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RESUMO 

 

 

Os fungos endofíticos isolados de plantas do gênero Palicourea são fontes de moléculas bioativas, 

com aplicabilidades biotecnológicas. Com o surgimento de novas patologias e a problemática da 
resistência microbiana aos fármacos convencionais, há a necessidade do desenvolvimento de novos 

medicamentos. Tendo em vista esse contexto, este estudo averiguou a composição química e as 

atividades antibacteriana e de toxicidade frente à Artemia salina de fungos endofíticos isolados de 
folhas de Palicourea prancei, visando a obtenção de substâncias ativas. Os fungos endofíticos de P. 

prancei foram cultivados em caldo Sabouraud (0,2% de extrato de levedura) em incubadora shaker (30 

°C, 120 rpm) durante 20 dias para a obtenção da massa micelial. Os metabólitos dos micélios foram 

extraídos em solvente metanol (MeOH) e concentrados em evaporador rotatório para aquisição dos 
extratos brutos. O perfil químico dos extratos brutos foi analisado por cromatografia em camada 

delgada comparativa (CCDC). Avaliou-se a atividade de inibição bacteriana dos extratos fúngicos pelo 

método de microdiluição em caldo e o nível de toxicidade frente à A. salina. O fungo selecionado foi 
cultivado em escala ampliada e seus micélios foram extraídos com MeOH, cujo extrato foi submetido 

à partição utilizando AcOEt, obtendo-se a fase AcOEt e a fase hidrometanólica. O extrato e as fases 

obtidas tiveram seu perfil químico analisado por CCDC. Apenas o extrato MeOH e sua fase AcOEt 
foram analisados por RMN 1H e submetidos aos testes antibacteriano e de toxicidade frente à A. 

salina. Os maiores valores de massa do extrato MeOH micelial foram apresentados pelos fungos G1 

PP8 (738,8 mg), G4 PP11 (456,0 mg) e G6 PP7 (440,2 mg). A partir das análises de CCDC, os 

extratos brutos dos fungos endofíticos de P. prancei demonstraram indícios de substâncias com 
ligações duplas, indícios de terpenos, substâncias fenólicas e nitrogenadas. Os extratos MeOH dos 

fungos G1 PP8 e G2 PP5 testados à 1000 µg/mL apresentaram atividade bacteriostática acima de 35% 

contra as bactérias Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus, e o extrato MeOH de G1 PP8 
exibiu alta toxicidade contra A. salina, com CL50 = 2,76 µg/mL. O fungo G1 PP8 destacou-se nas 

análises e foi selecionado para o cultivo em escala ampliada e identificação molecular, sendo 

identificado como Xylaria cubensis G1 PP8. A fase AcOEt do extrato MeOH dos micélios de X. 

cubensis G1 PP8 foi fracionada por cromatografia em coluna aberta (CCA), permitindo o isolamento 
da citocalasina D. O extrato MeOH e sua fase AcOEt não apresentaram atividade antibacteriana, mas 

mostraram-se tóxicos no ensaio contra A. salina, com CL50 = 84,02 µg/mL (extrato MeOH) e 144,3 

µg/mL (fase AcOEt). Os resultados obtidos neste estudo contribuem para o conhecimento químico dos 
fungos endofíticos de P. prancei, bem como suas aplicabilidades biológicas 

 

Palavras-chave: Bioprospecção, Citocalasina, Metabólitos secundários, Palicourea prancei, Xylaria 
cubensis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Endophytic fungi isolated from plants of the genus Palicourea are sources of bioactive molecules with 

biotechnological applications. With the emergence of new pathologies and the issue of microbial 
resistance to conventional drugs, there is a need for the development of new medicines. In view of this 

context, this study analyzed the chemical composition as well as the antibacterial and toxicity 

activities against Artemia salina of endophytic fungi isolated from Palicourea prancei leaves, aiming 
at obtaining active substances. The endophytic fungi of P. prancei were cultivated in Sabouraud broth 

(0.2% yeast extract) in a shaker incubator (30 °C, 120 rpm) for 20 days to obtain the mycelial mass. 

The metabolites of the mycelia were extracted in methanol (MeOH) solvent and concentrated in a 

rotary evaporator to obtain the crude extracts. The chemical profile of the crude extracts was analyzed 
by comparative thin layer chromatography (TLC). The bacterial inhibition activity of the fungal 

extracts was evaluated by the microdilution method and the toxicity level against A. salina. The 

selected fungus was cultivated on a large scale and its mycelia were extracted in MeOH, which was 
partitioned using EtOAc, obtaining the EtOAc phase and the hydromethanolic phase. The extract and 

the phases obtained had their chemical profile analyzed by comparative TLC. Only the MeOH extract 

and its EtOAc phase were analyzed by 1H NMR and subjected to antibacterial and toxicity tests 
against A. salina. Comparative TLC analysis of crude extracts from endophytic fungi of P. prancei 

indicated the presence of substances with double bonds, terpenes, phenolic compounds, and 

nitrogenous compounds. The MeOH extracts of the fungi G1 PP8 and G2 PP5 tested at 1000 µg/mL 

showed bacteriostatic activity above 35% against the bacteria Aeromonas hydrophila and 
Staphylococcus aureus, and the MeOH extract of G1 PP8 exhibited high toxicity against A. salina, 

with LC50 = 2.76 µg/mL. The fungus G1 PP8 stood out in the analyