido) foram submetidos ao 

processo de extração por maceração em AcOEt (150 mL para cada placa de Petri ou 

erlenmeyer), por 24 h. O solvente orgânico em contato com as culturas foi filtrado à 

vácuo, lavado com água destilada em um funil de separação dando origem à solução 

Figura 7. Culturas líquidas de fungos endofíticos após 15 dias de incubação. 
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extrativa que foi em seguida evaporada sob pressão reduzida em rota evaporador 

rotativo e dessecada em câmara à vácuo até a obtenção do extrato bruto final (Figura 9). 

A atividade antimicrobiana e citotóxica in vitro dos extratos foi verificada por meio dos 

ensaios biológicos. Para o estudo químico dos extratos fúngicos ativos foram realizadas 

culturas em grande escala através da mesma metodologia, utilizando-se 150 vezes mais 

Placas de Petri de 14 cm para os micro-organismos isolados na Guiana Francesa e 50 

vezes mais erlenmeyers para os fungos endofíticos do Brasil. As culturas em grande 

escala foram realizadas para a obtenção de uma maior quantidade de extrato bruto, 

permitindo assim a realização dos estudos químicos posteriores. 

 

 

 

 

 

Figura 8. Culturas sólidas de fungos endofíticos após 15 dias de incubação. 

 

Figura 9. Extratos brutos obtidos a partir da maceração das culturas endofíticas em AcOEt. 
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5.5 Avaliação da atividade antimicrobiana 
 

5.5.1 Bactérias e fungos patogênicos humanos  

 

A triagem inicial de todos os extratos brutos endofíticos foi avaliada em dois 

patógenos humanos: a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC 10213, e a 

levedura Candida albicans ATCC 29213. Algumas substâncias isoladas foram testadas 

na bactéria Gram-negativa Escherichia coli ATCC 25922. 

5.5.2 Teste da microdiluição (CIM) 

 

O teste de microdiluição foi utilizado a fim de determinar a concentração 

inibitória mínima (CIM) dos extratos sobre o crescimento da levedura C. albicans e de 

bactérias patogênicas humanas. O método utilizado foi adaptado segundo as normas 

NCCLS M27-A2 (levedura) e M7-A6 (bactérias aeróbicas) (NCCLS 2002; NCCLS 

2003). A solução do meio de cultura RPMI foi tamponada com ácido 3-(N-morfolino)-

propano-sulfônico (MOPS), na concentração de 0,165 mol.L
-1

 para atingir  pH = 7,0. O 

meio tamponado foi então filtrado em uma unidade de filtração estéril equipada com um 

filtro de porosidade de 0,22 µm. Para as bactérias o meio de cultura utilizado foi o TSB 

(peptona de caseína 17 g.L
-1

, peptona de soja 3 g.L
-1

, d(+)glucose 2,5 g.L
-1

, cloreto de 

sódio 5 g.L
-1

, di-potassio hidrogeno fosfato 2 g.L
-1

). Os controles positivos utilizados 

nos testes foram os fármacos: oxacilina (64 a 0,125 μg.mL
-1

) para Staphylococcus 

aureus, itraconazol (16 a 0,03 μg.mL
-1

) e fluconazol (64 a 0,125 μg.mL
-1

) para Candida 

albicans, adquiridos em pó diretamente do fabricante (Sigma, Alemanha). O itraconazol 

foi diluído em água destilada estéril para a obtenção de uma solução estoque de 320 

μg.mL
-1

 (20 vezes mais concentrada que a solução de teste inicial); e o fluconazol em 

DMSO, para a obtenção de uma solução estoque a 1280 μg.mL
-1

. As soluções estoque 

foram diluídas a 5% (v/v) em RPMI em uma placa de microdiluição, para obtenção das 

concentrações teste. Os extratos foram diluídos em DMSO para a obtenção de uma 

solução a 10 mg.mL
-1

. Na placa de microdiluição, essa solução foi diluída em RPMI 

estéril para a obtenção de uma gama de concentrações entre 256 e 0,5 μg.mL
-1

. Todos os 
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testes da triagem inicial foram feitos em duplicata e as substâncias isoladas foram 

testadas em triplicata. As soluções estoque dos inóculos foram preparadas por meio da 

suspensão das partes visíveis dos micélios em água estéril. Todas as soluções estoque 

foram ajustadas para o padrão de turbidez McFarland 0,5 e, em seguida, diluídas na 

proporção de 1:10 (v/v, bactérias) ou 1:1000 (v/v, levedura) em RPMI estéril. Os micro-

organismos foram então adicionados às placas de microdiluição, contendo os 

extratos/substâncias e os controles positivos e o meio de cultura RPMI (100 μL), em 

seguida as placas foram incubadas a 36 °C. Os resultados foram observados após 5 dias 

para dermatófitos e após 2 dias para a levedura. O CIM foi determinado como a 

concentração correspondente ao último poço, onde o crescimento do patógeno foi 

visivelmente nulo. 

 

5.6 Estudos de citotoxicidade  
 

Os estudos de citotoxicidade foram realizados no Instituto de Química de 

Substâncias Naturais (ICSN, França) como parte de um serviço comum da plataforma 

de pesquisa do Centro Nacional de Pesquisa Científica francês (CNRS). Cada extrato 

foi testado em triplicata em três linhagens celulares diferentes: carcinoma uterino 

cervical humano KB (ATCC CCL-17) (O’Neil, 2009), melanoma humano MDA-MB-

435 (ATCC HTB-129) e fibroblastos de pulmão sadios MRC-5 (ATCC CCL-171).  

Todas as células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma, Alemanha), 

suplementadas com 10% de soro fetal bovino ativado (PAA, Áustria) e 1% de 

penicilina/estreptomicina. As culturas foram mantidas em um incubador umidificado a 

37 °C em uma atmosfera de 5% de CO2. Os extratos endofíticos foram testados em 

triplicata, em placas de 96 poços utilizando-se uma concentração inicial de 10 µg.mL
-1 

de cada extrato bruto diluído previamente em DMSO. Os resultados da triagem 

citotóxica são expressos pela porcentagem (%) de inibição da proliferação celular 

ocasionada por cada extrato em cada modelo celular. Os extratos brutos que 

apresentaram uma inibição celular superior a 80% a 10 µg.mL
-1 

foram também testados 

a uma concentração de 1 µg.mL-1. A leitura dos testes foi feita após 72 h de incubação 

através do teste com MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltertrazolim brometo) 

(Sigma, Alemanha), como descrito previamente por Tempete et al. (1995). A leitura dos 
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resultados foi feita em espectrofotômetro a 490 nm. Foram determinados os valores de 

IC50 (concentração que inibe 50% do crescimento celular). A mesma metodologia foi 

utilizada para avaliar a atividade das substâncias isoladas. Os controles positivos 

utilizados foram docetaxel e doxorubicina (Carlo Erba, França). A atividade de inibição 

da proliferação celular das substâncias isoladas foi também avaliada pelo mesmo 

protocolo, no entanto  utilizando a concentração inicial de 1 µg.mL
-1

 com diluições 

seriadas atingindo a concentração de 0,0001 µg.mL
-1

 para o cálculo do IC50. 

 

5.7 Estudos químicos e generalidades 
 

5.7.1 Solventes 

 

Os solventes (Acros Organics, França) utilizados na produção e fracionamento 

dos extratos brutos foram: 

- Acetonitrila (ACN); 

- Acetato de etila (AcOEt); 

- Diclorometano (CH2Cl2); 

- Hexano (Hex); 

- Metanol (MeOH); 

- Água deionizada (Milli-Q) (H2O). 
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5.7.2 Cromatografias 

  

Cromatografia líquida flash: 

As cromatografias flash foram realizadas em um sistema Grace Reveleries® 

equipado de detecção dual a UV e ELSD com colunas Grace®: 

- Sílica (50 µm), solventes utilizados foram Hex, AcOEt e MeOH; 

- RP C18 (50 µm), solventes utilizados foram H2O e ACN. 

 

Cromatografia em camada delgada analítica: 

As cromatografias em camada delgada analítica (CCD) foram realizadas em 

placas Merck: 

- Gel de sílica 60 F254 (fase normal); 

- RP-18 F254 (fase inversa). 

As revelações foram efetuadas através da exposição da placa à irradiação 

ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm, e pela borrifação do 

revelador ácido fosfomolibdênico (5 g em 95 mL de EtOH), seguido de aquecimento da 

placa em capacitor térmico. 

 

Cromatografia líquida de alta eficiência analítica: 

As cromatografias líquidas de alta eficiência (CLAE, em inglês HPLC) 

analíticas foram realizadas com: 

- Modulo de separação Waters 2695 Alliance
®

; 

- Espectrômetro de massa Waters Micromass ZQ 2000; 

- Detector UV de diodo Waters 2996 PDA (DAD em português);  

- Detector evaporativo à difusão da luz (DEDL). 
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O controle do sistema foi realizado com o programa Empower™ 2. As colunas 

utilizadas foram: 

- Waters Sunfire
® 

Shield RP 18 (5 µm), 4,6 x 150 mm; 

- Phenomenex Luna
® 

C18 (5 µm), 4,6 x 250 mm. 

Os solventes utilizados foram H2O, ACN ou MeOH grau HPLC. Os modos de 

eluição e o fluxo utilizados são descritos no capítulo 5.8. Os cromatrogramas 

apresentados são todos feitos a partir da detecção em UV (PDA), estes foram gerados 

pelo programa Empower™ 2 (Waters). 

Cromatografia líquida de ultra eficiência: 

As cromatografias líquidas ultra eficiência (CLUE, em inglês UPLC) acopladas 

ao Espectrômetro de Massa foram feitas através de um sistema Waters ACQUITY 

UPLC
®
, com detector UV Waters ACQUITY UPLC

®
 PDA, detector DEDL ACQUITY 

UPLC® e um espectrômetros de massa triplo quadripolar Waters ACQUITY UPLC 

TDQ®. As colunas utilizadas foram: 

- Waters High Strength Silica Atlantis
® 

T3 (1,8 μm), 2,1 x 50 mm; 

- Waters HSS C18 (1,8 μm), 2,1 x 50 mm. 

Os solventes utilizados foram H2O e ACN grau HPLC. 

Cromatografia líquida de alta eficiência preparativa: 

As CLAE preparativas foram realizadas com: 

- O sistema Autoprep (Waters 600 System Controller, bomba Waters 600, 

detector UV DAD Waters 2996, detector DEDL Waters 2424) acoplado a um 

injetor automático de amostras (Sample Manager Waters 2700) e controlado 

pelo programa MassLynx (Waters). 

As colunas utilizadas nas CLAE preparativas foram: 

- Waters Sunfire® OBD RP 18 (5 µm), 19 x 150 mm; 

- Phenomenex Luna® (5 µm), 21,2 x 250 mm. 
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Os solventes utilizados foram H2O, ACN e MeOH grau HPLC. 

 

5.7.3 Métodos físicos de análise 

  

Poder rotatório: 

As massas moleculares são expressas em g.mol
-1

. Os espectros de dicroismo 

circular foram realizados em polarímetro Jasco
®
 P-1010 nas temperaturas, 

concentrações e solventes indicados. O poder rotatório de cada substância foi verificado 

em polarímetro Anton Paar 
® 

MCP 300, a um comprimento de onda de 589 nm. As 

amostras foram diluídas em células de quartzo de 300 µL com 100 mm de largura. 

 

Espectrometria de massa: 

Os espectros de massa foram realizados em ionização electrospray (modo 

positivo ou negativo) em um aparelho Navigator LC/MS Thermo Finnigan. Os 

espectros de massa a alta resolução foram obtidos com uma fonte electrospray 

Lockspray (modo positivo ou negativo) acoplado a um analisador a tempo de voo LCT 

Micromass. As amostras foram solubilizadas em MeOH e injetadas manualmente no 

aparelho de massa que era equipado com uma bomba de sistema Waters 2795. As 

amostras foram analisadas a um fluxo de 0,2 mL.min
-1

, com fase móvel (MeOH / H2O, 

50/50) durante 15 minutos.  

 

Espectrometria de ressonância magnética nuclear: 

Os espectros RMN foram realizados em aparelhos Avance 300 MHz Bruker 

Ultrashield, Avance 500 MHz Bruker e DRX 600 MHz Bruker. O tratamento dos 

espectros foi feito com o software ACD/NMR
®

 e são apresentados em seu formato 

original (inglês) por uma questão de melhor resolução; o eixo X representa o 

deslocamento químico (Chemical shift) e o eixo Y a intensidade (intensity). O TMS foi 

usado como referência (padrão) interno com deslocamento químico (δH) de  0,0 ppm. 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=en&rurl=translate.google.com.br&sl=fr&tl=pt-BR&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Partie_par_million&usg=ALkJrhjhqXN06k9enOPsrS_4qHIN8rQayQ
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Os deslocamentos químicos foram expressos em ppm, os seguintes valores de pico de 

solvente foram utilisados: 

- δH 7,24 e δC 77,00 para o CDCl3; 

- δH 3,31 e δC 49,15 para o CD3OD3; 

- δH 2,50 e δC 39,52 para o DMSO-d6; 

- δH 2,04 e δC 29,8 para a acetona-d6; 

- δH 2,73; 2,91; 8,01 e δC 162,7 para o DMF-d7. 

As constantes de acoplamento (J) são indicadas em Hertz. As seguintes 

abreviações foram empregadas: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), dq (duplo 

quadripleto), t (tripleto), m (multipleto),  a letra “b” indica uma multiplicidade larga do 

sinal, ex. bs (singleto largo), bt (tripleto largo). 

A nomenclatura das moléculas seguiu a nomenclatura IUPAC. No entanto em 

alguns casos, por questões de homogeneidade e devido às referências encontradas na 

literatura, a numeração dos átomos não foi sempre seguida. 
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5.8 Isolamento dos constituintes dos extratos fúngicos 
 

5.8.1 Estudo do extrato AcOEt de Xylaria cubensis 

(SNB-GCI02) 

 

I - Fracionamento e isolamento 

Uma porção do extrato bruto em AcOEt (200 mg) de Xylaria cubensis (SNB-

GCI02) foi fracionada por cromatografia flash utilizando-se gradientes lineares 

crescentes dos solventes Hex/AcOEt/MeOH. Oito frações foram reunidas com base nos 

seus perfis cromatográficos analisados em CCD e em seguida testados quanto à 

atividade citotóxica, o esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de X. 

cubensis (SNB-GCI02) é apresentado na Figura 10.  

 

 

 

 A fração F4, eluída em cromatografia flash com Hex/AcOEt 50/50, permitiu o 

isolamento direto da substância pura identificada como ácido pilifórmico (24) (1,5 mg). 

A fração ativa F6 (12,4 mg), eluída com 100% AcOEt, foi purificada por CLAE em fase 

Figura 10. Esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de Xylaria cubensis 

(SNB-GCI02). 
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reversa. A griseofulvina (25) (Tr=7,0 min, 4,3 mg) foi isolada a partir desta fração, o 

isolamento por CLAE (Figura 11) foi realizado de acordo com as seguintes condições:  

Coluna: Waters Sunfire OBD RP 18 (5 µm) 19 x 150 mm; eluentes: H2O + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF; 

gradiente: 60/40 → 0/100 (20 min), 0/100 (15 min), 0/100 (5 min),  17 mL.min-1; detecção: UV 290 nm.  

 

 

 

II – Dados espectroscópicos das substâncias isoladas 

Ácido pilifórmico (24): 

 

 

 

1
H RMN (500 MHz, acetona-d6) (Figura 12) δ 0,90 (3H, t, J = 6,9 Hz), 1,30 (3H, d, J = 

6,9 Hz), 1,36 (2H, m), 1,50 (2H, dt, J = 7,3 e 3,7 Hz), 2,06 (2H, m), 2,27 (2H, dq, J = 

7,3 e 1,8 Hz), 3,68 (1H, q, J = 7,1 Hz), 6,85 (1H, t, J = 7,7 Hz);
 13

C RMN (125 MHz, 

acetona-d6) (Figura 13) δ 14,5 ; 16,6 ; 23,4 ; 29,4 ; 32,5 ; 41,1 ; 95,5 ; 134,0 ; 160,2 ; 

168,3 ; 175,2. 

Figura 11. Cromatograma por CLAE da fração F6 do extrato em AcOEt de Xylaria 

cubensis (SNB-GCI02). 
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Figura 12. Espectro de RMN 
1
H do Ácido pilifórmico (24) em acetona-d6. 

 

GCI02_F_2223-MOLECULA ISOLADA.005.001.1R.ESP

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20

Chemical Shift (ppm)

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

N
o
rm

a
li
z
e
d
 I
n
te

n
s
it
y

2
0
6
.6

8

1
7
5
.2

9

1
6
8
.3

7

1
6
0
.2

8

1
4
4
.6

6

1
3
4
.0

3

9
5
.5

9

4
1
.1

1
3
8
.3

4
3
2
.5

9
3
0
.7

0
3
0
.4

5
3
0
.1

9
2
9
.9

3
2
9
.6

8
2
9
.4

3
2
9
.3

5
2
3
.4

6
1
6
.6

8
1
4
.5

9

 

Figura 13. Espectro de RMN 
13

C do Ácido pilifórmico (24) em acetona-d6. 

Deslocamento químico (ppm) 

Deslocamento químico (ppm) 
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Figura 14. Espectro de massa HR-ESI-MS (negativo) do Ácido pilifórmico (24). 

 

Griseofulvina (25): 

 

 

1
H RMN (500 MHz, acetona-d6) (Figura 15) δ 0,91 (3H, d, J = 6,1 Hz), 2,36 (1H, m), 

2,82 (2H, m), 3,68 (3H, m), 3,98 (3H, s), 4,10 (3H, s), 5,54 (1H, s), 6,54 (1H, s); 
13

C 

RMN (125 MHz, acetona-d6) (Figura 16) δ 14,1 ; 37,2 ; 40,3 ; 56,6 ; 57,0 ; 57,5 ; 90,9 ; 

91,2 ; 96,6 ; 105,1 ; 105,4 ; 158,5 ; 165,3 ; 171,0 ; 191,9 ; 195,5. 
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Figura 15. Espectro de RMN 
1
H da Griseofulvina (25) em acetona-d6. 

 

Deslocamento químico (ppm) 
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Figura 16. Espectro de RMN 
13

C da Griseofulvina (25) em acetona-d6. 

 

Figura 17. Espectro de massa HR-ESI-MS (positivo) da Griseofulvina (25). 

  

Deslocamento químico (ppm) 
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5.8.2 Estudo do extrato AcOEt de Lewia infectoria 

(SNB-GTC2402) 

 

I - Fracionamento e isolamento 

Uma porção do extrato bruto em AcOEt (1000 mg) de Lewia infectoria (SNB-

GTC2402) foi fracionada por cromatografia flash utilizando-se gradientes lineares 

crescentes dos solventes Hex/AcOEt/MeOH. Sete frações foram reunidas com base nos 

seus perfis cromatográficos analisados em CCD  e em seguida testados quanto à 

atividade antibacteriana em S. aureus. O esquema geral do fracionamento do extrato em 

AcOEt de L. infectoria (SNB-GTC2402) é apresentado na Figura 18. 

 

 

A fração F3, eluída em cromatografia flash com Hex/AcOEt 85/15, permitiu o 

isolamento direto da substância identificada como phomopirona A (26) (2,0 mg). A 

fração F6 (412 mg), eluída em cromatografia flash com Hex/AcOEt 10/90, foi 

purificada por CLAE (Figura 19) em fase reversa permitindo o isolamento da 

pyrenocina A (27) (Tr= 5,0 min, 3,6 mg), do alterperilenol (28) (Tr= 9,6 min, 50,3 mg), 

Figura 18. Esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de Lewia infectoria 

(SNB-GTC2402). 



65 

 

da novae-zelandina A (29) (Tr= 13,4 min, 5,3 mg) e da substância nova nomeada 

pyrrocidina C (30) (Tr= 32,2 min, 5,0 mg). O isolamento por CLAE da fração F6 foi 

realizado nas seguintes condições:  

Coluna: Waters Sunfire OBD RP 18 (5 µm) 19 x 150 mm; eluentes: H2O + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF; 

gradiente: 65/35 isocrático (5 min), 65/35 → 30/70 (5 min), 30/70 isocrático (10 min), 30/70 → 0/100 (5 

min), 0/100 (10 min), 17 mL.min-1; detecção: UV 290 nm.  

 

 

II – Dados espectroscópicos das substâncias isoladas 

Phomopirona A (26): 

 

 

 

1
H RMN (300 MHz, CD3OD) (Figura 20) δ 0,25 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,34 (3H, br. d, J = 

12,8 Hz), 0,55 (3H, s), 1,78 (3H, s), 2,46 (3H, s), 4,15 (1H, d, J = 7,0 Hz), 4,97 (1H, s), 

5,42 (1H, s). 

Figura 19. Cromatograma por CLAE da fração F6 do extrato em AcOEt de Lewia infectoria 

(SNB-GTC2402). 
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Figura 20. Espectro de RMN 
1
H da Phomopirona A (26) em CD3OD. 

 

Figura 21. Espectro de massa HR-ESI-MS (positivo) da Phomopirona A (26). 

Pyrenocina A (27): 

 

 

 

1
H RMN (300 MHz, CD3OD) (Figura 22) δ 1,63 (3H, m), 2,22 (3H, s), 3,06 (2H, m), 

3,87 (3H, s), 5,44 (2H, m), 5,57 (1H, s); 
13

C RMN (75,5 MHz, CD3OD) (Figura 23) δ 

17,3 ; 18,0 ; 27,7 ; 57,3 ; 88,4 ; 112,1 ; 127,3 ; 128,4 ; 160,5 ; 167,5 ; 173,2. 

Deslocamento químico (ppm) 
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Figura 22. Espectro de RMN 
1
H da Pyrenocina A (27) em CD3OD3. 
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Figura 23. Espectro de RMN 
13

C da Pyrenocina A (27) em CD3OD3. 

Deslocamento químico (ppm) 

Deslocamento químico (ppm) 
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m/z 
 

Figura 24. Espectro de massa HR-ESI-MS (positivo) da Pyrenocina A (27). 

 

Alterperilenol (28): 

 

 

 

1
H RMN (300 MHz, DMSO-d6) (Figura 25) δ 2,93 (2H, m), 3,09 (1H, d, J = 9,6 Hz), 

4,41 (1H, m), 5,72 (1H, d, J = 6,2 Hz), 5,75 (1H, d, J = 1,5 Hz), 6,35 (1H, d, J = 10,4 

Hz), 6,96 (1H, bd, J = 8,7 Hz), 7,05 (1H, d, J = 8,7 Hz), 7,89 (1H, d, J = 10,4 Hz), 8,01 

(1H, d, J = 8,7 Hz), 8,07 (1H, d, J = 8,7 Hz), 12,39 (1H, s), 12,47 (1H, s);
 13

C RMN 

(75,5 MHz, DMSO-d6) (Figura 26) δ 47,2 ; 50,6 ; 64,4 ; 65,6 ; 112,5 ; 115,7 ; 116,5 ; 

117,3 ; 124,0 ; 124,4 ; 125,2 ; 131,7 ; 131,9 ; 137,6 ; 140,2 ; 153,4 ; 160,0 ; 160,8 ; 

190,4 ; 203,8. 
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Figura 25. Espectro de RMN 
1
H do Alterperilenol (28) em DMSO-d6. 
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Figura 26. Espectro de RMN 
13

C do Alterperilenol (28) em DMSO-d6. 

 

Deslocamento químico (ppm) 

Deslocamento químico (ppm) 
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Novae-zelandina A (29): 

 

 

 

1
H RMN (500 MHz, CD3OD) (Figura 27) δ 1,96 (3H, d, J = 7,0 Hz), 2,15 (3H, s), 3,84 

(3H, s), 5,64 (1H, s), 6,32 (1H, bd, J = 15,6 Hz), 6,88 (1H, dq, J = 15,6 e 7,0 Hz);  
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Figura 27. Espectro de RMN 
1
H da Novae-zelandina A (29) em CD3OD. 
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Pyrrocidina C (30) 

 

 

Sólido amarelo. [α]D
25

 + 93 (MeOH, c 0.05); UV (MeOH) λ max nm (logɛ): 203 (4.80), 

228 (4.48); 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD) (Figura 28), deslocamentos químicos (δ) na 

tabela 5; 
13

C NMR (125 MHz, CD3OD) (Figura 29), deslocamentos químicos (δ) na 

tabela 5; HR-ESI-MS (negativo) m/z: 526,2971 [M-H]
-
; calculado para [C34H40NO4]

-
: 

526,2957 (Figura 34). 
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Figura 28. Espectro de RMN 
1
H da Pyrrocidina C (30) em CDCl3. 
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Figura 29. Espectro de RMN 
13

C da Pyrrocidina C (30) em CDCl3. 
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Figura 30. Espectro COSY da Pyrrocidina C (30) em CDCl3. 
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Figura 31. Espectro HSQC da Pyrrocidina C (30) em CDCl3.  
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Figura 32. Espectro HMBC da Pyrrocidina C (30) em CDCl3. 
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Figura 33. Espectro NOESY da Pyrrocidina C (30) em CDCl3. 

 

 

Figura 34. Espectro de massa HR-ESI-MS (negativo) da Pyrrocidina C (30). 

5.8.3 Estudo do extrato AcOEt de Xylaria sp. (SNB-

GTC2501) 

 

I – Fracionamento e isolamento  

Uma porção do extrato bruto em AcOEt (644 mg) de Xylaria sp. (SNB-

GTC2501) foi fracionada por cromatografia flash utilizando-se gradientes lineares 

crescentes dos solventes Hex/AcOEt/MeOH. Sete frações foram reunidas com base nos 

seus perfis cromatográficos analisados em CCD e em seguida testados quanto à 

Deslocamento químico (ppm) 



75 

 

atividade antibacteriana em S. aureus, o esquema geral do fracionamento do extrato em 

AcOEt de Xylaria sp. (SNB-GTC2501)  é apresentado na Figura 35. 

 

 

A fração F3, eluída em cromatografia flash com Hex/AcOEt 85/15, permitiu o 

isolamento direto da substância identificada como 5-metilmelleina (31) (8,2 mg). A 

fração F5 (23,5 mg), eluída em cromatografia flash com Hex/AcOEt 60/40, foi 

purificada por CLAE (Figura 36) em fase reversa permitindo o isolamento da 

Dihidrosporothriolida (32) (Tr= 5,7 min, 3,5 mg). O isolamento das substância 32 por 

CLAE foi realizado nas seguintes condições:  

Coluna: Waters Sunfire OBD RP 18 (5 µm) 19 x 150 mm; eluentes: H2O + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF; 

gradiente: 40/60 → 0/100 (25 min), 0/100 (10 min), 17 mL.min-1; detecção: UV 220 nm.  

Figura 35. Esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de Xylaria sp. (SNB-GTC2501). 
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III – Dados espectroscópicos das substâncias isoladas 

5-metilmelleina (31): 

  

1
H RMN (500 MHz, CDCl3) (Figura 37) δ 1,52 (3H, d, J = 6,8 Hz), 2,16 (3H, s), 2,73 

(1H, dd, 11,5 e J = 3,4 Hz), 2,95 (1H, q, J = 6,8 Hz), 4,70 (1H, ddq, J = 11,5 e 3,4 Hz), 

6,79 (1H, d, J = 6,8 Hz), 7,24 (1H, d, J = 3,4 Hz), 10,97 (1H, s); 
13

C RMN (125 MHz, 

CDCl3) (Figura 38) δ.18,0 ; 20,9 ; 29,6 ; 31,9 ; 75,4 ; 115,6 ; 124,8 ; 137,0 ; 137,9 ; 

160,5. 

Figura 36. Cromatograma por CLAE da fração F5 do extrato em AcOEt de Xylaria sp. 

(SNB-GTC2501). 
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Figura 37. Espectro de RMN 
1
H da 5-metilmelleina (31) em CDCl3. 
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Figura 38. Espectro de RMN 
13

C da 5-metilmelleina (31) em CDCl3. 
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Figura 39. Espectro de massa HR-ESI-MS (negativo) da 5-metilmelleina (31). 

Dihidrosporothriolida (32): 

   

1
H RMN (500 MHz, CDCl3) (Figura 40) δ 0,90 (3H, t, J = 7,7 Hz), 1,31 (1H, m), 1,32 

(1H, m), 1,36 (1H, m), 1,46 (3H, d, J = 7,7 Hz), 1,48 (2H, m), 1,87 (2H, m), 3,08 (1H, 

q, J = 7,7 e 1,4 Hz), 3,15 (1H, dd, J = 6,0 e 1,4 Hz), 4,56 (1H, ddd, J = 7,7; 6,0 e 4,0 

Hz), 5,12 (1H, dd, J = 6,0 e 4,0 Hz); 
13

C RMN (125 MHz, CDCl3) (Figura 41) δ.14,0 ; 

22,5 ; 25,3 ; 28,8 ; 28,9 ; 31,5 ; 38,3 ; 49,0 ; 78,3 ; 82,4 ; 174,7 ; 175,7. 
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Figura 40. Espectro RMN 
1
H da Dihidrosporothriolida (32) em CDCl3. 
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Figura 41. Espectro RMN 
13

C da Dihidrosporothriolida (32) em CDCl3. 

 

5.8.4 Estudo do extrato AcOEt de Mycoleptodiscus sp. 

(SNB-GTC2304) 

 

I - Extração e isolamento 

Uma porção do extrato bruto em AcOEt (1000 mg) de Mycoleptodiscus sp. 

(SNB-GTC2304) foi fracionada por cromatografia flash utilizando-se gradientes 

lineares crescentes dos solventes Hex/AcOEt/MeOH. Oito frações foram reunidas com 

base nos seus perfis cromatográficos analisados em CCD. A fração F4 e a fração F8 

mantiveram a atividade de inibição da proliferação celular e foram selecionadas para 

uma investigação química mais profunda. O esquema geral do fracionamento do extrato 

em AcOEt de Mycoleptodiscus sp. (SNB-GTC2304) é apresentado na Figura 42. 

Deslocamento químico (ppm) 
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A fração F4 (16,4 mg), eluída em cromatografia flash fase normal com 

Hex/AcOEt 50/50, foi purificada por CLAE (Figura 43)  em fase reversa permitindo o 

isolamento da mycoleptodiscina A (34) (Tr= 33,5 min, 4,4 mg), o isolamento em CLAE 

foi realizado nas seguintes condições: 

Coluna: Waters Sunfire OBD RP 18 (5 µm) 19 x 150 mm; eluentes: H2O + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF; 

gradiente: 85/15 → 20/80 (30 min), 20/80 → 0/100 (5 min), 0/100 (10 min), 17 mL.min-1; detecção: UV 

290 nm.  

 

 

Figura 42. Esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de Mycoleptodiscus sp. 

(SNB-GTC2304). 

Figura 43. Cromatograma por CLAE da fração F4 do extrato em AcOEt de 

Mycoleptodiscus sp. (SNB-GTC2304). 
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Uma porção da fração F8 (200 mg), foi fracionada em cromatografia flash de 

fase reversa utilizando-se gradientes lineares crescentes dos solventes H2O e ACN, três 

subfrações foram obtidas. A subfração RPF2 (54,2 mg), eluída com H2O/ACN 25/75, 

foi purificada por CLAE (Figura 44) em fase reversa permitindo o isolamento da 

mycoleptodiscina B (35) (Tr= 16,0 min, 5,5 mg), o isolamento em CLAE foi realizado 

nas seguintes condições:  

Coluna: Waters Sunfire OBD RP 18 (5 µm) 19 x 150 mm; eluentes: H2O + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF; 

gradiente:50/50 → 30/70 (30 min), 30/70 → 0/100 (5 min), 0/100 (10 min), 17 mL.min-1; detecção: UV 

295 nm.  

 

 

 

II – Dados espectroscópicos das substâncias isoladas 

Mycoleptodiscina A (34): 

  

1
H RMN (500 MHz, CDCl3) (Figura 45) δ 0,87 (3H, s), 0,87 (3H, s), 0,90 (3H, s), 1,04 

(3H, s), 1,15 (1H, dt, J = 9,4 e 3,6 Hz), 1,23 (3H, s), 1,41 (1H, bd, J = 13,1 Hz), 1,49 

(2H, dd, J = 12,5 e 3,6 Hz), 1,54 (2H, dd, J = 11,5 e 3,6 Hz), 1,63 (2H, bdt, J = 13,1 e 

Figura 44. Cromatograma por CLAE da fração F4 do extrato em AcOEt de 

Mycoleptodiscus sp. (SNB-GTC2304). 
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3,05 Hz), 1,73 (2H, bdt, J = 12,5 e 1,8 Hz), 1,78 (2H, bdt, J = 12,5 e 1,8 Hz), 2,09 (1H, 

bdt, J = 12,5 e 1,8 Hz), 2,46 (1H, bdt, J = 12,5 e 3,6 Hz), 2,69 (1H, bdt, J = 16,1 e 3,6 

Hz), 5,75 (1H, s), 7,01 (1H, s); 
13

C RMN (125 MHz, CDCl3) (Figura 46) δ.16,4 ; 17,8 ; 

18,3 ; 21,5 ; 21,7 ; 33,1 ; 33,3 ; 36,9 ; 38,2 ; 38,3 ; 40,0 ; 41,5 ; 55,9 ; 56,0 ; 115,1 ; 

123,7 ; 127,5 ; 127,7 ; 131,0 ; 163,2 ; 166,4 ; 185,5. 
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Figura 45. Espectro de RMN 
1
H da Mycoleptodiscina A (34) em CDCl3. 
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Figura 46. Espectro de RMN 
13

C da Mycoleptodiscina A (34) em CDCl3. 

 

Figura 47. Espectro de massa HR-ESI-MS (negativo) da Mycoleptodiscina A (34). 

Mycoleptodiscina B (35): 

  

Deslocamento químico (ppm) 
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1
H RMN (500 MHz, DMSO-d6) (Figura 48) δ 0,85 (3H, s), 0,85 (3H, s), 0,88 (3H, s), 

1,08 (1H, bdt, J = 13,2 e 3,4 Hz), 1,10 (3H, s), 1,24 (3H, s), 1,29 (2H, q, J = 11,0 Hz), 

1,44 (2H, bdt, J = 13,2 e 2,52 Hz), 1,53 (2H, t, J = 13,2 Hz), 1,60 (2H, bdt, J = 13,4 e 

3,15 Hz), 1,72 (2H, bt, J = 15,4 Hz), 1,85 (1H, bdt, J = 13,2 e 3,4 Hz), 2,54 (1H, bd, J = 

16,71 Hz), 2,88 (1H, bd, J = 16,7 Hz), 4,13 (1H, s), 5,58 (1H, s), 7,13 (1H, d, J = 2,8 

Hz). 
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Figura 48. Espectro de RMN 
1
H da Mycoleptodiscina B (35) em DMSO-d6. 

 

Figura 49. Espectro de massa HR-ESI-MS (negativo) da Mycoleptodiscina B (35). 
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5.8.5 Estudo do extrato AcOEt de Diaporthe 

pseudomangiferae (SNB-GSS10) 

 

I - Extração e isolamento 

Uma porção do extrato bruto em AcOEt (720 mg) de Diaporthe phaseolorum 

(SNB-GSS10) foi fracionada por cromatografia flash utilizando-se gradientes lineares 

crescentes dos solventes Hex/AcOEt/MeOH. Sete frações foram reunidas com base nos 

seus perfis cromatográficos analisados em CCD. Através de ensaios de citotoxicidade, a 

fração F5 foi selecionada para uma investigação química de seus metabólitos. O 

esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de D. phaseolorum (SNB-

GSS10) é apresentado na Figura 50. 

  

 

 

A fração F5 (33,3 mg), eluída em cromatografia flash fase normal com 

Hex/AcOEt 40/60, foi purificada por CLAE (Figura 51) em fase reversa permitindo o 

isolamento do mycoepoxidieno (36) (Tr= 12,6 min, 2,4 mg) e da altiloxina A (37) (Tr= 

6,1 min, 1,2 mg). O isolamento por CLAE foi realizado nas seguintes condições: 

Figura 50. Esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de Diaporthe 

pseudomangiferae (SNB-GSS10). 
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Coluna: Waters Sunfire OBD RP 18 (5 µm) 19 x 150 mm; eluentes: H2O + 0,1% AF / ACN + 

0,1% AF; gradiente: 80/20 → 40/60 (10 min), 40/60 isocrático (20 min), 40/60 → 0/100 (5 min), 0/100 

(5 min), 17 mL.min-1; detecção: UV 260 nm.  

 

 

 

II – Dados espectroscópicos das substâncias isoladas 

Mycoepoxidieno (36): 

  

1
H RMN (500 MHz, DMSO-d6) (Figura 52) δ 1,00 (3H, d, J = 6,1 Hz), 1,97 (3H, s), 

2,78 (1H, m), 2,78 (1H, m), 4,23 (1H, d, J = 4,3 Hz), 4,43 (1H, bt, J = 5,2 Hz), 4,64 

(1H, d, J = 9,8 Hz), 5,20 (1H, bd, J = 6,1 Hz), 5,86 (1H, m), 5,87 (1H, m), 5,95 (1H, 

bdd, J = 9,8 e 6,1 Hz), 6,10 (1H, dd, J = 9,8 e 6,1 Hz), 6,22 (1H, d, J = 9,8 Hz), 7,07 

(1H, dd, J = 9,8 e 6,1 Hz), 
13

C RMN (125 MHz, DMSO-d6) (Figura 53) δ.13,8 ; 20,4 ; 

49,7 ; 52,3 ; 63,0 ; 74,6 ; 76,9 ; 85,4 ; 124,1 ; 124,2 ; 125,5 ; 137,7 ; 141,0 ; 162,1 ; 

169,5. 

Figura 51. Cromatograma por CLAE da fração F5 do extrato em AcOEt de Diaporthe 

pseudomangiferae (SNB-GSS10). 
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Figura 52. Espectro de RMN 
1
H do Mycoepoxidieno (36) em DMSO-d6. 
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Figura 53. Espectro de RMN 
13

C do Mycoepoxidieno (36) em DMSO-d6. 

Deslocamento químico (ppm) 

Deslocamento químico (ppm) 



88 

 

Altiloxina A (37): 

   
1
H RMN (500 MHz, CDCl3) (Figura 54) δ 0,76 (3H, s), 1,15 (3H, s), 1,29 (3H, s), 1,32 

(1H, dd, J = 13,0 e 0,9 Hz), 1,41 (3H, s), 1,44 (1H, m), 1,48 (1H, dd, J = 3,7 e 9,3 Hz), 

1,55 (1H, m), 1,76 (1H, dq, J = 3,7 e 13,0 Hz), 1,92 (1H, bd , J = 3,7 e 13,0 Hz), 2,19 

(1H, bd, J = 16,1 Hz), 2,41 (1H, dd, J = 3,7 e 16,1 Hz), 3,16 (1H, s), 3,17 (1H, d, J = 3,7 

Hz).  

 

Figura 54. Espectro de RMN 
1
H da Altiloxina A (37) em CDCl3. 

5.8.6 Estudo do extrato AcOEt de Chaetomium 

globosum (SNB-GTC2114) 

 

I - Extração e isolamento 

Uma porção do extrato bruto em AcOEt (554 mg) de Chaetomium globosum 

(SNB-GTC2114) foi fracionada por cromatografia flash utilizando-se gradientes 

lineares crescentes dos solventes Hex/AcOEt/MeOH. Oito frações foram reunidas com 

Deslocamento químico (ppm) 
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base nos seus perfis cromatográficos analisados em CCD e em seguida avaliadas quanto 

à atividade antibacteriana em S. aureus e C. albicans. O esquema geral do 

fracionamento do extrato em AcOEt de C. globosum (SNB-GTC2114) é apresentado na 

Figura 55. 

 

 

A fração F7 (16,4 mg), eluída em cromatografia flash fase normal com 100% 

AcOEt, foi purificada por CLAE (Figura 56) em fase reversa permitindo o isolamento 

do acremonisol A (40) (Tr= 18,3 min, 11,7 mg), semicochliodinol A (41) (Tr= 20,6 

min, 0,8 mg), cochliodinol (42) (Tr= 27,1 min, 6 mg), o isolamento em CLAE foi 

realizado nas seguintes condições: 

Coluna: Waters Sunfire OBD RP 18 (5 µm) 19 x 150 mm; eluentes: H2O + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF; 

gradiente: 55/45 isocrático (20 min), 55/45 → 0/100 (5 min), 0/100 (10 min), 17 mL.min-1; detecção: 

UV 260 nm. 

 

 

Figura 55. Esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de Chaetomium globosum 

(SNB-GTC2114). 

Figura 56. Cromatograma por CLAE da fração F7 do extrato em AcOEt de Chaetomium 

globosum (SNB-GTC2114). 
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II – Dados espectroscópicos das substâncias isoladas 

Acremonisol A (40): 

 

  

 

1
H RMN (300 MHz, CD3OD) (Figura 57) δ 0,97 (3H, t, J = 7,4 Hz), 1,61 (2H, m), 2,69 

(2H, m), 3,86 (3H, s), 3,91 (3H, s), 6,63 (1H, s);
 13

C RMN (75,5 MHz, CD3OD) (Figura 

58) δ 14,7 ; 24,2 ; 34,7 ; 56,8 ; 57,0 ; 96,0 ; 115,3 ; 119,9 ; 140,1 ; 157,1 ; 158,1 ; 171,8. 
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Figura 57. Espectro de RMN 
1
H do Acremonisol A (40) em CD3OD. 

Deslocamento químico (ppm) 
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Figura 58. Espectro de RMN 
13

C do Acremonisol A (40) em CD3OD. 

 

 

Semicochliodinol A (41): 

  

 

1
H RMN (500 MHz, CDCl3) (Figura 59) δ 1,75 (3H, s), 1,77 (3H, s), 3,48 (2H, d), 5,41 

(1H, t, J = 7,2 Hz), 7,11 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,21 (1H, t, J = 7,6 Hz), 7,24 (1H, t, J = 6,3 

Hz), 7,35 (1H, d, J = 8,2 Hz), 7,43(1H, s), 7,45 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,59 (1H, d, J = 2,5 

Hz), 7,64(1H, d, J = 2,3 Hz), 7,68 (1H, d, J = 8,0 Hz), 8,48 (1H, bs), 8,57 (1H, bs);  

Deslocamento químico (ppm) 
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Figura 59. Espectro de RMN 
1
H do Semicochliodinol A (41) em CDCl3. 

Cochliodinol (42): 

  

 

1
H RMN (500 MHz, DMSO-d6) (Figura 60) δ 1,69 (6H, s), 1,71 (6H, s), 3,34 (4H, d, J 

= 7,3 Hz), 5,32 (2H, t, J = 7,3 Hz), 6,91 (2H, bd, J = 8,2 Hz), 7,22 (2H, s), 7,31 (2H, d, 

J = 8,2 Hz), 7,44 (2H, d, J = 2,4 Hz), 10,66 (2H, bs), 11,23 (2H, bs);  

 

Deslocamento químico (ppm) 
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Figura 60. Espectro de RMN 
1
H do Cochliodinol A (42) em DMSO-d6. 

 

5.8.7 Estudo do extrato AcOEt de Colletotrichum sp. 

(SNB-GTC0201) 

 

I - Extração e isolamento 

Uma porção do extrato bruto em AcOEt (732 mg) de Colletotrichum sp. (SNB-

GTC0201) foi fracionada por cromatografia flash utilizando-se gradientes lineares 

crescentes dos solventes Hex/AcOEt/MeOH. Oito frações foram reunidas com base nos 

seus perfis cromatográficos analisados em CCD e em seguida avaliadas quanto à 

atividade antiproliferativa celular e em C. albicans. O esquema geral do fracionamento 

do extrato em AcOEt de de Colletotrichum sp. (SNB-GTC0201) é apresentado na 

Figura 61. 

 

Deslocamento químico (ppm) 
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A fração F8 (65,6 mg), eluída em cromatografia flash fase normal com 

AcOEt/MeOH, 90/10 foi purificada por CLAE (Figura 62) em fase reversa permitindo o 

isolamento da colletofragarone A2 (43) (Tr= 24,4 min, 11 mg), o isolamento em CLAE 

foi realizado nas seguintes condições: 

Coluna: Waters Sunfire OBD RP 18 (5 µm) 19 x 150 mm; eluentes: H2O + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF; 

gradiente: 40/60 isocrático (30 min), 40/60→ 0/100 (5 min), 0/100 (10 min), 17 mL.min-1; detecção: UV 

260 nm. 

 

 

 

Figura 61. Esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de Colletotrichum sp. 

(SNB-GTC0201). 

Figura 62. Cromatograma por CLAE da fração F8 do extrato em AcOEt de Colletotrichum 

sp. (SNB-GTC0201). 
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II – Dados espectroscópicos da substância isolada 

Colletofragarona A2 (43): 

 

  

 

1
H RMN (500 MHz, DMSO-d6) (Figura 63) δ 1,31 (1H, d, J = 6,1 Hz), 1,33 (1H, m), 

1,61 (1H, dt, J = 13,7 e 10,5 Hz), 1,78 (3H, d, J = 6,7 Hz), 1,92 (1H, bd, J = 13,7 Hz), 

2,19 (1H, bt, J = 10,5 Hz), 2,88 (1H, dd, J = 9,9 e 5,0 Hz), 3,46 (1H, m), 3,76 (1H, m), 

4,28 (1H, dd, J = 8,9 e 5,2 Hz), 4,34 (1H, d, J = 2,8 Hz), 4,58 (1H, dq, J = 12,2, 6,1 e 

1,6 Hz), 4,62 (1H, d, J = 4,0 Hz), 5,65 (1H, dd, J = 8,9 e 3,4 Hz), 5,91 (1H, dq, J = 14,6 

e 7,2 Hz), 6,16 (1H, dd, J = 14,6 e 11,0 Hz), 6,20 (1H, d, J = 10,1 Hz), 6,30 (1H, dd, J = 

14,7 e 11,6 Hz), 6,34 (1H, d, J = 15,0 Hz), 6,52 (1H, dd, J = 14,7 e 11,0 Hz), 6,60 (1H, 

dd, J = 10,1 e 3,4 Hz), 6,74 (1H, dd, J = 15,3 e 11,3 Hz);  
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Figura 63. Espectro de RMN 
1
H da colletofragarona A2 (43) em DMSO-d6. 

 

5.8.8 Estudo do extrato AcOEt de Eurotium rubrum 

(BBS 01) 

 

I - Extração e isolamento 

Uma porção do extrato bruto em AcOEt (1200 mg) de Eurotium rubrum 

(BBS01) foi fracionada por cromatografia flash utilizando-se gradientes lineares 

crescentes dos solventes Hex/AcOEt/MeOH. Oito frações foram reunidas com base nos 

seus perfis cromatográficos analisados em CCD e em seguida testados quanto à 

atividade antifúngica em C. albicans. O esquema geral do fracionamento do extrato em 

AcOEt de E. rubrum (BBS01) é apresentado na Figura 64. 

 

Deslocamento químico (ppm) 
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A fração F3 (166 mg), eluída em cromatografia flash com Hex/AcOEt 85/15, foi 

purificada por CLAE (Figura 65) em fase reversa permitindo o isolamento da 

flavoglaucina (44) (Tr= 38,5 min, 32,8 mg), O isolamento em CLAE foi realizado nas 

seguintes condições:  

Coluna: Waters Sunfire OBD RP 18 (5 µm) 19 x 150 mm; eluentes: H2O + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF; 

gradiente: 37/63 isocrático (35 min), 37/63 → 5/95 (5 min), 5/95 → 0/100 (5 min), 0/100 (5 min), 17 

mL.min-1; detecção: UV 270 nm.  

 

 

 

Figura 64. Esquema geral do fracionamento do extrato em AcOEt de Eurotium rubrum 

(BBS01). 

Figura 65. Cromatograma por CLAE da fração F3 do extrato em AcOEt de Eurotium 

rubrum (BBS01). 
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II – Dados espectroscópicos da substância isolada 

Flavoglaucina (44): 

 

  

1H RMN (500 MHz, CD3OD3) (Figura 66) δ 0,89 (3H, t, J = 6,9 Hz), 1,30 (2H, m), 1,30 

(2H, m), 1,30 (2H, m), 1,35 (2H, m), 1,55 (2H, q, J = 7,3 Hz), 1,70 (3H, s), 1,74 (3H, s), 

2,91 (2H, t, J = 7,3 Hz), 3,24 (2H, d, J = 7,3 Hz), 5,28 (1H, tq,  J = 7,3 e 1,3 Hz) , 6,93 

(1H, s), 10,26 (1H, s); 13C RMN (125 MHz, CD3OD3) (Figura 67) δ 14,5 ; 17,9 ; 23,8 ; 

24,6 ; 26,0 ; 28,0 ; 30,4 ; 30,7 ; 33,1 ; 33,2 ; 40,5 ; 118,9 ; 123,1 ; 126,6 ; 128,9 ; 130,5 ; 

134,2 ; 148,2 ; 155,6 ; 197,7. 
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Figura 66. Espectro de RMN 
1
H da Flavoglaucina (44) em CD3OD3. 

 

Deslocamento químico (ppm) 
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Figura 67. Espectro de RMN 
13

C da Flavoglaucina (44) em CD3OD3. 

 

Figura 68. Espectro de massa HR-ESI-MS (negativo) da Flavoglaucina (44). 

 

 

  

Deslocamento químico (ppm) 
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6 Resultados e discussões 
 

6.1 Plantas coletadas, endófitos isolados e extratos 

brutos endofíticos produzidos 

 

Um total de 28 espécies de plantas (Figura 69), pertencentes a 16 famílias de 

angiospermas foram coletadas na Guiana Francesa, em bioma Amazônia, e no Brasil, no 

bioma Cerrado em busca de fungos endofíticos. As espécies vegetais coletadas foram 

selecionadas por dois fatores, todas são espécies com utilização etnofarmacológica e 

ainda devem habitar ambientes úmidos e sombreados, pois esta condição propicia o 

desenvolvimento de micro-organismos. A ausência de infecções foliares visíveis nas 

amostras coletadas serviu como um primeiro indicador da presença de micro-

organismos benéficos associados à planta, pois no ambiente de coleta as outras espécies 

circundantes apresentavam geralmente sinais de parasitismo. A partir das folhas das 28 

espécies, 147 micro-organismos endofíticos foram isolados, sendo a maioria 

identificada como fungos do filo Ascomicota (143 isolados).  

Foi possível isolar ao menos um fungo cultivável nas folhas de todas as espécies 

amostradas, sendo que as amostras foliares permaneceram em cultura por até 6 meses. 

A espécie vegetal encontrada com o maior número de isolados endofíticos, 22 fungos 

(Figura 69), foi a árvore pioneira Vismia latifolia (Hypericaceae), encontrada 

abundantemente por quase toda Floresta Amazônica (Nebel et al., 2001). A variada e 

grande distribuição geográfica desta planta na Amazônia pode ser originária de sua 

associação com endófitos bioativos (Clay e Holah, 1999) ou pela sua tolerância à 

colonização endofítica,  o que a tornaria mais adaptada à diversidades climáticas, 

geográficas e edáficas. Foi observada uma distribuição heterogênea quantitativa e 

qualitativa dos isolados obtidos a partir das plantas coletadas neste trabalho. Sánchez 

Márquez et al. (2012) concluíram em trabalho de revisão da literatura, que este padrão é 

comumente observado em grande parte dos estudos envolvendo o isolamento de fungos 

endofíticos de regiões tropicais e temperadas. 
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Através da identificação molecular dos isolados foram identificadas 12 

diferentes ordens fúngicas, incluindo 11 diferentes ordens de Ascomicetos, uma ordem 

de levedura inserida no filo Basidiomicota, 3 bactérias endofíticas e também 14 cepas 

não identificadas (Figura 70). A identificação molecular de algumas cepas isoladas não 

foi possível devido à dificuldades surgidas durante a extração e/ou o sequenciamento do 

DNAr genômico, ou ainda devido a falta de uma sequência comparativa no banco de 

dados GEnBank. Em alguns casos (SNB-GTC 2901, SNB-GTC2905, SNB-GTC2906, 

tabela 2), as sequências obtidas corresponderam à sequências de fungos ainda não 

identificados na base de dados GenBank, sugerindo que estes isolados sejam novas 

espécies fúngicas. Plantas residentes de áreas de grande biodiversidade podem hospedar 

Figura 69. Número de micro-organismos endofíticos isolados por espécie vegetal coletada. 

* Plantas coletadas no  Brasil 
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endófitos únicos e extremamente biodiversos (Strobel et al., 2003). Estes isolados, que 

podem representar espécies ainda não descritas na literatura, são interessantes para 

estudos de investigação química de seus metabólitos e vias biossintéticas e serão 

testados sobre outros modelos biológicos. A ordem Xylariales foi observada como a 

mais frequentemente isolada neste estudo, representada por 35 isolados (Figura 70), 

sendo alguns destes identificados como pertencentes à mesma espécie fúngica (Xylaria 

cubensis). No entanto, estas cepas foram mantidas separadas devido às diferenças 

morfológicas substanciais encontradas e devido aos resultados biológicos heterogêneos 

obtidos através da triagem biológica dos diferentes extratos brutos produzidos. Os 

fungos da ordem Xylariales parasitam geralmente plantas lenhosas, sendo encontrados 

geralmente em madeiras ou folhas, além de colonizarem excrementos de animais e a 

cobertura vegetal do solo de florestas (Lee et al., 2000). As espécies de fungos 

endofíticos mais amostradas em regiões tropicais são Xylaria spp., Colletotrichum spp., 

Guignardia spp., Phyllosticta spp., Pestalotiopsis spp., Phomopsis spp. (Schulz e Boyle, 

2005). Dentre os endófitos coletados neste trabalho, apenas o gênero Phyllostica não foi 

amostrado, já os demais gêneros obtiveram uma alta frequência relativa de isolados 

(Tabela 2). A biodiversidade do bioma Amazônico e do bioma Cerrado justificam a 

criação de programas de conservação e pesquisas racionais visando o conhecimento 

destes biomas ameaçados (Klink e Machado, 2005). 
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Figura 70. Número de micro-organismos endofíticos isolados por ordem filogenética. 

* A sequência completa ITS1 não foi obtida para estes isolados devido a dificuldades em extrair 

ou sequênciar o DNAr genômico 
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Uma levedura do filo Basidiomicota identificada como Rhodotorula minuta 

(Tabela 2) foi isolada de Philodendron insigne (Araceae). Basidiomicetos 

leveduriformes foram reportados como raros fungos endofíticos de palmeiras e de 

outras angiospermas (Fröhlich et al., 2000). Curiosamente, foram isoladas 3 bactérias 

endofíticas sem o uso de meio de cultura seletivo ou de antibióticos durante o processo 

de isolamento. Rosenblueth e Martínez-Romero (2006) estabeleceram alguns critérios 

para o reconhecimento de bactérias endofíticas “verdadeiras”, nos quais é requerido não 

somente o isolamento a partir de tecidos superficialmente desinfectados, mas também 

evidências microscópicas para visualizar bactérias previamente “marcadas” no interior 

do tecido vegetal. Quando este último critério não é atingido, estes autores utilizam o 

termo “endófito putativo” para os isolados bacterianos encontrados. Assim os endófitos 

bacterianos encontrados neste estudo podem então ser considerados como putativos. 

Todos os extratos brutos em AcOEt dos micro-organismos endofíticos isolados 

foram avaliados em dois patógenos humanos: a bactéria Gram-positiva Staphylococcus 

aureus e a levedura Candida albicans. A citotoxicidade dos extratos foi avaliada em 

células de linhagens tumorais KB (carcinoma uterino cervical) e MDA-MB-435 

(melanoma), e também na linhagem celular normal MRC-5 (fibroblastos humanos de 

pulmão). O meio de cultura sem qualquer endófito (“branco”) foi testado em todos os 

modelos biológicos analisados e não apresentou atividade, confirmando que o resultado 

positivo das triagens foi devido à presença de metabólitos secundários produzidos pelos 

endófitos. A identificação dos micro-organismos endofíticos e seus respectivos 

hospedeiros vegetais, assim como o rendimento de produção de cada extrato bruto 

endofítico são apresentados na tabela 2. As atividades antimicrobianas e citotóxicas in 

vitro dos extratos brutos provenientes de cada micro-organismo endofítico isolado são 

apresentadas na tabela 3. 

 



 

Tabela 2. 

Plantas coletadas, identificação dos micro-organismos endofíticos e rendimento dos respectivos extratos brutos em AcOEt  

Espécie hóspede -

Família -  

Coordenada geográfica 

Número de 

acesso 

NCBI  

Tamanho da 

sequência 

obtida em 

pares de base 

Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados 

de nucleotídeos NCBI 
a
 

Número de 

acesso do 

isolado mais 

próximo 

Semelhança à 

espécie 

conhecida (%) 

Rendimento 

de extração 

(g.m
-2

) 

Tachia grandiflora 
Maguire e Weaver - 

Gentianaceae -  

N 05°12'796’’  

W 052°98'078’’ 

 

KF164294 483 GTG01 Epicoccum nigrum EU821486.1 99 4,44 

Laguncularia racemosa 

 (L.) C.F. Gaertn. - 

Combretaceae - 

N 04°90'104’’  

W 052°36’314’’ 

KF164295 502 GTC2001 Colletotrichum gloeosporioides GQ407097.1 99 2,87 

KF164296 503 GTC2002 Glomerella sp. GQ352476.1 98 3,48 

KF164297 502 GTC2003 Glomerella sp. GQ352476.1 99 1,85 

Paspalum virgatum L. - 
Poaceae - 

N 04°90'104’’ 

W 052°36’314’’ 

KF164298 557 GTC2101 Desconhecido (Fungal sp. F504)b JQ747726.1 99 2,90 

KF164299 506 GTC2102 Pestalotiopsis sp. JF304629.1 98 0,80 

KF164300 512 GTC2103 Pestalotiopsis sp. JF304629.1 99 0,97 

KF164301 523 GTC2104 Pestalotiopsis sp. JF304629.1 98 1,44 

KF164302 323 GTC2105 Glomerella sp. JQ809667.1 99 0,97 

- - GTC2106 Não-identificadoc - - 2,17 

KF164303 515 GTC2107 Pestalotiopsis sp. JF304630.1 99 0,90 

KF164304 368 GTC2108 Pestalotiopsis sp. JF304630.1 99 1,86 

- - GTC2109 Não-identificadoc - - 2,34 

KF164306 391 GTC2110 Phomopsis sp. EF564153.1 99 2,11 

KF164307 363 GTC2111 Sarocladium sp. KC311484.1 98 0,96 

KF164427 427 GTC2112 Bacillus cereusd KC166867.1 100 3,18 
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Espécie hóspede -

Família -  

Coordenada geográfica 

Número de 

acesso 

NCBI  

Tamanho da 

sequência 

obtida em 

pares de base 

Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados 

de nucleotídeos NCBI 
a
 

Número de 

acesso do 

isolado mais 

próximo 

Semelhança à 

espécie 

conhecida (%) 

Rendimento 

de extração 

(g.m
-2

) 

- - GTC2113 Não-identificadoc - - 2,31 

KF164309 375 GTC2114 Chaetomium globosum AY429056.1 99 2,23 

KF164428 454 GTC21B2 Bacillus anthracisd HQ683778.1 99 1,84 

Fimbristylis cymosa R. 

Br. - Cyperaceae - 
N 04°90'104’’  

W 052°36’314’’ 

KF164310 508 GTC2201 Diaporthe phaseolorum JF896458.1 99 6,25 

Psychotria poepiggiana 

Müll. Arg. - Rubiaceae - 

N 04°30'209’’  

W 052°18’065’’ 

KF164311 473 GPP01 Lasiodiplodia sp. JX464074.1 99 3,06 

KF164312 469 GPP02 Xylaria cubensis GU373810.1 97 1,62 

KF164313 480 GTC2301 Mycoleptodiscus sp. FJ478407.1 98 0,97 

KF164314 300 GTC2302 Mycoleptodiscus sp. HM211288.1 99 1,20 

KF164315 502 GTC2303 Colletotrichum gloeosporioides GQ424105.1 99 2,10 

KF164316 300 GTC2304 Mycoleptodiscus sp. FJ478407.1 98 1,58 

KF164317 530 GTC2307 Colletotrichum sp. DQ780412.1 98 4,57 

KF164318 377 GTC2308 Colletotrichum gloeosporioides GU066701.1 99 1,78 

Besleria insolita C.V. 

Morton - Gesneriaceae - 

N 04°30'100’’  

W 052°18’265’’ 

KF164319 506 GTC2401 Colletotrichum gloeosporioides HM013821.1 99 2,23 

KF164320 468 GTC2402 Lewia infectoria GU584989.1 100 3,19 

Bisboeckelera 

microcephala (Boeckeler) 

T. Koyama - Cyperaceae - 

N 04°30'288’’  

W 052°18’467’’ 

KF164321 468 GTC2501 Xylaria sp. FJ175171.1 99 0,90 

KF164322 359 GTC2502 Colletotrichum boninense JQ926743.1 99 0,76 

KF164323 392 GTC2503 Phomopsis sp. JN153053.1 99 5,83 

KF164429 436 GCYPB01 Brevibacillus reuszerid AB680946.1 100 2,62 

Hypolytrum jenmanii 

subs. jenmanii 

 C. B. Clarke -  

KF164324 339 GTC2601 Colletotrichum boninense JN222969.1 99 2,29 

KF164325 467 GTC2602 Colletotrichum sp. EF672323.1 98 1,91 

KF164326 396 GTC2603 Xylaria cubensis GU373810.1 99 2,81 
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Espécie hóspede -

Família -  

Coordenada geográfica 

Número de 

acesso 

NCBI  

Tamanho da 

sequência 

obtida em 

pares de base 

Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados 

de nucleotídeos NCBI 
a
 

Número de 

acesso do 

isolado mais 

próximo 

Semelhança à 

espécie 

conhecida (%) 

Rendimento 

de extração 

(g.m
-2

) 

Cyperaceae - 

N 04°30'222’’  

W 052°18’069’’ 

KF164327 474 GTC2604 Xylaria cubensis GU373810.1 88 1,90 

KF164328 388 GTC2605 Colletotrichum boninense JQ926743.1 100 3,81 

Vismia guianensis (Aubl.) 

Choisy - Hypericaceae - 

N 04°52'709’’  

W 052°17’780’’ 

KF164329 420 GTC2701 Colletotrichum sp. EF672323.1 100 1,26 

KF164330 436 GTC2702 Hypoxylon investiens KC771458.1 97 0,63 

KF164331 581 GTC2703 Guignardia vaccinii JQ936158.1 99 0,77 

KF164332 519 GTC2704 Pestalotiopsis sp. JF304629.1 98 0,72 

KF164333 440 GTC2705 Diaporthe sp. EF423524.2 98 1,69 

KF164334 440 GTC2706 Colletotrichum sp. EF672323.1 99 0,84 

KF164335 379 GTC2707 Hypoxylon investiens KC771458.1 97 1,60 

KF164336 467 GTC2708 Diaporthe sp. EF423524.2 98 1,0 

KF164337 515 GTC2709 Hypoxylon investiens KC771458.1 97 2,73 

KF164338 320 GTC2710 Hypoxylon investiens KC771458.1 100 2,13 

KF164339 554 GTC2711 Hypoxylon investiens KC771458.1 97 2,51 

Vismia latifolia (Aubl.) 

Choisy - Hypericaceae - 

N 04°52'708’’  

W 052°17’781’’ 

KF164340 558 GVL02 Penicillium sp. AB588822.1 97 1,81 

KF164341 519 GTC2801 Phomopsis bougainvilleicola JX847139.1 99 1,39 

- - GTC2802 Não-identificadoc - - 0,89 

KF164342 556 GTC2803 Guignardia sp. GU066723.1 99 1,03 

KF164343 523 GTC2804 Diaporthe sp. KC343211.1 99 1,33 

KF164344 437 GTC2805 Xylaria cubensis GU373810.1 99 1,87 

KF164345 534 GTC2806 Phomopsis sp. EF564153.1 98 1,92 

KF164346 513 GTC2807 Phomopsis sp. EF564153.1 99 2,99 

KF164347 535 GTC2808 Diaporthe phaseolorum AF001025.2 99 1,78 

KF164348 505 GTC2809 Diaporthe phaseolorum AF001025.2 99 2,23 

KF164349 504 GTC2810 Phomopsis sp. EF564153.1 99 1,66 
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Espécie hóspede -

Família -  

Coordenada geográfica 

Número de 

acesso 

NCBI  

Tamanho da 

sequência 

obtida em 

pares de base 

Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados 

de nucleotídeos NCBI 
a
 

Número de 

acesso do 

isolado mais 

próximo 

Semelhança à 

espécie 

conhecida (%) 

Rendimento 

de extração 

(g.m
-2

) 

KF164350 504 GTC2811 Phomopsis sp. EF564153.1 99 1,88 

KF164351 510 GTC2812 Phomopsis sp. EF564153.1 99 2,53 

KF164352 501 GTC2813 Phomopsis sp. EF564153.1 99 1,91 

KF164353 388 GTC2814 Phomopsis sp. EF564153.1 98 0,96 

KF164354 343 GTC2815 Phomopsis sp. EF564153.1 98 2,95 

KF164355 343 GTC2816 Phomopsis sp. EF564153.1 98 3,35 

KF164356 338 GTC2817 Phomopsis sp. EF564153.1 98 4,66 

KF164357 343 GTC2818 Diaporthe phaseolorum AY745987.1 100 5,46 

KF164358 316 GTC2819 Phomopsis sp. HM595507.1 100 2,84 

KF164359 316 GTC2820 Phomopsis sp. HM595507.1 100 3,07 

KF164360 397 GTC2821 Phomopsis sp. EF564153.1 99 2,48 

KF164361 306 GTC2822 Phomopsis sp. HM595507.1 100 2,72 

Vismia cayennensis 

(Jacq.) Pers. - 

Hypericaceae - 

N 04°52'709’’  

W 052°17’780’’ 

KF164362 529 GTC2901 Desconhecido (Fungal sp. A223)b HM222954.1 99 0,53 

KF164363 438 GTC2902 Xylaria sp. AB073533.1 99 3,10 

KF164364 481 GTC2903 Sarocladium strictum. KC254091.1 99 1,27 

KF164365 480 GTC2904 Pestalotiopsis microspora HM190153.1 99 1,33 

KF164366 483 GTC2905 Desconhecido (Fungal sp. A223)b HM222954.1 99 1,34 

KF164367 444 GTC2906 Desconhecido (Fungal endophyte  2157)b EU687033.1 99 1,13 

KF164368 539 GTC2907 Xylaria sp. AB073533.1 93 2,90 

KF164369 538 GTC2908 Xylaria sp. AB073533.1 93 1,98 

KF164370 394 GTC2909 Colletotrichum boninense JQ926743.1 99 2,78 

Paspalum conjugatum 

 P.J. Bergius - Poaceae - 
 

KF164371 461 GTC3001 Xylaria cubensis GU373810.1 99 2,90 

KF164372 443 GTC3002 Glomerella sp. JQ809667.1 99 2,04 

KF164373 501 GTC3003 Colletotrichum gloeosporioides HM013821.1 100 1,61 
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Espécie hóspede -

Família -  

Coordenada geográfica 

Número de 

acesso 

NCBI  

Tamanho da 

sequência 

obtida em 

pares de base 

Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados 

de nucleotídeos NCBI 
a
 

Número de 

acesso do 

isolado mais 

próximo 

Semelhança à 

espécie 

conhecida (%) 

Rendimento 

de extração 

(g.m
-2

) 

N 04°30'209’’  

W 052°18’065’’ 

KF164374 425 GTC3004 Xylaria cubensis GU373810.1 99 1,43 

Sabicea cinerea Aubl. -  

Rubiaceae - 

N 04°52'731’’ 

W 052°17’768’’ 

KF164375 563 GSS 01 Guignardia sp. GQ352495.1 99 1,83 

KF164376 490 GSS02 Xylaria cubensis GU373810.1 99 1,82 

KF164377 489 GSS04 Xylaria cubensis GU373810.1 98 1,70 

KF164378 461 GSS05 Xylaria cubensis GU373810.1 98 1,28 

KF164379 430 GSS06 Xylaria cubensis GU373810.1 98 0,88 

KF164380 509 GSS07 Colletotrichum sp. JF730186.1 99 2,33 

KF164381 406 GSS08 Glomerella sp. JQ809667.1 99 1,22 

KF164382 503 GSS09 Diaporthe pseudomangiferae KC343181.1 99 3,36 

KF164383 451 GSS10 Diaporthe pseudomangiferae KC343181.1 100 2,60 

KF164384 434 GSS11 Diaporthe sp. FJ799941.1 98 2,19 

KF164385 470 GSS12 Diaporthe sp. FJ799941.1 98 3,58 

KF164386 466 GSS13 Glomerella sp. JQ809667.1 99 1,88 

KF164387 437 GSS14 Diaporthe sp. FJ799941.1 98 2,89 

KF164388 443 GSS15 Diaporthe sp. FJ799941.1 98 2,55 

KF164389 343 GSS16 Diaporthe pseudomangiferae KC343181.1 99 3,69 

Chrysobalanus icaco L. - 

Chrysobalanaceae - 

N 04°52'731’’  

W 052°17’768’’ 

KF164390 472 GCI01 Pestalotiopsis sp. JF304630.1 97 1,27 

KF164391 425 GCI02 Xylaria cubensis GU373810.1 99 1,02 

Banara guianensis 

 Aubl. - Flacourtiaceae - 

N 04°30'209’’  

W 052°18’065’’ 

KF164392 387 GTC0201 Colletotrichum sp. GU935885.1 99 3,36 

KF164393 326 GTC0202 Colletotrichum gloeosporioides KC010542.1 99 6,80 

Heliconia bihai (L.) L. - 

Heliconiaceae - 

KF164394 542 LD1.6 Desconhecido (Fungal endophyte 

UFMGCB_899)
b
 

FJ466726.1 86 3,45 
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Espécie hóspede -

Família -  

Coordenada geográfica 

Número de 

acesso 

NCBI  

Tamanho da 

sequência 

obtida em 

pares de base 

Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados 

de nucleotídeos NCBI 
a
 

Número de 

acesso do 

isolado mais 

próximo 

Semelhança à 

espécie 

conhecida (%) 

Rendimento 

de extração 

(g.m
-2

) 

N 04º45’908’’ 

W 052º25'683’’ 

KF164395 328 LD1.5 Muscodor vitigenus AY100022.1 99 2,58 

KF164396 500 LD1.8.2 Xylaria sp. JN418792.1 99 2,89 

KF164397 434 LD1.12 Xylaria cubensis GU373810.1 99 4,51 

KF164398 659 LD1.32.2 Desconhecido (Scolecobasidium sp. 

HLS212)b 

FJ770070.1 97 2,61 

KF164399 488 LD1.9 Colletotrichum gloeosporioides GQ120496.1 100 3,84 

Cyclanthus bipartitus 

 Poit. ex A. Rich. - 

Cyclanthaceae - 

N 04º44’790’’ 

W 052º25'114’’ 

KF164400 500 LD2.10.2 Colletotrichum gloeosporioides JX258733.1 99 3,03 

KF164401 338 LD2.6 Xylaria cubensis GU373810.1 96 3,79 

KF164402 557 LD2.2 Desconhecido (Hypocreales sp. )b GU595044.1 86 0,86 

KF164403 406 LD2.13 Guignardia vaccinii GU066692.1 100 3,25 

Ischnosiphon obliquus 

 (Rudge) Körn - 

Marantaceae - 

N 04º45’700’’  

W 052º25’543’’ 

KF164404 314 LD3.12.2 Epicoccum nigrum JN545798.1 100 4,05 

KF164405 431 LD3.11 Xylaria cubensis GU373810.1 96 3,84 

KF164406 382 LD3.4 Colletotrichum gloeosporioides GU066701.1 100 3,28 

KF164407 524 LD3.7 Diaporthe sp. FJ799941.1 98 3,33 

KF164408 348 LD3.14 Pestalotiopsis sp. JF304630.1 99 2,79 

KF164409 403 LD3.6.2 Xylaria cubensis GU373810.1 99 4,26 

Philodendron insigne 

Schott - Araceae - 

N 05°01’459”  

W 052°45’079” 

 

KF164410 328 LR01 Rhodotorula minuta HQ326999.1 99 2,70 

- - LD4.11 Não-identificadoc GU373810.1 79 4,41 

KF164412 376 LD4.3.2 Colletotrichum fragariae JX258785.1 99 4,28 

Ludovia lancifolia 

Brongn. - Cyclanthaceae - 

N 05°01’459”  

 W 052°45’079” 

 

KF164413 372 LD5.7 Candida sp. FJ755821.1 100 2,75 

KF164414 403 LD5.9.2 Xylaria cubensis GU373810.1 96 1,76 

Montrichardia KF164415 485 LD6.15 Colletotrichum gloeosporioides GU066701.1 100 3,25 
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Espécie hóspede -

Família -  

Coordenada geográfica 

Número de 

acesso 

NCBI  

Tamanho da 

sequência 

obtida em 

pares de base 

Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados 

de nucleotídeos NCBI 
a
 

Número de 

acesso do 

isolado mais 

próximo 

Semelhança à 

espécie 

conhecida (%) 

Rendimento 

de extração 

(g.m
-2

) 

arborescens  

(L.) Schott - Araceae - 

N 05°01’389”  

W 052°44’345” 

KF164416 499 LD6.5.2 Colletotrichum gloeosporioides GQ120496.1 100 3,79 

KF164417 444 LD6.11 Colletotrichum gloeosporioides GU066653.1 99 3,63 

Typha domingensis  

Pers. - Typhaceae - 

N 04°54’048”  
 W 052°21’266” 

KF164418 447 LD7.2 Leptosphaeria typharum AF439465.1 99 2,11 

KF164419 352 LD7.1 Cochliobolus sp. JX868657.1 100 2,63 

Acrostichum aureum L. - 

Pteridaceae - 

N 04°54’048”  

W 052°21’266” 

 

KF164420 499 LD8.10 Colletotrichum gloeosporioides GU066671.1 99 2,32 

KF164421 419 LD8.6 Colletotrichum gloeosporioides GU066671.1 99 2,45 

KF164422 382 LD8.2 Colletotrichum boninense JQ926743.1 100 2,21 

KF164423 514 LD8.9 Guignardia vaccinii GU066692.1 99 3,11 

KF164424 406 LD8.7 Guignardia vaccinii GU066692.1 99 3,50 

Gynerium sagittatum 

(Aubl.) P.Beauv. - 

Poaceae - 

N 04°55’052”  

W 052°22’485” 
 

KF164425 548 LD9.2 Desconhecido (Cosmospora consors 

isolate H76861I)b 

EF121861.1 90 2,71 

- - LD9.8 Não-identificadoc - - 3,41 

Terminalia fagifolia  

Mart. e Zucc. - 

Combretaceae -  

S 15°52´267´´ 

W 047°49´391´´  

 

 456 BTF01 Aspergillus sydowii FR733840.1 99 1,8 

Kielmeyera coriacea  

Mart. - Clusiaceae - 

S 15°52´054´´ 

W 047°50´844´´ 

 

 469 BKC02 Mycosphaerella stramenti DQ303042 99 2,11 

 467 BKC03 Preussia sp. FJ037749.1 100 1,87 
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Espécie hóspede -

Família -  

Coordenada geográfica 

Número de 

acesso 

NCBI  

Tamanho da 

sequência 

obtida em 

pares de base 

Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados 

de nucleotídeos NCBI 
a
 

Número de 

acesso do 

isolado mais 

próximo 

Semelhança à 

espécie 

conhecida (%) 

Rendimento 

de extração 

(g.m
-2

) 

Blepharocalyx salicifolius 

 Kunth O. Berg - 

Myrtaceae - 

N 15°52´003´´ 

W 047°49´038´´ 

 

 470 BBS01 Eurotium rubrum FR727115.1 100 3,23 

 471 BBS02 Mycosphaerella sp. HM595521.1 97 1,64 

 457 BBS03 Stagonosporopsis caricae GU237912.1 100 2,45 

Myrsine guianensis 
(Aublet) O. Kuntze - 

Myrsinaceae -  

N 15°45´051´´ 

W 048°03´031´´ 

 467 BMG02 Mycosphaerella scytalidii EU851927.1 99 3,02 

 458 BMG03 Cladosporium sp. HQ717404.1 100 1,45 

- - BMG04 Não-identificadoc - - 2,31 

a
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 3 de junho, 2013, algoritmo BLASTn, excluindo sequências de amostras não cultiváveis ou ambientais. 

b
 Isolados desconhecidos são aqueles cuja sequência nucleotídica obtida não corresponde à nenhuma sequência descrita ou corresponde à uma sequência de um 

micro-organismo sem taxonomia conhecida. 
c
 Isolados não-identificados são aqueles cuja extração do DNA genômico não pode ser obtida devido à dificuldades de sua extração ou sequenciamento. 

d
 Espécies bacterianas mais próximas por homologia à sequência da região de DNAr 16S obtida em relação às da base de dados NCBI. 

  



6.2 Atividade antimicrobiana 
 

As atividades antimicrobianas são apresentadas na tabela 3. Seis extratos brutos 

endofíticos (4,0%) apresentaram atividade (CIM ≤ 256 µg.mL
-1

 ) em S. aureus e trinta e 

quatro (23,1%) em C. albicans. Os extratos dos fungos endofíticos codificados por 

SNB-GTC2114 (Chaetomium globosum), SNB-GTC2304 (Mycoleptodiscus sp.), SNB-

GTC2402 (Lewia infectoria) e SNB-GTC2501 (Xylaria sp.) foram ativos em S. aureus 

com valores de CIM entre 8 e 64 µg.mL
-1

. E os codificados por GTC2003 (Glomerella 

cingulata), SNB-GTC2101 (desconhecido), SNB-GTC2102 (Pestalotiopsis sp.), SNB-

GTC2114 (Chaetomium globosum), SNB-GTC2201 (Diaporthe phaseolorum), SNB-

GTC2503 (Phomopsis sp.), SNB-GTC2605 (Colletotrichum boninense), SNB-

GTC2706 (Colletotrichum sp.), SNB-GTC2710 (Hypoxylon investiens), SNB-GTC2711 

(Hypoxylon investiens), SNB-GVL02 (Penicillium sp.), SNB-GTC2814 (Phomopsis 

sp.), SNB-GCI02 (Xylaria cubensis), SNB-GTC0201 (Colletotrichum sp.), SNB-

BBS01(Eurotium rubrum) obtiveram valores de CIM entre 8 e 64 µg.mL
-1

 em C. 

albicans. Os extratos codificados por SNB-GTC2003, SNB-GTC2101, SNB-GTC2102, 

SNB-GTC2501, SNB-GTC2605, SNB-GTC2706, SNB-GTC2710 e BBS01 além de 

demonstrarem uma atividade antimicrobiana relevante não apresentaram citotoxicidade 

em células MRC-5 a 1 µg.mL
-1

, demonstrando uma certa seletividade aos modelos 

biológicos selecionados. Cos et al., (2006) utiliza este modelo celular como prova para 

atestar a ausência de toxicidade in vitro de extratos e substâncias naturais.  

Os controles positivos, oxacilina em S. aureus e  fluconazol em C. albicans, 

apresentaram valores de CIM de 0,5 µg.ml
-1

 e 4 µg.ml
-1

 respectivamente. Foi observado uma 

alta proporção relativa de extratos endofíticos com atividade antifúngica em 

comparação à atividade antibacteriana. Guimarães et al. (2008) isolaram 39 fungos 

endofíticos em duas plantas da família Asteraceae e também observaram uma proporção 

maior de endófitos ativos em C. albicans (64,1%), do que em S. aureus.(5,1%). Já 

Hormazabal e Piontelli (2009) observaram maior porcentagem de atividade em bactérias 

para 38 extratos de fungos endofíticos isolados de gimnospermas chilenas, sendo 57,8% 

ativos em S. aureus e somente 0,07% ativos em C. albicans. Fungos endofíticos, como 

os isolados neste trabalho, certamente podem ser fonte de extratos e substâncias que 

podem emergir como candidatos a novos agentes anti-Candida.  
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6.3-Atividade citotóxica 
 

As atividades citotóxicas dos extratos brutos são apresentadas na tabela 3. Na 

concentração de 10 µg.mL
-1

, trinta e seis (24,4%), trinta e quatro (23,1%), vinte e quatro 

(16,3%) extratos inibiram mais de 50% da proliferação celular das linhagens celulares 

KB, MDA-MB-435 e MRC-5 respectivamente. Os extratos que demonstra uma inibição 

celular superior a 80% à 10 µg.mL
-1

 foram também testados à 1µg.mL
-1

, e um número 

importante destes mantiveram suas atividades. Nesta concentração inferior, dezenove 

extratos (12,9%) continuaram a demonstrar inibição celular superior a 50% para a 

linhagem de células KB, cinco extratos (3,4%) para a linhagem tumoral MDA-MB-435 

e sete extratos (4,7%) para a linhagem de células sãs MRC-5. Os controles positivos 

utilizados nos testes de inibição da proliferação celular foi o docetaxel, IC50 de 2.10
-10

 

M para células KB e IC50 de 5.10
-10

 M para células normais MRC-5, e a doxorubicina 

para células MDA-MB-435, IC50 de 2.10
-8

 M. Estes resultados sugerem que a alta 

proporção de extratos com atividade citotóxica pode ser originária da natureza 

simbiótica destes endófitos, que contribuem provavelmente à defesa das folhas vegetais 

contra o ataque de patógenos e herbívoros. 

Os extratos brutos fúngicos dos endófitos codificados por SNB-GTC2114 

(Chaetomium globosum), SNB-GTC 2304 (Mycoleptodiscus sp.), SNB-GTC2804 

(Diaporthe sp.) e SNB-GSS10 (Diaporthe pseudomangiferae) demonstram forte 

inibição da proliferação celular à 1µg.mL
-1

, com valores de inibição celular superiores a 

80% para as três linhagens celulares utilizadas neste estudo. Estes extratos foram 

selecionados para uma investigação química, a fim de  isolar os metabólitos 

responsáveis pelas atividades citotóxicas encontradas. Foi observado também, que 

oitenta e quatro extratos (57,1%) não demonstram atividade citotóxica para as células 

normais MRC-5, o que inclui estes extratos como bons candidatos a serem testados em 

outros modelos biológicos, visto que a ausência de citotoxicidade sobre este modelo 

celular indica uma boa especificidade de ação biológica.   

A literatura reporta a presença de agentes anti-câncer isolados a partir de fungos 

endofíticos como o paclitaxel (Stierle et al., 1993), radicicol (Turbyville et al., 2006), 

sequoiatonas A e B (Stierle et al., 1999) e camptotecina (Amna et al., 2006). Os 
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resultados obtidos nesta triagem corroboram com achados anteriores que indicam os 

fungos endofíticos como fonte de metabólitos citotóxicos. 

 



Tabela 3. 

Atividade antimicrobiana (CIM - µg.mL
-1

) e citotóxica (porcentagem de inibição do crescimento celular) dos extratos em AcOEt de cada 

micro-organismo endofítico isolado 

Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados de 

nucleotídeos NCBI 
a
 

C. a.
e
  

µg.ml
-1

 

S. a.
e
 

µg.ml
-1

 

KB
f
,  

10 µg.ml
-1

 

KB
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

1 µg.ml
-1

 

GTG01 Epicoccum nigrum 128 > 256 0 ± 5 - 14 ± 13 - 2 ± 6 - 

GTC2001 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 7 ± 9 - 0 ± 14 - 0 ± 17 - 

GTC2002 Glomerella sp. 256 > 256 1 ± 18 - 0 ± 22 - 0 ± 5 - 

GTC2003 Glomerella sp. 16 > 256 99 ± 0 2 ± 21 82 ± 3 18 ± 14 97 ± 1 0 ± 7 

GTC2101 Desconhecido (Fungal sp. F504)b 8 > 256 47 ± 9 - 41 ± 4 - 1 ± 8 - 

GTC2102 Pestalotiopsis sp. 64 > 256 2 ± 5 - 15 ± 10 - 0 ± 32 - 

GTC2103 Pestalotiopsis sp. > 256 > 256 0 ± 5 - 30 ± 5 - 0 ± 5 - 

GTC2104 Pestalotiopsis sp. > 256 > 256 4 ± 14 - 0 ± 17 - 0 ± 23 - 

GTC2105 Glomerella sp. > 256 > 256 0 ± 19 - 5 ± 9 - 0 ± 4 - 

GTC2106 Não-identificadoc > 256 > 256 40 ± 4 - 18 ± 6 - 24 ± 10 - 

GTC2107 Pestalotiopsis sp. > 256 > 256 2 ± 23 - 16 ± 18 - 0 ± 10 - 

GTC2108 Pestalotiopsis sp. > 256 > 256 2 ± 5 - 1 ± 13 - 0 ± 20 - 

GTC2109 Não-identificadoc > 256 > 256 78 ± 1 - 67 ± 3 - 34 ± 12 - 

GTC2110 Phomopsis sp. 256 > 256 12 ± 4 - 0 ± 24 - 0 ± 3 - 

GTC2111 Sarocladium sp. > 256 > 256 0 ± 5 - 14 ± 13 - 2 ± 6 - 
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Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados de 

nucleotídeos NCBI 
a
 

C. a.
e
  

µg.ml
-1

 

S. a.
e
 

µg.ml
-1

 

KB
f
,  

10 µg.ml
-1

 

KB
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

1 µg.ml
-1

 

GTC2112 Bacillus cereusd > 256 > 256 8 ± 14 - 31 ± 14 - 0 ± 18 - 

GTC2113 Não-identificadoc > 256 > 256 0 ± 13 - 7 ± 14 - 0 ± 5 - 

GTC2114 Chaetomium globosum 32 16 94 ± 1 97 ± 1 97 ± 1 47 ± 2 97 ± 1 95 ± 3 

GTC21B2 Bacillus anthracisd > 256 > 256 0 ± 4 - 17 ± 5 - 3 ± 6 - 

GTC2201 Diaporthe phaseolorum 32 > 256 92 ± 1 72 ± 3 80 ± 5 51 ± 2 47 ± 5 - 

GPP01 Lasiodiplodia sp. > 256 > 256 78 ± 21 0 ± 5 51 ± 9 - 35 ± 7 - 

GPP02 Xylaria cubensis > 256 > 256 77 ± 3 0 ± 7 51 ± 5 - 49 ± 7 - 

GTC2301 Mycoleptodiscus sp. > 256 > 256 36 ± 15 - 0 ± 11 - 30 ± 14 - 

GTC2302 Mycoleptodiscus sp. 128 > 256 48 ± 25 - 0 ± 6 - 25 ± 31 - 

GTC2303 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0 ± 22 - 0 ± 9 - 0 ± 14 - 

GTC2304 Mycoleptodiscus sp. > 256 64 100 ± 1 95 ± 1 100 ± 1 97 ± 1 100 ± 1 100 ± 1 

GTC2307 Colletotrichum sp. > 256 > 256 24 ± 11 - 0 ± 24 - 0 ± 20 - 

GTC2308 Colletotrichum gloeosporioides 128 > 256 57 ± 1 - 64 ± 28 - 27 ± 5 - 

GTC2401 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0 ± 12 - 0 ± 17 - 0 ± 22 - 

GTC2402 Lewia infectoria > 256 64 100 ± 1 55 ± 2 96 ± 2 18 ± 5 99 ± 1 8 ± 19 

GTC2501 Xylaria sp. > 256 8 98 ± 1 8 ± 10 71 ± 3 25 ± 5 85 ± 1 0 ± 9 

GTC2502 Colletotrichum boninense > 256 > 256 0 ± 21 - 0 ± 5 - 0 ± 13 - 

GTC2503 Phomopsis sp. 32 > 256 79 ± 2 - 76 ± 3 - 52 ± 1 - 
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Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados de 

nucleotídeos NCBI 
a
 

C. a.
e
  

µg.ml
-1

 

S. a.
e
 

µg.ml
-1

 

KB
f
,  

10 µg.ml
-1

 

KB
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

1 µg.ml
-1

 

GCYPB01 Brevibacillus reuszerid > 256 > 256 0 ± 3 - 13 ± 4 - 4 ± 1 - 

GTC2601 Colletotrichum boninense > 256 > 256 7 ± 22 - 0 ± 7 - 0 ± 15 - 

GTC2602 Colletotrichum sp. > 256 > 256 0 ± 32 - 6 ± 32 - 0 ± 6 - 

GTC2603 Xylaria cubensis > 256 > 256 77 ± 2 - 69 ± 3 - 43 ± 3 - 

GTC2604 Xylaria cubensis > 256 > 256 79 ± 2 - 67 ± 7 - 42 ± 13 - 

GTC2605 Colletotrichum boninense 16 > 256 3 ± 5 - 7 ± 23 - 0 ± 9 - 

GTC2701 Colletotrichum sp. > 256 > 256 0 ± 12 - 0 ± 17 - 0 ± 22 - 

GTC2702 Hypoxylon investiens > 256 > 256 0 ± 7 - 19 ± 5 - 0 ± 4 - 

GTC2703 Guignardia vaccinii > 256 > 256 0 ± 21 - 0 ± 6 - 0 ± 11 - 

GTC2704 Pestalotiopsis sp. > 256 > 256 0 ± 23 - 2 ± 1 - 0 ± 12 - 

GTC2705 Diaporthe sp. > 256 > 256 3 ± 21 - 10 ± 18 - 0 ± 9 - 

GTC2706 Colletotrichum sp. 16 > 256 10 ± 5 - 5 ± 10 - 27 ± 3 - 

GTC2707 Hypoxylon investiens > 256 > 256 63 ± 6 - 54 ± 2 - 74 ± 16 - 

GTC2708 Diaporthe sp. > 256 > 256 4 ± 17 - 0 ± 23 - 0 ± 10 - 

GTC2709 Hypoxylon investiens > 256 > 256 12 ± 13 - 64 ± 8 - 13 ± 5 - 

GTC2710 Hypoxylon investiens 16 > 256 86 ± 1 0 ± 18 71 ± 5 14 ± 6 84 ± 2 0 ± 12 

GTC2711 Hypoxylon investiens 64 > 256 77 ± 2 - 14 ± 12 - 60 ± 14 - 

GVL02 Penicillium sp. 64 > 256 22 ± 6 - 28 ± 20 - 0 ± 15 - 
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Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados de 

nucleotídeos NCBI 
a
 

C. a.
e
  

µg.ml
-1

 

S. a.
e
 

µg.ml
-1

 

KB
f
,  

10 µg.ml
-1

 

KB
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

1 µg.ml
-1

 

GTC2801 Phomopsis bougainvilleicola > 256 > 256 2 ± 10 - 22 ± 9 - 0 ± 5 - 

GTC2802 Não-identificadoc > 256 > 256 0 ± 21 - 0 ± 6 - 0 ± 11 - 

GTC2803 Guignardia sp. > 256 > 256 0 ± 6 - 0 ± 4 - 0 ± 12 - 

GTC2804 Diaporthe sp. > 256 > 256 100 ± 1 97 ± 1 98 ± 1 94 ± 1 100 ± 1 100 ± 1 

GTC2805 Xylaria cubensis > 256 > 256 90 ± 0 74 ± 2 59 ± 1  37 ± 11  

GTC2806 Phomopsis sp. > 256 > 256 1 ± 18 - 0 ± 42 - 0 ± 14 - 

GTC2807 Phomopsis sp. > 256 > 256 95 ± 2 9 ± 7 62 ± 10 - 94 ± 2 0 ± 5 

GTC2808 Diaporthe phaseolorum > 256 > 256 0 ± 25 - 0 ± 5 - 0 ± 24 - 

GTC2809 Diaporthe phaseolorum > 256 > 256 0 ± 7 - 0 ± 17 - 0 ± 5 - 

GTC2810 Phomopsis sp. > 256 > 256 0 ± 11 - 0 ± 29 - 0 ± 7 - 

GTC2811 Phomopsis sp. > 256 > 256 3 ± 15 - 0 ± 21 - 0 ± 1 - 

GTC2812 Phomopsis sp. > 256 > 256 49 ± 17 - 54 ± 17 - 0 ± 32 - 

GTC2813 Phomopsis sp. > 256 > 256 9 ± 18 - 19 ± 7 - 0 ± 21 - 

GTC2814 Phomopsis sp. 64 256 100 ± 1 66 ± 10 100 ± 0 43 ± 13 100 ± 0 76 ± 10 

GTC2815 Phomopsis sp. > 256 > 256 12 ± 17 - 0 ± 4 - 0 ± 5 - 

GTC2816 Phomopsis sp. > 256 > 256 0 ± 3 - 13 ± 15 - 0 ± 9 - 

GTC2817 Phomopsis sp. > 256 > 256 99 ± 1 60 ± 10 96 ± 1 11 ± 7 98 ± 1 5 ± 19 

GTC2818 Diaporthe phaseolorum 256 > 256 92 ± 2 0 ± 10 82 ± 4 0 ± 5 93 ± 1 0 ± 8 
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Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados de 

nucleotídeos NCBI 
a
 

C. a.
e
  

µg.ml
-1

 

S. a.
e
 

µg.ml
-1

 

KB
f
,  

10 µg.ml
-1

 

KB
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

1 µg.ml
-1

 

GTC2819 Phomopsis sp. > 256 > 256 3 ± 17 - 0 ± 64 - 0 ± 3 - 

GTC2820 Phomopsis sp. > 256 > 256 3 ± 13 - 0 ± 25 - 0 ± 3 - 

GTC2821 Phomopsis sp. > 256 > 256 6 ± 13 - 2 ± 5 - 0 ± 9 - 

GTC2822 Phomopsis sp. > 256 > 256 0 ± 20 - 0 ± 10 - 0 ± 12 - 

GTC2901 Desconhecido (Fungal sp. A223)b > 256 > 256 11 ± 4 - 21 ± 7 - 0 ± 6 - 

GTC2902 Xylaria sp. > 256 > 256 0 ± 1 - 32 ± 4 - 0 ± 7 - 

GTC2903 Sarocladium strictum 256 > 256 3 ± 3 - 32 ± 13 - 0 ± 4 - 

GTC2904 Pestalotiopsis microspora > 256 > 256 0 ± 15 - 12 ± 14 - 0 ± 12 - 

GTC2905 Desconhecido (Fungal sp. A223)b > 256 > 256 7 ± 4 - 38 ± 9 - 0 ± 9 - 

GTC2906 Desconhecido (Fungal endophyte  2157)b > 256 > 256 0 ± 15 - 0 ± 10 - 0 ± 12 - 

GTC2907 Xylaria sp. > 256 > 256 5 ± 9 - 38 ± 21 - 68 ± 22 - 

GTC2908 Xylaria sp. > 256 > 256 28 ± 8 - 29 ± 31 - 3 ± 3 - 

GTC2909 Colletotrichum boninense 256 > 256 3 ± 32 - 5 ± 3 - 0 ± 4 - 

GTC3001 Xylaria cubensis > 256 > 256 90 ± 1 70 ± 3 68 ± 4 - 36 ± 15 - 

GTC3002 Glomerella sp. > 256 > 256 0 ± 1 - 0 ± 19 - 0 ± 3 - 

GTC3003 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0 ± 1 - 0 ± 9 - 0 ± 8 - 

GTC3004 Xylaria cubensis > 256 > 256 90 ± 4 82 ± 2 71 ± 2 - 35 ± 1 - 

GSS 01 Guignardia sp. 128 > 256 0 ± 10 - 12 ± 6 - 0 ± 10 - 
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Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados de 

nucleotídeos NCBI 
a
 

C. a.
e
  

µg.ml
-1

 

S. a.
e
 

µg.ml
-1

 

KB
f
,  

10 µg.ml
-1

 

KB
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

1 µg.ml
-1

 

GSS02 Xylaria cubensis > 256 > 256 0 ± 6 - 0 ± 19 - 0 ± 8 - 

GSS04 Xylaria cubensis > 256 > 256 2 ± 8 - 2 ± 5 - 0 ± 4 - 

GSS05 Xylaria cubensis > 256 > 256 76 ± 2 22 ± 12 48 ± 2 - 51 ± 9 - 

GSS06 Xylaria cubensis 128 > 256 0 ± 6 - 0 ± 19 - 0 ± 8 - 

GSS07 Colletotrichum sp. > 256 > 256 0 ± 10 - 0± 12 - 0 ± 3 - 

GSS08 Glomerella sp. > 256 > 256 0 ± 15 - 0 ± 8 - 2 ± 16 - 

GSS09 Diaporthe pseudomangiferae 256 > 256 5 ± 5 - 0 ± 7 - 3 ± 7 - 

GSS10 Diaporthe pseudomangiferae 256 > 256 98 ± 1 100 ± 1 97 ± 1 97 ± 1 97 ± 1 100 ± 1 

GSS11 Diaporthe sp. > 256 > 256 0 ± 5 - 0 ± 20 - 0 ± 10 - 

GSS12 Diaporthe sp. > 256 > 256 27 ± 3 - 0 ± 39 - 0 ± 7 - 

GSS13 Glomerella sp. > 256 > 256 9 ± 5 - 15 ± 4 - 9 ± 8 - 

GSS14 Diaporthe sp. > 256 > 256 31 ± 19 - 24 ± 8 - 21 ± 19 - 

GSS15 Diaporthe sp. > 256 > 256 0 ± 6 - 0 ± 19 - 0 ± 8 - 

GSS16 Diaporthe pseudomangiferae > 256 > 256 42 ± 20 - 25 ± 11 - 94 ± 0 - 

GCI01 Pestalotiopsis sp. 128 > 256 0 ± 5 - 22 ± 12 - 0 ± 9 - 

GCI02 Xylaria cubensis 32 > 256 78 ± 3 - 69 ± 2 - 63 ± 1 - 

GTC0201 Colletotrichum sp. 64 > 256 100 ± 1 100 ± 1 100 ± 0 88 ± 3 98 ± 0 100 ± 1 

GTC0202 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0 ± 7 - 0 ± 6 - 0 ± 4 - 
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Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados de 

nucleotídeos NCBI 
a
 

C. a.
e
  

µg.ml
-1

 

S. a.
e
 

µg.ml
-1

 

KB
f
,  

10 µg.ml
-1

 

KB
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

1 µg.ml
-1

 

LD1.6 Desconhecido (Fungal endophyte 

UFMGCB_899)b 

> 256 > 256 88 ± 2 71 ± 5 70 ± 4 - 52 ± 7 - 

LD1.5 Muscodor vitigenus > 256 > 256 2 ± 2  6 ± 5 - 0 ± 1 - 

LD1.8.2 Xylaria sp. > 256 > 256 74 ± 1  55 ± 4 - 58 ± 8 - 

LD1.12 Xylaria cubensis > 256 > 256 87 ± 2 82 ± 3 67 ± 2 - 44 ± 3 - 

LD1.32.2 Desconhecido (Scolecobasidium sp. HLS212)b > 256 > 256 0 ± 7 - 11 ± 13 - 0 ± 5 - 

LD1.9 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0 ± 14 - 8 ± 15 - 0 ± 17 - 

LD2.10.2 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0 ± 5 - 0 ± 29 - 0 ± 1 - 

LD2.6 Xylaria cubensis > 256 > 256 79 ± 5 - 63 ± 5 - 35 ± 2 - 

LD2.2 Desconhecido b > 256 > 256 0 ± 20 - 8 ± 19 - 0 ± 8 - 

LD2.13 Guignardia vaccinii > 256 > 256 0 ± 7 - 0 ± 20 - 0 ± 9 - 

LD3.12.2 Epicoccum nigrum 128 256 85 ± 1 62 ± 10 88 ± 3 35 ± 3 91 ± 1 84 ± 3 

LD3.11 Xylaria cubensis > 256 > 256 85±1 83 ± 2 68 ± 9 - 42 ± 15 - 

LD3.4 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0 ± 10 - 0 ± 14 - 0 ± 25 - 

LD3.7 Diaporthe sp. > 256 > 256 0 ± 7 - 11 ± 6 - 0 ± 2 - 

LD3.14 Pestalotiopsis sp. > 256 > 256 0 ± 7 - 7 ± 13 - 0 ± 7 - 

LD3.6.2 Xylaria cubensis > 256 > 256 87 ± 1 83 ± 4 69 ± 8 - 62 ± 2 - 

LR01 Rhodotorula minuta > 256 > 256 0 ± 27 - 0 ± 35 - 0 ± 12 - 

LD4.11 Não-identificadoc > 256 > 256 80 ± 3 72 ± 5 66 ± 1 - 44 ± 3 - 
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Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados de 

nucleotídeos NCBI 
a
 

C. a.
e
  

µg.ml
-1

 

S. a.
e
 

µg.ml
-1

 

KB
f
,  

10 µg.ml
-1

 

KB
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

1 µg.ml
-1

 

LD4.3.2 Colletotrichum fragariae > 256 > 256 9 ± 7 - 13 ± 4 - 0 ± 1 - 

LD5.7 Candida sp. > 256 > 256 0 ± 11 - 9 ± 5 - 0 ± 5 - 

LD5.9.2 Xylaria cubensis > 256 > 256 0 ± 11 - 9 ± 5 - 0 ± 5 - 

LD6.15 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0 ± 4 - 5 ± 4 - 1 ± 12 - 

LD6.5.2 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 1 ± 5 - 2 ± 7 - 0 ± 8 - 

LD6.11 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0± 7 - 6 ± 32 - 0 ± 13 - 

LD7.2 Leptosphaeria typharum > 256 > 256 0 ± 3 - 2 ± 17 - 0 ± 10 - 

LD7.1 Cochliobolus sp. 256 > 256 0± 5 - 0 ± 6 - 0 ± 4 - 

LD8.10 Colletotrichum gloeosporioides 256 > 256 11 ± 4 - 2 ± 32 - 0 ± 5 - 

LD8.6 Colletotrichum gloeosporioides > 256 > 256 0 ± 4 - 0 ± 19 - 0 ± 1 - 

LD8.2 Colletotrichum boninense > 256 > 256 17 ± 21 - 10 ± 14 - 0 ± 3 - 

LD8.9 Guignardia vaccinii 128 > 256 0 ± 11 - 0 ± 17 - 0 ± 11 - 

LD8.7 Guignardia vaccinii > 256 > 256 0±13 - 10 ± 8 - 0 ± 6 - 

LD9.2 Desconhecido (Cosmospora consors isolate 

H76861I)b 

> 256 > 256 0 ± 14 - 0 ± 23 - 0 ± 2 - 

LD9.8 Não-identificadoc > 256 > 256 80 ± 3 76 ± 5 66 ± 2 - 43 ± 2 - 

BTF01 Aspergillus sydowii 128 - - - - - - - 

BKC02 Mycosphaerella stramenti > 256 - - - - - - - 

BKC03 Preussia sp. > 256 - - - - - - - 
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Códigos de 

identificacão 

(SNB-...) 

Isolado mais próximo na base de dados de 

nucleotídeos NCBI 
a
 

C. a.
e
  

µg.ml
-1

 

S. a.
e
 

µg.ml
-1

 

KB
f
,  

10 µg.ml
-1

 

KB
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MDA-MB-435
f
,  

1 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

10 µg.ml
-1

 

MRC-5
f
,  

1 µg.ml
-1

 

BBS01 Eurotium rubrum 8 > 256 26 ± 8 - 10 ± 10 - 29 ± 15 - 

BBS02 Mycosphaerella sp. > 256 - - - - - - - 

BBS03 Stagonosporopsis caricae > 256 - - - - - - - 

BMG02 Mycosphaerella scytalidii 64 - - - - - - - 

BMG03 Cladosporium sp. > 256 - - - - - - - 

BMG04 Não-identificadoc > 256 - - - - - - - 

a
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 3 de junho, 2013, algoritmo BLASTn, excluindo sequências de amostras não cultiváveis ou ambientais. 

b
 Isolados desconhecidos são aqueles cuja sequência nucleotídica obtida não corresponde à nenhuma sequência descrita ou corresponde à uma sequência de um micro-

organismo sem taxonomia conhecida. 
c
 Isolados não-identificados são aqueles cuja extração do DNA genômico não pode ser obtida devido à dificuldades de sua extração ou sequenciamento. 

d
 Espécies bacterianas mais próximas por homologia à sequência da região de DNAr 16S obtida em relação às da base de dados NCBI. 

e
 CIM, Concentração Inibitória Mínima, definida como a menor concentração de extrato que inibe a visualização do crescimento microbiano após o período de 

incubação. C. a. = Candida albicans ATCC 10213; S. a. = Staphylococcus aureus ATCC 29213; -, não avaliado.  
f
 As atividades citotóxicas são representadas como a porcentagem (%) de inibição celular em cada alvo: KB (câncer uterino cervical), MRC-5 (fibroblastos humanos de 

pulmão), MDA-MB-435 (Melanoma metatástico). Controles positivos: Oxacilina: 0,5 µg.ml
-1 

em S. aureus ATCC 29213; fluconazol: 4 µg.ml
-1

 em C. albicans ATCC 

10213; docetaxel: 2.10
-10

 M para células KB e 5.10
-10

 M para células MRC5; doxorubicina: 2.10
-8
 M para células MDA-MB-435. 

 

 



6.4 Isolamento, caracterização e avaliação biológica 

das substâncias isoladas dos fungos endofíticos 
 

6.4.1 Estudo do extrato AcOEt de Xylaria cubensis 

(SNB-GCI02) 

 

 

 

 

I - Extração e isolamento 

O fungo endofitico codificado como SNB-GCI02 (Figura 71) foi identificado 

como Xylaria cubensis através de análise molecular da região de DNAr ITS1. O fungo 

foi isolado a partir de folhas da árvore Chrysobalanus icaco L. (Chrysobalanaceae) 

(Figura 71). A cultura em grande escala da cepa foi realizada em 150 placas de Petri de 

14 cm. A extração em acetato de etila, a filtração e a lavagem das culturas obtidas após 

15 dias de crescimento permitiram a obtenção de 2,02 g de extrato bruto (1,02 g.m
-2

). 

Os resultados da atividade antimicrobiana e citotóxica in vitro do extrato bruto 

AcOEt de SNB-GCI02 são apresentados na tabela 3. A partir da triagem preliminar do 

extrato, foi observada uma atividade à 32 µg.mL
-1

 em C. albicans. O extrato ainda 

Figura 71. Xylaria cubensis (SNB-GCI02) e seu vegetal hospedeiro Chrysobalanus icaco 

(Chrysobalanaceae). 
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inibiu o crescimento celular à 1 µg.mL
-1

 da linhagem celular KB em 78%, da linhagem 

celular MRC-5 em 63% e da linhagem celular MDA-MB-435 em 69%. 

O fracionamento do extrato em AcOEt (200 mg) de Xylaria cubensis SNB-

GCI02 permitiu o isolamento do ácido pilifórmico (24) (1,5 mg) e da griseofulvina (25) 

(4,3 mg), (Figura 72).  

 

II – Elucidação estrutural das substâncias isoladas 

 

                    
 

                Ácido pilifórmico (24)                                          Griseofulvina (25) 
 

 

A substância obtida na fração F4 foi identificado como ácido pilifórmico (24) 

através de análises espectrométricas de ressonância magnética nuclear, estes dados 

analíticos foram comparados com dados da literatura (Matsumoto et al., 1973). O [α]D
25

 

de -86 foi obtido em metanol, a uma concentração de 0,6 g.L
-1

, na literatura o poder 

rotatório de sinal negativo foi igualmente descrito. O ácido pilifórmico se apresenta 

como um sólido branco. A massa do composto foi analisada por HR-ESI-MS (negativo) 

m/z: 213,1128 [M-H]
-
; calculado para [C11H19O4]

-
: 213,1127. 

Os dados analíticos espectrométricos da griseofulvina (25) foram comparados 

com dados obtidos através de uma amostra comercial (Sigma-Aldrich) para a 

confirmação da identificação da molécula isolada de SNB-GCI02 X. cubensis. O [α]D
25

 

de +310 foi obtido em clorofórmio a uma concentração de 0,1 g.L
-1

. A griseofulvina se 

apresenta como um sólido branco. Esta substância foi isolada a partir de diferentes 

espécies fúngicas da ordem Sordariales, principalmente fungos do gênero Penicillium 

(Chooi et al., 2010). A substância foi isolada apenas uma vez de uma espécie de Xylaria 

sp., o qual era um endófito encontrado na América do Sul (Cafêu et al., 2005). Neste 

estudo a griseofulvina foi o metabólito majoritário de X. cubensis SNB-GCI02 dentro 

Figura 72. Substâncias isoladas de SNB-GCI02 Xylaria cubensis. 
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das condições de cultivo mencionadas anteriormente. Uma dosagem por CLAE revelou 

que 25 representa 7,4% m/m do extrato bruto total nas condições de cultivo utilizadas.  

 

III – Atividade biológica das substâncias isoladas 

O ácido pilifórmico (24) não foi considerado ativo em nenhum dos modelos 

biológicos testados (Tabela 4). A griseofulvina (25) apresentou atividade de 128 µg.mL
-

1
 em C. albicans, e IC50 de 5,9 µM em células KB (Tabela 4). A griseofulvina é um 

agente antifúngico utilizado na clínica para o tratamento de dermatofitoses. A literatura 

descreve também sua atividade antagonista da formação dos microtúbulos celulares 

(Asahina et al., 2001), mecanismo provavelmente responsável pela citotoxicidade 

encontrada no extrato bruto de X. cubensis SNB-GCI02, que tem a griseofulvina como 

metabólito secundário majoritário. 

Tabela 4. 

Atividade antimicrobiana (CIM, µg.mL
-1

/µM) e citotóxica (IC50 µM) das substâncias isoladas de SNB-

GCI02, comparadas às substâncias controles 

Substâncias 

C. a. S. a. KB MDA-MB-435 MRC-5 

µg.ml-1 (µM) µg.ml-1 (µM) IC50 µM IC50 µM IC50 µM 

Ácido pilifórmico (24) > 128 > 128 > 10 > 10  > 10  

Griseofulvina (25)  128 (363,6) > 128 5,9  > 10 > 10 

Fluconazol 4 (13,0) - - - - 

Oxacilina - 0,5 (1,24) - - - 

Docetaxel - - 0,0002 - 0,0005 

Doxorubicina - - - 0,02 - 

C. a. = Candida albicans ATCC 10213; S. a. = Staphylococcus aureus ATCC 29213. KB (câncer uteríno cervical), MDA-

MB-435 (melanoma metatástico), MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmão); - não avaliado. 
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6.4.2 Estudo do extrato AcOEt de Lewia infectoria 

(SNB-GTC2402) 

 

 

 

 

I - Extração e isolamento 

O fungo endofitico codificado como SNB-GTC2402 (Figura 73) foi identificado 

como Lewia infectoria através de uma análise molecular da região de DNAr ITS1. O 

fungo foi isolado a partir de folhas do arbusto Besleria insolita C.V. Morton 

(Gesneriaceae) (Figura 73). A cultura em grande escala da cepa foi realizada em 150 

placas de Petri de 14 cm. A extração em acetato de etila, a filtração e a lavagem das 

culturas obtidas após 15 dias de crescimento permitiram a obtenção de 1,92 g de extrato 

bruto (0,96 g.m
-2

). 

Os resultados da atividade antimicrobiana e citotóxica in vitro do extrato bruto 

em AcOEt de SNB-GTC2402 são apresentados na tabela 3. A partir da triagem 

biológica preliminar do extrato, foi observada atividade antimicrobiana em S aureus de 

64 µg.mL
-1

. O mesmo extrato inibiu o crescimento celular da linhagem celular KB em 

55% a 1 µg.mL
-1

.  

O fracionamento do extrato em AcOEt (1000 mg) de Lewia infectoria SNB-

GTC2402 permitiu a seleção de duas frações: F3 e F6. A fração 3 continha o sólido 

Figura 73. Lewia infectoria (SNB-GTC2402) e seu vegetal hospedeiro Besleria insolita 

(Gesneriaceae). 
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branco identificado como phomopirona A (26) (2 mg) (Figura 74). A fração 6 obteve 

CIM de 16 µg.mL
-1

 em S. aureus e seu fracionamento em CLAE permitiu o isolamento 

da pyrenocina A (27) (3,6 mg), alterperilenol (28) (50,3 mg), novae-zelandina A (29) 

(5,3 mg) e de uma substância ainda não descrita na literatura, nomeada pyrrocidina C 

(30) (5,0 mg) (Figura 74). 

 

II – Elucidação estrutural das substâncias isoladas 

                                       

                                                               X = O; Pyrenocina A (27) 

       Phomopirona A (26)                                    X = H,H;  Novae-zelandina A (29) 

 

                                                

           Alterperilenol (28)                                           Pyrrocidina C (30) 

 

 

 

A substância obtida na fração 3 foi identificada como phomopirona A (26), após 

comparação dos dados espectrométricos de ressonância magnética nuclear com a 

literatura (Pedras et al., 1994). A massa da substância foi analisada por HR-ESI-MS 

(positivo) m/z: 235,1326 [M-H]
+
; calculado para [C14H17O3]

+
: 235,1334. 

 As substâncias 27-29 foram identificadas através de análises espectroscópicas e 

seus dados analíticos correspondiam com aqueles reportados anteriormente para 

Figura 74. Substâncias isoladas de Lewia infectoria (SNB-GTC2402). 
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pyrenocina A (27, Ichihara et al., 1987), alterperilenol (28, Okuno et al., 1983), novae-

zelandina A (29, Christensen et al., 2005). Para a substância 30, a fórmula molecular foi 

determinada por espectrometria de massa de alta resolução como sendo C34H41NO4. A 

estrutura planar de 30 foi deduzida através da análise de dados espectrais de 
1
H e 

13
C 

RMN, DEPT, COSY, HMQC e HMBC, estes dados espectroscópicos se encontram na 

tabela 5. A unidade decahidrofluoreno entre C-5 e C-17 foi construída seguindo a 

sequência de hidrogênios e de átomos de carbono começando da ligação dupla 

trissubstituída entre C-6 e C-7 a δ 132,3 e 135,7, respectivamente, com H-6 a δ 5,45. A 

unidade decahidrofluoreno possui quatro substituintes metílicos em C-5, C-7, C-11 e C-

13, um átomo de oxigênio em C-15, como demonstrado pelo deslocamento químico de 

H-15 a δ 4,74, e pelo grupamento carbonila conjugado ligado a C-17 (C-18, δ 194,3, 

seguido por um átomo de carbono quaternário olefínico C-19 a δ 132,2), como visto nas 

correlações HMBC de H-17-C-18 e H-17-C-19. C-5 foi identificado como um carbono 

quaternário, também ligado ao grupamento 2-metilbutadienil (C-1-C-4). A correlação 

encontrada entre C-15 e o átomo de carbono quaternário aromático C-16 a δ 159.2 

demonstrou que o átomo de oxigênio em C-15 fazia parte de uma ariloxila. Os dados 

espectrais deste grupo arila indicavam um grupo fenila 1,4-dissubstituído, apesar dos 

deslocamentos químicos em 
1
H e 

13
C dos átomos 2,6- e 3,5 não terem sido equivalentes, 

indicando uma rotação lenta ou bloqueada da unidade fenila. No átomo de carbono C-

23, a unidade fenílica estava ligada a um grupamento metilênico com dois hidrogênios 

não equivalentes a δ 3,08 e 3,27, o qual estava ligado a um átomo de carbono 

quaternário C-21 a δ 86,5. O hidrogênio olefínico H-20 estava correlacionado a C-18, 

C-21 e C-34, demonstrando a presença de uma unidade γ-lactâmica incluindo C-34, C-

19, C-20 e C-21 e ligada à unidade decahidrofluorenil via um grupo carbonila em C-18. 

Esta substância parecia em grande parte às pyrrocidinas e hirsutelonas, e foi nomeado 

como pyrrocidina C (30) (He et al., 2002; Isaka et al., 2005). Pyrrocidinas e 

hirsutelonas pertencem a uma  classe crescente de alcaloides possuindo um sistema 

único de ligação com um sistema de anel espirocetálico (Shiono et al., 2012), as 

substâncias conhecidas desta classe apesentam propriedades antifúngicas e antibióticas 

marcantes (Nicolaou et al., 2009). Alcaloides apresntando este tipo de estrutura 

molecular são relativamente raros na natureza, sendo que os possíveis intermediários 

postulados para as pyrrocidinas não foram ainda encontrados na natureza (Isaka et al., 

2005). 
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Tabela 5. 

Dados espectroscópicos de RMN 
1
H e 

13
C para pyrrocidina C (30) em CDCl3. 

N° 
1
H 

13
C COSY (

1
H→

1
H) HMBC (

1
H→

13
C) NOESY(

1
H→

1
H) 

1 a: 5.00 (d, 1H, J = 17.5) 

b: 5.04 (d, 1H, J = 11.3) 

113.9 

(CH2) 

H-2 

H-2 

C-2, C-3 

C-2, C-3 

H-29 

H-2 

2 6.66 (dd, 1H, J = 17.5, 11.3) 135.7 (CH) H-1a, H1b C-29 H-1b 

3  132.2 (C)    

4 5.22 (br s, 1H) 136.8 (CH) H-29 C-2, C-3, C-5, C-29, 

C-30 

H-29, H-30 

5  43.2 (C)    

6 5.45 (br s, 1H) 132.3 (CH) H-31 C-4, C-5, C-8, C-17, 

C-31 

H-2, H-30, H-31 

7  135.7 (C)    

8 1.84 (m, 1H) 45.6 (CH)  - H-14, H-30 
9 1.69 (br q, 1H, J = 10.1) 44.4 (CH) H-10ax, H-10eq, H-

14 

 H-10eq, H-16 

10 ax: 0.76 (br q, 1H, J = 11.9) 

eq: 2.18 (br d, 1H, J = 11.9) 

40.3 (CH2) H-9, H-10eq, H-14 

H-9, H-10ax 

C-9, C-11 

- 

H-10eq, H-14, H-32 

H-9, H-10ax, H-11, 

H-31, H-32 

11 1.54 (m, 1H) 32.4 (CH) H-12ax, H-32  H-10eq, H-32 

12 ax: 0.68 (br q, 1H, J = 12.0) 

eq: 1.81 (m, 1H) 

45.3 (CH2) H-12eq, H-11 

H-12ax 

C-11, C-32, C-33 

C-11, C-32, C-33 

H-12eq, H-14 

H-12ax 

13 1.85 (m, 1H) 31.5 (CH) H-14, H-33 -  

14 1.20 (br q, 1H, J = 10.8) 56.7 (CH) H-9, H-13, H-15 C-12, C-13 H-8, H-10ax, H-

12ax, H-15 
15 4.74 (dd,1H, J = 8.8, 6.4) 86.1 (CH) H-14, H-16 C-9, C-14, C-26 H-14, H-17, H-27 

16 2.33 (m, 1H) 54.4 (CH) H-15, H-17 C-7, C-8, C-15, C-17, 

C-18 

H-9 

17 3.84 (d, 1H, J = 8.8) 55.6 (CH) H-16 C-5, C-15, C-16, C-

18, C-19, C-30 

H-15, H-30 

18  194.3 (C)    

19  132.2 (C)    

20 6.93 (s, 1H) 157.9 (CH) OH, NH C-18, C-21, C-34 H-22b 

21  86.5 (C)    

22 a: 3.08 (d, 1H, J = 12.8) 

 

b: 3.27 (d, 1H, J = 12.8) 

45.2 (CH2) H-22b 

 

H-22a 

C-20, C-21, C-23, C-

24 

C-21, C-23, C-24 

H-22b, H-28 

H-20, H-22a, H-24 

23  127.2 (C)    

24 6.93 (br d, 1H, J = 7.8) 131.4 (CH) H-25, H-28 C-26, C-28 H-22b, H-25 

25 6.67 (br d, 1H, J = 7.8) 122.0 (CH) H-24, H-27 C-23, C-26, C-27 H-16, H-24 

26  159.2 (C)    

27 7.08 (dd, 1H, J = 8.2, 1.8) 118.0 (CH) H-28, H-25 C-23, C-25, C-26 H-15, H-28, H-33 

28 6.85 (br d, 1H, J = 8.2) 128.7 (CH) H-24, H-27 C-22, C-24, C-26 H-22a, H-27 

29 1.57 (s, 3H) 20.8 (CH3) H-4 C-3, C-4 H-1a, H-4 

30 1.29 (s, 3H) 30.4 (CH3)  C-4, C-5, C-6, C-17 H-4, H-8, H-17 

31 1.88 (s, 3H) 21.3 (CH3) H-6 C-6, C-7, C-8 H-6, H-10eq 

32 0.95 (d, 3H, J = 6.4) 22.5 (CH3) H-11 C-10, C-11, C-12 H-10eq, H-11, H-

12eq 
33 1.03 (d, 3H, J = 5.8) 20.2 (CH3) H-13 C-12, C-13, C-14 H-12eq, H-15, H-27 

34  198.8 (C)    

OH 6.03 (br s, 1H)  H-20   

NH 3.50 (s, 1H)  H-20  H-22a 
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A estereoquímica relativa da pyrrocidina C (30) foi elucidada pela análise de 

dados espectrais NOESY e valores-J vicinais (tabela 5). Correlações NOESY 

selecionadas são descritas na figura 75, na qual existe uma representação da 

conformação estrutural minizada da pyrrocidina C (30), esta feita com  o programa 

Chem3D Pro, além da incorporação de informações estruturais/conformacionais dos 

experimentos em RMN. O sinal RMN de H-9 continha 3 largas constantes de 

acoplamento 3J axial-axial em torno de 10 Hz, demonstrando uma orientação 

antiperiplanar de H-9 com H-8, H-10ax e H-14. H-9 estava então de um lado da unidade 

decafluorenil enquanto H-8, H-10ax e H-14 estavam do outro lado. Importante também 

observar a forte correlação NOESY entre H-15 e H-17. Na literatura, essa correlação 

NOESY aparece nas pyrrocidinas e não nas hirsutellonas, indicando que estes dois 

hidrogênios estavam do mesmo lado do sistema tricíclico na substância 30. A sequência 

circular das correlações NOESY H-30 - H-8 - H-14 - H-15 - H-17 - H-30 indicavam que 

todos estes hidrogênios estavam do mesmo lado do grupo decafluorenil, juntamente 

com H-10ax e H-12ax. Importante foi a forte correlação NOESY entre H-30 e H-8, 

indicando que o anel ciclohexano que possuía estes prótons estava em conformação de 

barco. Ao contrário, o outro anel ciclohexano estava em conformação cadeira, com dois 

substituintes metílicos equatoriais. Interessante notar que tanto H-33 como H-15 

correlacionavam-se com H-27, demonstrando assim a orientação da unidade fenílica. As 

correlações H-28 – H22a – NH e H-20 – H22b – H-24 confirmaram a conformação da γ-

lactama em relação ao grupo fenil. Com base nestes dados espectrais, a estereoquímica 

relativa da pyrrocidina C (30) foi proposta nas figuras 74 e 75. 
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III – Atividade biológica das substâncias isoladas 

A phomopirona A (26), a pyrenocina A (27) e a novae-zelandina A (29) não 

foram ativas em nenhum dos modelos biológicos testados (Tabela 6). O alterperilenol 

(28), substância majoritária da fração 6 foi moderadamente ativa em S. aureus ATCC 

29213 (CIM = 32 µg.mL
-1

).  

Tabela 6. 

Atividade antimicrobiana (CIM, µg.mL
-1

/µM) e citotóxica (IC50 µM) das substâncias isoladas de SNB-

GTC2402, comparadas às substâncias controles 

Substâncias 

C. a. S. a. KB MDA-MB-435 MRC-5 

µg.ml-1 (µM) µg.ml-1 (µM) IC50 µM IC50 µM IC50 µM 

Phomopirona A (26) > 128 > 128 > 10 > 10  > 10  

Pyrenocina A (27) > 128 > 128 > 10  > 10  > 10  

Alterperilenol (28) > 128 32 (91,4) > 10  > 10  > 10  

Novae-zelandina A (29) > 128 > 128 > 10  > 10  > 10  

Pyrrocidina C (30) > 128 2 (3,7) 10  > 10  > 10  

Fluconazol 4 (13,0) - - - - 

Oxacilina - 0,5 (1,24) - - - 

Docetaxel - - 0,0002 - 0,0005 

Doxorubicina - - - 0,02 - 

C. a. = Candida albicans ATCC 10213; S. a. = Staphylococcus aureus ATCC 29213. KB (câncer uteríno cervical), MDA-

MB-435 (melanoma metatástico), MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmão); - não avaliado. 

Figura 75. NOESY selecionada da pyrrocidina C (30). 
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A Pyrrocidina C (30) foi ativa para a mesma linhagem bacteriana com um valor 

CIM de 2 µg.mL
-1

 (Tabela 6) e inativa para a bactéria Gram-negativa E. coli (dado não 

mostrado). Ambas as substâncias (28 e 30) são presumidamente responsáveis pela 

atividade antibacteriana encontrada no extrato bruto (CIM = 64 µg.mL
-1

) (Tabela 3). 

Pyrrocidinas A e B e hirsutellonas são também metabólitos com atividade 

antimicrobiana, com valores de CIM comparáveis ao da pyrrocidina C (30) em bactérias 

Gram-positivas (He et al., 2002). Estes compostos, assim como 30, possuem uma 

citotoxicidade moderada (Isaka et al., 2005), e contribuem ao arsenal de defesas 

químicas de diferentes classes de fungos endofíticos. 

 

6.4.3 Estudo do extrato AcOEt de Xylaria sp. (SNB-

GTC2501) 

 

 

 

 

I - Seleção do extrato, extração e isolamento 

O fungo endofitico codificado como SNB-GTC2501 (Figura 76) foi identificado 

como Xylaria sp. através de análise molecular da região de DNAr ITS1. Este gênero de 

fungos representa grande parte da microbiota presente em florestas tropicais, podendo 

Figura 76. Xylaria sp. (SNB-GTC2501) e seu vegetal hospedeiro Bisboeckelera microcephala 

(Cyperaceae). 
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ser decompositores, endófitos, patógenos ou simbiontes de ninhos de cupim (Osono et 

al., 2011). O fungo foi isolado a partir de folhas de Bisboeckelera microcephala 

(Boeckeler) T. Koyama (Cyperaceae) (Figura 76). A cultura em grande escala da cepa 

foi realizada em 150 placas de Petri de 14 cm e a extração em acetato de etila. A 

filtração e a lavagem das culturas obtidas após 15 dias de crescimento permitiram a 

obtenção de 1,8 g de extrato bruto (0,9 g.m
-2

). 

Os resultados da atividade antimicrobiana e citotóxica in vitro do extrato bruto 

AcOEt de SNB-GTC2501 são apresentados na tabela 3. A partir da triagem preliminar 

do extrato, foi observada atividade em S. aureus à 8 µg.mL
-1

. O extrato não inibiu 

significativamente o crescimento celular das duas linhagens celulares cancerígenas (KB 

e MDA-MB-435), nem o da linhagem celular normal MRC-5, demonstrando 

seletividade na atividade antimicrobiana detectada. O fracionamento do extrato em 

AcOEt (644 mg) de Xylaria sp. SNB-GTC2501 permitiu a seleção de duas frações: F3 e 

F5. A fração 3 continha o sólido amarelado identificado como 5-metilmelleina (31) (8,2 

mg), (Figura 77). A fração 5 obteve valor de atividade CIM de 8 µg.mL
-1

 em S aureus e 

seu fracionamento em CLAE permitiu o isolamento da Dihidrosporothriolida (32) (3,5 

mg) (Figura 77). 

II – Elucidação estrutural das substâncias isoladas 

 

                                         
 

                    (31)                                                   (32)  

            5-metilmelleina                           Dihidrosporothriolida 

 

 

A substância obtida na fração 3 foi identificado como 5-metilmelleina (31) após 

comparação das análises espectrométricas de ressonância magnética nuclear com a a 

literatura (Okuno et al., 1986). A 5-metilmelleina (31) se apresenta como um sólido 

amarelado de [α]D
25 

igual a -90 em CHCl3 (c = 0,3). A massa da substância foi analisada 

Figura 77. Compostos isolados de Xylaria sp. (SNB-GTC2501). 
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por HR-ESI-MS (negativo) m/z: 191,0701 [M-H]
-
; calculado para [C11H13O3]

-
: 

191,0708. A substância 32 já tinha sido reportada previamente na literatura, e foi 

identificada através de análises espectroscópicas e seus dados analíticos correspondiam 

à dihidrosporothriolida (32, Isaka et al., 2010). O [α]D
25 

obtido para a 

Dihidrosporothriolida foi de -65 em MeOH (c = 0,1).  

 

III – Atividade biológica das substâncias isoladas 

O gênero Xylaria é fonte de metabólitos secundários biologicamente ativos 

como a griseofulvina (25), citochalasinas, sesquiterpenos eremofilanos, xantonas, 

furanopiranoles ou ainda xyrlaramidas (Silva et al., 2010). Neste estudo, três 

substâncias foram isoladas de Xylaria sp. SNB-GTC2501, destes a 5-metilmelleina (31) 

não foi considerada ativa em nenhum dos modelos biológicos testados (Tabela 7).  

A substância Dihidrosporothriolida (32) foi moderadamente ativa em S. aureus 

ATCC 29213 com valor de CIM de 64 µg.mL
-1

 (Tabela 7). A atividade antimicrobiana 

encontrada na substância 32 foi menos expressiva que aquela encontrada no extrato 

bruto de SNB-GTC2501 (CIM = 8 µg.mL
-1

) (Tabela 3) e menor que aquele da fração 5 

(CIM = 8 µg.mL
-1

). Este resultado demonstrou que alguma substância da fração 5 

poderia ter sido degradada ou não isolada durante seu fracionamento. Análises em 

CLAE e RMN da fração 5 (dado não mostrado) não puderam confirmar a presença de 

outras substâncias na mesma fração. Novos estudos devem ser efetuados 

(refracionamento do extrato bruto), afim de que a/as substâncias responsáveis pela 

atividade antimicrobiana encontrada previamente possam ser identificadas. 

 

Tabela 7. 

Atividade antimicrobiana (CIM, µg.mL
-1

/µM) e citotóxica (IC50 µM) das substâncias isoladas de SNB-

GTC2501, comparadas às substâncias controles 

Substâncias 

C. a. S. a. KB MDA-MB-435 MRC-5 

µg.ml-1 (µM) µg.ml-1 (µM) IC50 µM IC50 µM IC50 µM 

5-metilmelleina (31) > 128 > 128 > 10 > 10  > 10  

Dihidrosporothriolida (32) > 128 64 (201,7) > 10 > 10  > 10  

Fluconazol 4 (13,0) - - - - 

Oxacilina - 0,5 (1,24) - - - 

Docetaxel - - 0,0002 - 0,0005 

Doxorubicina - - - 0,02 - 

C. a. = Candida albicans ATCC 10213; S. a. = Staphylococcus aureus ATCC 29213. KB (câncer uteríno cervical), MDA-

MB-435 (melanoma metatástico), MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmão); - não avaliado. 
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6.4.4 Estudo do extrato AcOEt de Mycoleptodiscus sp. 

(SNB-GTC2304) 

 

 

 

 

I - Extração e isolamento 

O fungo endofítico codificado como SNB-GTC2304 (Figura 78) foi identificado 

como Mycoleptodiscus sp. através de uma análise molecular da região de DNAr ITS1. 

O fungo foi isolado a partir de folhas do arbusto Psychotria poepiggiana Müll. Arg. 

(Rubiaceae) (Figura 78). A cultura em grande escala da cepa foi realizada em 150 

placas de Petri de 14 cm. A extração em acetato de etila, a filtração e a lavagem das 

culturas obtidas após 15 dias de crescimento permitiram a obtenção de 3,1 g de extrato 

bruto (1,58 g.m
-2

). 

Os resultados da atividade antimicrobiana e citotóxica in vitro do extrato bruto 

AcOEt de SNB-GTC2304 são apresentados na tabela 3. A partir da triagem preliminar 

do extrato, foi observada atividade em S. aureus à 64 µg.mL
-1

. O extrato inibiu o 

crescimento celular à 1 µg.mL
-1

 da linhagem KB em 95%, de MDA-MB-435 em 97% e 

de MRC-5 em 100%. Na concentração de 1 µg.mL
-1

 os controles positivos docetaxel, 

em células KB e MRC-5; e doxorrubicina em MDA-MB-435, inibem em 100% as 

linhagens celulares. 

Figura 78. Mycoleptodiscus sp. (SNB-GTC2304) e seu vegetal hospedeiro Psychotria 

poepiggiana (Rubiaceae). 
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O fracionamento do extrato em AcOEt (1000 mg) de Mycoleptodiscus sp. SNB-

GTC2304 permitiu a seleção de duas frações que mantiveram a mesma atividade 

citotóxica do extrato bruto: F4 e F8. O fracionamento da fração 4 permitiu o isolamento 

da mycoleptodiscina A (34) (4,4 mg) (Figura 79). E o da fração 8 gerou 3 sub-frações, 

sendo que a RPF2 permitiu o isolamento da mycoleptodiscina B (35) (5,5 mg) (Figura 

79). 

 

II – Elucidação estrutural das substâncias isoladas 

 

                                            X = H; Mycoleptodiscina A (34) 

                                            X = OH; Mycoleptodiscina B (35) 
 

 

As estruturas das substâncias isoladas de SNB-GTC2304 foram determinadas a 

partir de análises espectroscópicas e estão de acordo com estruturas isoladas de um 

outro fungo endofítico do mesmo gênero, substâncias índole-terpenos provenientes de 

um esqueleto raro na natureza previamente identificadas como mycoleptodiscina A e B 

(34 e 35, Ortega et al., 2013) (Figura 79). A massa da mycoleptodiscina A (34) foi 

analisada por HR-ESI-MS (negativo) m/z: 350,2112 [M-H]
-
; calculado para 

[C23H28NO2]
-
: 350,2120. O [α]D

25
 de -130 foi obtido em metanol, a uma concentração 

de 0,01 g.L
-1

, poder rotatório igualmente descrito na literatura. A massa da 

mycoleptodiscina B (35) foi analisada por HR-ESI-MS (negativo) m/z: 366,2068 [M-H]
-

; calculado para [C23H28NO3]
-
: 366,2069. O [α]D

25
 de -160 foi obtido em metanol, a uma 

Figura 79. Substâncias isoladas de Mycoleptodiscus sp. (SNB-GTC2304). 
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concentração de 0,5 g.L
-1

, o poder rotatório de sinal negativo foi igualmente descrito na 

literatura.  

 

III – Atividade biológica das substâncias isoladas 

Neste trabalho a mycoleptodiscina A (34) demonstrou atividade citotóxica in 

vitro com valores de IC50 = 0,11; 0,18; 0,07 µM (Tabela 8) para as linhagens celulares 

KB, MDA-MB-435 e MRC-5, respectivamente. A mycoleptodiscina B (35) demonstrou 

atividade citotóxica in vitro com valores de IC50 = 0,10; 0,12; 0,11 µM (Tabela 8) para 

KB, MDA-MB-435 e MRC-5, respectivamente.  

 

Tabela 8. 

Atividade antimicrobiana (CIM, µg.mL
-1

/µM) e citotóxica (IC50 µM) das substâncias isoladas de SNB 

SNB-GTC2304, comparadas às substâncias controles 

Substâncias 

C. a. S. a. KB MDA-MB-435 MRC-5 

µg.ml-1 (µM) µg.ml-1 (µM) IC50 µM IC50 µM IC50 µM 

Mycoleptodiscina A (34) > 128 > 128 0,11 0,18  0,07  

Mycoleptodiscina B (35) > 128 > 128 0,10 0,12 0,11 

Fluconazol 4 (13,0) - - - - 

Oxacilina - 0,5 (1,24) - - - 

Docetaxel - - 0,0002 - 0,0005 

Doxorubicina - - - 0,02 - 

C. a. = Candida albicans ATCC 10213; S. a. = Staphylococcus aureus ATCC 29213. KB (câncer uteríno cervical), MDA-

MB-435 (melanoma metatástico), MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmão); - não avaliado. 

 

Os valores de IC50 para as três linhagens celulares foram expressivos, no entanto 

a falta de seletividade da atividade citotóxica para células cancerígenas, a elevada 

toxicidade para as células normais MRC-5 e a existência de fármacos mais ativos 

(controles positivos) demonstram que estas substâncias precisam ter suas atividades 

melhoradas e o mecanismo de ação elucidado.  

Na literatura, ambas as substâncias foram isoladas anteriormente do fungo 

endofítico identificado como Mycoleptodiscus sp. (Ortega et al., 2013). Este mesmo 

estudo demonstrou que a Mycoleptodiscina B (35) apresentava atividades citotóxicas 

com IC50 de 0,6 µM para as linhagens celulares cancerígenas H460, A2058, H522-T1 e 

PC-3. Foi concluído que a citotoxicidade das mycoleptodiscinas A e B para células 

cancerosas humanas não resulta da inibição do processo proliferativo celular, indicando 
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uma falta de seletividade na atividade citotóxica. Ambas as substâncias provavelmente 

contribuem com o mecanismo de defesa química do fungo endofítico em seu habitat 

natural. 

 

6.4.5 Estudo do extrato AcOEt de Diaporthe 

pseudomangiferae (SNB-GSS10) 

 

 

 

 

I - Seleção do extrato, extração e isolamento 

O fungo endofitico codificado como SNB-GSS10 (Figura 80) foi identificado 

como Diaporthe pseudomangiferae, através de análise molecular da região de DNAr 

ITS1. O gênero Diaporthe é a forma sexuada (teleomorfo) do fungo, a forma assexuada 

(anamorfo) é denominada Phomopsis (Abreu et al., 2012). O fungo foi isolado a partir 

de folhas de uma trepadeira comumente encontrada em bordas de estradas, a planta 

Sabicea cinerea Aubl. (Rubiaceae) (Figura 80). A cultura em grande escala da cepa foi 

realizada em 150 placas de Petri de 14 cm. A extração em acetato de etila, a filtração e a 

lavagem das culturas obtidas após 15 dias de crescimento permitiram a  obtenção de 3,9 

g de extrato bruto (1,95 g.m
-2

). 

Figura 80. Diaporthe pseudomangiferae (SNB-GSS10) e seu vegetal hospedeiro Sabicea cinerea 
(Rubiaceae). 
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Os resultados da atividade antimicrobiana e citotóxica in vitro do extrato bruto 

AcOEt de SNB-GSS10 são apresentados na tabela 3. A partir da triagem preliminar do 

extrato, foi observada atividade de inibição do crescimento celular à 1 µg.mL
-1

 da 

linhagem celular KB em 100%, de MDA-MB-435 em 97% e de MRC-5 em 100%.  

O fracionamento do extrato em AcOEt (720 mg) de Diaporthe 

pseudomangiferae SNB-GSS10 permitiu a seleção de duas frações: F5 e F6, que 

mantiveram a atividade citotóxica com inibição do crescimento celular de 100% nas três 

linhagens celulares. O fracionamento da fração 5 permitiu o isolamento do 

mycoepoxidieno 36 (2,4 mg) e da altiloxina A 37 (1,2 mg) (Figura 81). A fração 6 ainda 

não foi completamente analisada. 

 

II – Elucidação estrutural das substâncias isoladas 

As estruturas das substâncias isoladas de SNB-GSS10 foram determinadas a 

partir de análises espectroscópicas de massa e de ressonância magnética nuclear em uma 

e duas dimensões. A fórmula bruta da substância 36 foi determinada como sendo 

C16H18O5, analisada por HR-ESI-MS, negativo m/z: foi achado 290,3088 [M-H]
-
. 

Os dados espectroscópicos obtidos em RMN 500 MHz da substância 36 

solubilizada em DMSO-d6 permitiram a identificação do mycoepoxidieno (36, figura 

53), em acordo com a estrutura descrita previamente por Cai et al. (1999). O [α]D
25

 de 

+140 foi obtido em metanol, a uma concentração de 0,1 g.L
-1

, na literatura o poder 

rotatório de sinal positivo foi igualmente descrito. Estes dados permitiram a 

identificação do mycoepoxidieno (36, figura 81). 

 

                                 

                  Mycoepoxidieno (36)                                    Altiloxina A (37) 

 

 

Os dados espectroscópicos obtidos em RMN 600 MHz da substância 37 

solubilizada em CDCl3 permitiram a identificação da altiloxina A (37, figura 81), em 

Figura 81. Substâncias isoladas de Diaporthe pseudomangiferae (SNB-GSS10). 
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acordo com a estrutura descrita previamente por Ichihara et al. (1984). Apesar da 

altiloxina A ser conhecida na literatura, é a primeira vez que dados relativos ao espectro 

de RMN 
13

C da substância são descritos. A massa da altiloxina A (37) foi analisada por 

HR-ESI-MS (negativo) m/z: 267,1596 [M-H]
-
; calculado para [C16H25O3]

-
: 267,1906. O 

[α]D
25

 de -20 foi obtido em clorofórmio, a uma concentração de 0,7 g.L
-1

, na literatura o 

poder rotatório de sinal negativo foi igualmente descrito.  

 

III – Atividade biológica das substâncias isoladas 

Todas as substâncias isoladas de Diaporthe pseudomangiferae (SNB-GSS10) 

foram avaliadas quanto à atividade em C. albicans e S. aureus, e quanto à atividade 

citotóxica em células KB, MDA-MB-435 e MRC-5. 

A substância identificada como mycoepoxidieno (36), isolada previamente do 

fungo endofítico identificado como Diaporthe sp. HLY-1, é um policetídeo com 

propriedades citotóxicas em células HeLa que interrompeu o ciclo celular em fase G2/M 

(Wang et al., 2010). No presente estudo, a substância demonstrou uma baixa atividade 

citotóxica in vitro com valor de IC50 de 8,6 µM (Tabela 9) para as células KB, e IC50 > 

10 para as células MDA-MB-435 e MRC-5. A atividade citotóxica do mycoepoxidieno 

(36) foi significante apenas em células KB, o que demonstra certa seletividade na ação 

de inibição da proliferação celular, no entanto o valor da atividade é muito elevado 

quando comparado aos controles positivos (Tabela 9). A literatura reporta metabólitos 

citotóxicos e antifúngicos isolados de fungos do gênero Diaporthe (Lin et al., 2005), 

como a diaportachalasina, substância inibidora da enzima CYP3A4 com IC50 de 0,626 

µM (Pompakakul et al., 2007).  

Tabela 9. 

Atividade antimicrobiana (CIM, µg.mL
-1

/µM) e citotóxica (IC50 µM) das substâncias isoladas de SNB-

GSS10, comparadas às substâncias controles 

Substâncias 

C. a. S. a. KB MDA-MB-435 MRC-5 

µg.ml-1 (µM) µg.ml-1 (µM) IC50 µM IC50 µM IC50 µM 

Mycoepoxidieno (36) > 128 > 128 8,6 > 10 > 10 

Altiloxina A (37) > 128 > 128 > 10 > 10 > 10 

Fluconazol 4 (13,0) - - - - 

Oxacilina - 0,5 (1,24) - - - 

Docetaxel - - 0,0002 - 0,0005 

Doxorubicina - - - 0,02 - 

C. a. = Candida albicans ATCC 10213; S. a. = Staphylococcus aureus ATCC 29213. KB (câncer uteríno cervical), MDA-

MB-435 (melanoma metatástico), MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmão); - não avaliado. 
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A altiloxina A (37)  foi isolada previamene do fungo endofítico Phoma asparagi 

por Ichihara et al. (1984), que demonstram a atividade fitotóxica sobre o crescimento 

radicular das plantas hóspedes. A altiloxina A (37) não apresentou atividade 

antimicrobiana ou citotóxica para os modelos testados neste trabalho (Tabela 9).  

A fração 6 apresentou forte atividade citotóxica in vitro sobre os três modelos 

celulares testados (KB, MDA-MB-435 e MRC-5), com valores de inibição de 100% 

quando testada a 1 µg.ml
-1

. O fracionamento da fração 6 e a identificação de suas 

respectivas substâncias poderá explicar melhor a atividade citotóxica encontrada no 

extrato em AcOEt de Diaporthe pseudomangiferae SNB-GSS10.  

 

 

6.4.6 Estudo do extrato AcOEt de Chaetomium 

globosum (SNB-GTC2114) 

 

 

 

 

 

 

Figura 82. Chaetomium globosum (SNB-GTC2114) e seu vegetal hospedeiro Paspalum 

virgatum (Poaceae). 
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I - Extração e isolamento 

O fungo endofítico codificado como SNB-GTC2114 (Figura 82) foi identificado 

como Chaetomium globosum através de análise molecular da região de DNAr ITS1. O 

fungo foi isolado a partir da graminea Paspalum virgatum L. (Poaceae) (Figura 82). 

Chaetomium é um dos gêneros mais diversos e representativos da ordem Sordariales, 

filo Ascomicota, com mais de cem espécies marinhas e terrestres conhecidas (Li et al., 

2011). A cultura em grande escala da cepa foi realizada em 150 placas de Petri de 14 

cm. A extração em AcOEt, a filtração e a lavagem das culturas obtidas após 15 dias de 

crescimento permitiram a obtenção de 0,614 g de extrato bruto (0.31 g.m
-2

). 

Os resultados da atividade antimicrobiana e citotóxica in vitro do extrato bruto 

AcOEt de SNB-GTC2114 são apresentados na tabela 3. A partir da triagem preliminar 

do extrato, foi observada atividade antifúngica à 32 µg.mL
-1

 em C. albicans, e à 16 

µg.mL
-1

 em S. aureus. O extrato inibiu o crescimento celular à 1 µg.mL
-1

 da linhagem 

celular KB em 97%, de MDA-MB-435 em 47% e de MRC-5 em 95%. 

O fracionamento do extrato em AcOEt (554 mg) de C. globosum SNB-

GTC2114 permitiu a seleção da fração ativa: F7. A partir do fracionamento da fração 7 

foram isolados o acremonisol A (40) (11,7 mg), do semicochliodinol A (41) (0,8 mg) e 

do cochliodinol (42) (6 mg) (Figura 83). 

 

II – Elucidação estrutural das substâncias isoladas 

As estruturas das substâncias isoladas de SNB-GTC2114 foram determinadas a 

partir de análises espectroscópicas de massa e de ressonância magnética nuclear em uma 

e duas dimensões e estão de acordo com as seguintes estruturas previamente descritas, 

acremonisol A (40, Pontius et al., 2008), semicochliodinol A (41, Fredenhagen et al., 

1997) e cochliodinol (42, Kingsland e Barrow, 2009) (Figura 83). 
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           Acremonisol A (40)                        X = H; Semicochliodinol A (41)  

        X = Prenil; Cochliodinol (42) 

 

 

III – Atividade biológica das substâncias isoladas 

A substância identificada como acremonisol A (40) foi isolada previamente do 

fungo endofítico identificado como Acremonium sp. (Pontius et al., 2008). No presente 

estudo, acremonisol A (40) demonstrou baixa atividade em S. aureus (64 µg.mL
-1

) 

(Tabela 10), não sendo portanto, a substância responsável pela atividade anti-bacteriana 

encontrada na fração ativa 7 (8 µg.mL
-1

).  

Semicochliodinol A (41) demonstrou atividade citotóxica in vitro com valores 

de IC50 de 0,31; 0,84; 0,31 µM (Tabela 10) para as linhagens celulares KB, MDA-MB-

435 e MRC-5, respectivamente. Esta mesma substância inibiu o crescimento de S. 

aureus com valor CIM de 2.µg.mL
-1

. Na literatura, a substância foi isolada 

anteriormente do fungo Chrysosporium merdarium, e foi capaz de inibir a protease viral 

1´-HIV-1 do vírus HIV-1 (IC50 = 0,37 µM), a proteína tirosina kinase (EGF-R PTK) do 

receptor de crescimento ecopidermal (IC50 = 20 µM), e a catepsina D humana (IC50 = 

2,5 µM) (Fredenhagen et al., 1997). Cochliodinol (42) é um metabólito fúngico 

citotóxico e antimicrobiano já isolado de algumas espécies do gênero Chaetomiun 

(Brewer et al., 1970; Debbab et al., 2009). Neste estudo, o cochliodinol (42) foi ativo 

para todos os alvos biológicos testados, demonstrando atividade antimicrobiana com 

valores de CIM de 2 µg.mL
-1

 em C. albicans (atividade maior que à do controle 

fluconazol) e de 4 µg.mL
-1

 em S. aureus (Tabela 10). Os valores da atividade citotóxica 

desta mesma substância para as linhagens celulares KB (IC50 = 0,53 µM), MDA-MB-

435 (IC50 = 2,2 µM) e MRC-5 (IC50 = 0,76 µM), demonstrou baixa seletividade na 

Figura 83. Substâncias isoladas de Chaetomium globosum (SNB-GTC2114). 
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atividade antimicrobiana do cochliodinol (42), com significante toxicidade para as 

células normais MRC-5. 

Tabela 10. 

Atividade antimicrobiana (CIM, µg.mL
-1

/µM) e citotóxica (IC50 µM) das substâncias isoladas de SNB-

GTC2114, comparadas às substâncias controles 

Substâncias 

C. a. S. a. KB MDA-MB-435 MRC-5 

µg.ml-1 (µM) µg.ml-1 (µM) IC50 µM IC50 µM IC50 µM 

Acremonisol A (40) > 128 64 (247,3) > 10  > 10  > 10  

Semicochliodinol A (41) > 128 2 (4,5) 0,31  0,84  0,31  

Cochliodinol (42) 2 (3,9) 4 (9,0) 0,53  2,2  0,76  

Fluconazol 4 (13,0) - - - - 

Oxacilina - 0,5 (1,24) - - - 

Docetaxel - - 0,0002 - 0,0005 

Doxorubicina - - - 0,02 - 

C. a. = Candida albicans ATCC 10213; S. a. = Staphylococcus aureus ATCC 29213. KB (câncer uteríno cervical), MDA-

MB-435 (melanoma metatástico), MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmão); - não avaliado. 

 

 

6.4.7 Estudo do extrato AcOEt de Colletotrichum sp. 

(SNB-GTC0201) 

 

 

 

 

Figura 84. Colletotrichum sp. (SNB-GTC0201) e seu vegetal hospedeiro Banara 

guianensis (Flacourtiaceae). 
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I - Extração e isolamento 

O fungo endofítico codificado como SNB-GTC0201 (Figura 84) foi identificado 

como Colletotrichum sp. através de análise molecular da região de DNAr ITS1. O fungo 

foi isolado a partir da árvore Banara guianensis Aublet (Flacourtiaceae) (Figura 84). O 

gênero Colletotrichum é o anamorfo do gênero Glomerella teleomorfo. Teleomorfo é a 

designação dada à forma de um fungo capaz de se reproduzir sexuadamente, ao 

contrário do anamorfo que se reproduz assexuadamente (García-Pajón e Collado, 2003). 

O gênero está incluído na ordem Glomerellales e representam muitas vezes os 

fitopatógenos causadores da antracnose em diferentes espécies vegetais (García-Pajón e 

Collado, 2003). A cultura em grande escala da cepa foi realizada em 150 placas de Petri 

de 14 cm. A extração em acetato de etila, a filtração e a lavagem das culturas obtidas 

após 15 dias de crescimento permitiram a obtenção de 3,835 g de extrato bruto (1,91 

g.m
-2

). 

Os resultados da atividade antimicrobiana e citotóxica in vitro do extrato bruto 

AcOEt de SNB-GTC0201 são apresentados na tabela 3. A partir da triagem preliminar 

do extrato, foi observada atividade com valor de CIM de 64 µg.mL
-1

 em C. albicans. O 

mesmo extrato inibiu o crescimento celular à 1 µg.mL
-1

 da linhagem KB em 100%, e de 

MDA-MB-435 em 88% e de MRC-5 em 100%.  

O fracionamento do extrato em AcOEt (554 mg) de Colletotrichum sp. SNB-

GTC0201 permitiu a seleção da fração ativa F8. O fracionamento da fração 8 permitiu o 

isolamento da substância colletofragarona A2 (43) (Figura 85). 

 

II – Elucidação estrutural da substância isolada 

Os dados espectroscópicos obtidos em RMN 500 MHz da substância isolada e 

solubilizada em DMSO-d6 permitiram a identificação da colletofragarona A2 (43) 

(Figura 85), que correspondia à estrutura previamente descrita por Inoue et al., 1996. 

Apesar da configuração relativa ter sido elucidada, a configuração absoluta da 

substância não pode ser elucidada. Isto devido a uma degradação da substância durante 

experimentos posteriores, logo a configuração absoluta das hidroxilas e da metila não 

foram elucidados assim como não foram pelo grupo de Inoue et al., 1996. A massa da 

colletofragarona A2 (43) foi analisada por HR-ESI-MS (negativo) m/z: 387,1804 [M-

http://pt.wikipedia.org/wiki/Fungo
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H]
-
; calculado para [C22H25O6]

-
: 387,1784. O [α]D

25
 de + 42 foi obtido em 

clorofórmio/metanol (9:1), a uma concentração de 1,0 g.L
-1

, na literatura o poder 

rotatório de sinal positivo foi igualmente descrito.  

 

 

Colletofragarona A2 (43) 

 

 

III – Atividade biológica da substância isolada 

A substância identificada como colletofragarona A2 (43) demonstrou atividade 

em C. albicans (CIM de 16 µg.mL
-1

) (Tabela 11). A mesma substância demonstrou 

atividade citotóxica para as linhagens celulares KB, MDA-MB-435 e MRC-5 com 

valores de IC50 de 1,11; 1,44; 0,93 µM respectivamente. Esta substância foi identificada 

anteriormente no fungo Colletotrichum fragariae, e observada a atividade fitotóxica, 

com inibição de germinação de diferentes vegetais (Inoue et al., 1996).  

As estruturas moleculares dos metabólitos encontrados no gênero 

Colletotrichum são variadas: alcaloides, como dicetopiperazinas (Guimarães et al., 

2010), macrolídeos como a gloeosporona (García-Pajón e Collado, 2003), além de fazer 

parte do grupo de fungos produtores do paclitaxel (Rukachaisirikul et al., 2008). Com 

este trabalho de tese, é a segunda vez que a colletofragarona A2 (43) é isolada de uma 

fonte natural e é a primeira vez que sua atividade antifúngica e citotóxica é descrita. A 

colletofragarona A2 (43) é certamente a substância responsável pelas atividades 

biológicas encontradas no extrato bruto de SNB-GTC0201 durante a triagem preliminar 

Figura 85. Substância isolada de Colletotrichum sp. (SNB-GTC0201). 
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e provavelmente contribui nos mecanismos de auto-defesa química do fungo endofítico 

Colletotrichum sp. SNB-GTC0201.  

Tabela 11. 

Atividade antimicrobiana (CIM, µg.mL
-1

/µM) e citotóxica (IC50 µM) da substâncias isolada de SNB-

GTC0201, comparadas às substâncias controles 

Substâncias 

C. a. S. a. KB MDA-MB-435 MRC-5 

µg.ml-1 (µM) µg.ml-1 (µM) IC50 µM IC50 µM IC50 µM 

Colletofragarona A2 (43) 16 (44,8) > 128 1,11  1,44 0,93 

Fluconazol 4 (13,0) - - - - 

Oxacilina - 0,5 (1,24) - - - 

Docetaxel - - 0,0002 - 0,0005 

Doxorubicina - - - 0,02 - 

C. a. = Candida albicans ATCC 10213; S. a. = Staphylococcus aureus ATCC 29213. KB (câncer uteríno cervical), MDA-

MB-435 (melanoma metatástico), MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmão); - não avaliado. 

 

 

6.4.8 Estudo do extrato AcOEt de Eurotium rubrum 

(BBS01) 

 

  

 

 

 

Figura 86. Eurotium rubrum (BBS01) após 15 dias em cultura líquida e seu hospedeiro 

vegetal Blepharocalyx salicifolius (Myrtaceae). 
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I - Extração e isolamento 

O fungo endofítico codificado como BBS01 (Figura 86) foi identificado como 

Eurotium rubrum através de análise molecular da região de DNAr ITS1. O fungo foi 

isolado a partir da árvore pertencente ao bioma Cerrado Blepharocalyx salicifolius 

Kunth O. Berg (Myrtaceae) (Figura 86), popularmente chamada de Maria-preta. 

Espécies do gênero Eurotium representam o estado sexuado (teleomorfo) de espécies de 

fungos do gênero Aspergillus (Geiser, 2009). Contrariamente ao gênero Aspergillus, 

apenas algumas espécies do gênero Eurotium tiveram seus metabólitos secundários 

investigados (Smetanina et al., 2007). A cultura em grande escala da cepa foi realizada 

em 50 erlenmeyers de 1 L contendo 500 mL de caldo estéril de extrato de levedura, 

extrato de malte e glicose, (YMG). A extração em AcOEt, a filtração e a lavagem das 

culturas obtidas após 15 dias de crescimento permitiram a obtenção de 3,23 g de extrato 

bruto (1,61 g.m
-2

). 

Os resultados da atividade antimicrobiana e citotóxica in vitro do extrato bruto 

AcOEt de BBS01 são apresentados na tabela 3. A partir da triagem preliminar do 

extrato, foi observada atividade antifúngica com valor CIM de 8 µg.mL
-1

 em C. 

albicans. O mesmo extrato não demonstrou toxicidade significativa a 10 µg.mL
-1

 para 

as linhagens celulares KB, MDA-MB-435 e MRC-5.  

O fracionamento do extrato em AcOEt (1200 mg) de Eurotium rubrum BBS01 

permitiu a seleção da fração ativa F3. O fracionamento em CLAE da fração 3 (Figura 

65) permitiu o isolamento da flavoglaucina (44) (32,8 mg) (Figura 87). 

 

II – Elucidação estrutural da substância isolada 

Os dados espectroscópicos obtidos em RMN 500 MHz para a substância isolada 

solubilizada em CD3OD3 permitiram a identificação da flavoglaucina (44) (Figura 87), 

que se apresentava na forma de um sólido amarelado, e sua estrutura molecular 

correspondia com a descrita previamente por Li et al. (2008). A massa da flavoglaucina 

(44) foi analisada por HR-ESI-MS (negativo) m/z: 303.1967 [M-H]
-
; calculado para 

[C19H27O3]
-
: 303,1992.  
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Flavoglaucina (44) 

 

 

 III – Atividade biológica da substância isolada 

A substância identificada como flavoglaucina (44) demonstrou atividade em C. 

albicans (4 µg mL
-1

, tabela 12), valor similar ao do controle positivo Fluconazol (CIM 

de 4 µg.mL
-1

) e não demonstrou citotoxicidade para as linhagens celulares KB, MDA-

MB-435 e MRC-5.  

Tabela 12. 

Atividade antimicrobiana (CIM, µg.mL
-1

/µM) e citotóxica (IC50 µM) da substâncias isolada de BBS01, 

comparadas às substâncias controles 

Substâncias 

C. a. S. a. KB MDA-MB-435 MRC-5 

µg.ml-1 (µM) µg.ml-1 (µM) IC50 µM IC50 µM IC50 µM 

Flavoglaucina (44) 4 (13,1) > 128 >10  >10 >10 

Fluconazol 4 (13,0) - - - - 

Oxacilina - 0,5 (1,24) - - - 

Docetaxel - - 0,0002 - 0,0005 

Doxorubicina - - - 0,02 - 

C. a. = Candida albicans ATCC 10213; S. a. = Staphylococcus aureus ATCC 29213. KB (câncer uteríno cervical), MDA-

MB-435 (melanoma metatástico), MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmão); - não avaliado. 

 

A flavoglaucina (44) é uma substância identificadas regularmente em culturas de 

fungos do gênero Eurotium ou Aspergillus (Gomes et al., 2012). Uma atividade de 

inibição da promoção de tumores de pele de camundongos foi demonstrada para a 

flavoglaucina (Miyake et al., 2010), no entanto, a atividade antifúngica ainda não havia 

sido descrita. Li et al. (2008) isolaram uma série de alcaloides dioxopiperazínicos e 

derivados prenílicos do benzaldeído (como a flavoglaucina) de culturas sólidas de E. 

rubrum, isolado de uma planta de mangue Hibiscus tiliaceus (Malvaceae). Kanokmed-

hakul et al. (2011) isolaram os monoterpenoides citotóxicos chevalonas A–D, 

aszonapirona A, aszonapirona B e o alcaloide terpênico eurochevalierina a partir de 

culturas de Eurotium chevalieri.   

Figura 87. Substância isolada de Eurotium rubrum (BBS01). 
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7 Conclusão e perspectivas 
 

Este trabalho de tese teve como objetivo a descoberta de substâncias 

antimicrobianas e citotóxicas provenientes de fungos endofíticos foliares associados a 

plantas do bioma Cerrado e Amazônia. Para a realização deste estudo foi proposto a 

coleta, cultivo e identificação de micro-organismos endofíticos provenientes de plantas 

de nichos ecológicos húmidos e sombreados para a posterior produção de extratos 

brutos endofíticos de cada isolado obtido. Os extratos brutos produzidos foram testados 

em micróbios patogênicos humanos e também em linhagens celulares cancerígenas. Os 

extratos considerados mais ativos sobre algum dos modelos testados foram fracionados 

e as substâncias obtidas identificadas através de técnicas espectrométricas.  

Foram isolados 147 micro-organismos cultiváveis (130 fungos, 3 bactérias e 14 

fungos não-identificados ou desconhecidos) a partir de 28 plantas (4 espécies coletadas 

no Brasil e 24 na Guiana Francesa). Foi possível isolar ao menos um fungo cultivável 

nas folhas de todas as espécies amostradas, sendo que a espécie vegetal encontrada com 

o maior número de isolados, 22 fungos endofíticos, foi a árvore invasiva Vismia latifolia 

(Hypericaceae). Todos os micro-organismos foram identificados através de análise 

molecular de regiões específicas de DNAr através de técnicas de sequenciamento 

genômico. Fungos endofíticos da ordem Xylariales foram os de maior frequência de 

isolamento neste estudo, representados por 25 isolados.  

A partir da triagem dos extratos brutos em AcOEt produzidos observou-se que 

uma proporção relativa significante (23,1%) dos extratos demonstrou atividade em C. 

albicans ATCC 10213, enquanto 4% foram ativos em S. aureus ATCC 29213. O 

potencial citotóxico in vitro dos extratos foi também avaliado para as linhagens 

celulares humanas KB (carcinoma cervical uterino), MDA-MB-435 (melanoma), e 

MRC-5 (fibroblastos de pulmão normal) e uma proporção significante destes 

demonstraram atividade de inibição da proliferação celular (24,4%, 23,1% e 16,3%, 

respectivamente). Alguns dos extratos endofíticos considerados ativos em C. albicans 

(Glomerella cingulata GTC2003, SNB-GTC2101 (desconhecido), Pestalotiopsis sp. 

SNB-GTC2102, Chaetomium globosum SNB-GTC2114, Diaporthe phaseolorum SNB-

GTC2201, Phomopsis sp. SNB-GTC2503, Colletotrichum boninense SNB-GTC2605, 

Colletotrichum sp. SNB-GTC2706, Hypoxylon investiens SNB-GTC2710, Penicillium 

sp. SNB-GVL02) não apresentaram citotoxicidade em MRC-5, demonstrando 
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seletividade na atividade antimicrobiana. Estes extratos são considerados promissores 

para investigações de substâncias ativas. 

Oito extratos brutos endofíticos foram selecionados para o fracionamento 

químico devido às atividades encontradas durante a triagem biológica preliminar. 

Dezoito metabólitos secundários foram isolados. Dezessete destas substâncias já tinham 

sido descritas anteriormente na literatura: ácido pilifórmico (24) e griseofulvina (25) 

isoladas de X. cubensis SNB-GCI02; phomopirona A (26), pyrenocina A (27), 

alterperilenol (28) e novae-zelandina A (29) isoladas de L. infectoria SNB-GTC2402; 5-

metilmelleina (31) e Dihidrosporothriolida (32) isoladas de Xylaria sp. SNB-GTC2501; 

mycoleptodiscina A (34) e mycoleptodiscina B (35) isoladas de Mycoleptodiscus sp. 

SNB-GTC2304; mycoepoxidieno (36) e altiloxina A (37) isoladas de D. 

pseudomangiferae SNB-GSS10; acremonisol A (40), semicochliodinol A (41) e 

cochliodinol (42) isoladas de C. globosum SNB-GTC2114; colletofragarona A2 (43) 

isolada de Colletotrichum sp. SNB-GTC0201; flavoglaucina (44) isolada de E. rubrum 

BBS01. Dentre estas substâncias, cochliodinol (42) isolado de C. globosum SNB-

GTC2114 demonstrou atividade em S. aureus (CIM de 4 µg mL
-1

); e em C. albicans 

(CIM de 2 µg mL
-1

) esta foi maior que para o controle Fluconazol (CIM de 4 µg.mL
-1

); 

no entanto sua alta toxicidade em células normais MRC-5 (IC50 de 0,76 µM) demonstra 

a não seletividade na ação antimicrobiana da substância. A flavoglaucina (44) isolada de 

E. rubrum BBS01, demonstrou atividade comparável ao controle fluconazol em C. 

albicans (CIM de 4 µg mL
-1

). Esta substância (44) apresentou IC50 >10 µM em células 

normais MRC-5, tornando-se candidata para estudos posteriores. Neste trabalho foi 

identicado pela primeira vez a atividade citotóxica da colletofragarona A2 (43), isolada 

de Colletotrichum sp. SNB-GTC0201, substância que provavelmente contribui no 

arsenal de defesas químicas do mesmo endófito. 

A substância inédita nomeada pyrrocidina C (30) foi isolada a partir de L. 

infectoria SNB-GTC2402 e identificada através de análises espectroscópicas (Casella et 

al., 2013). A pyrrocidina C (30) foi ativa em S. aureus ATCC 10213 (CIM de 2 µg.mL
-

1
), e não foi considerada citotóxica para as células normais MRC-5 (IC50 >10 µM), 

demonstrando seletividade na ação antimicrobiana. A pyrrocidina C (30) pertence a uma 

classe de alcaloides, como as hirsutelonas e as pyrrocidinas A e B, que apresentam 

propriedades antibióticas marcantes apenas sobre bactérias Gram-positivas. Estudos 

posteriores para investigação do mecanismo de ação desta substância, assim como uma 

investigação aprofundada do espectro de ação da mesma devem ser realizados.  
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É sugerido a partir deste trabalho que micro-organismos endofíticos foliares de 

plantas amazônicas sintetizam substâncias antimicrobianas e/ou citotóxicas. A 

investigação completa do potencial farmacológico e/ou biotecnológico dos extratos 

obtidos neste trabalho é promissora visto que muitos destes não demonstraram 

citotoxicidade in vitro. A possibilidade de novas espécies de fungos terem sido isoladas 

neste estudo evidencia a biodiversidade única associada à algumas das plantas 

selecionadas, a possibilidade da descoberta de novas substâncias e/ou rotas 

biossintéticas nestes endófitos deve ser investigada. 

 Em conclusão, o conjunto de resultados reunidos nesta tese evidencia a grande 

diversidade endofítica que pode ser obtida a partir de plantas do bioma Amazônia e 

Cerrado utilizando uma metodologia de seleção das espécies vegetais a partir do nicho 

ecológico da planta. A quimiodiversidade observada nos metabólitos secundários 

provenientes dos endófitos deste trabalho representa um estímulo ao estudo de 

substância naturais bioativas visto o caráter de complexidade e de novidade de algumas 

das substâncias identificadas, como a Pyrrocidina C e/ou as mycoleptodiscinas A e B. 

Fungos endofíticos tropicais, como os vistos neste trabalho, podem emergir como uma 

nova fonte de substâncias antimicrobianas e citotóxicas. 
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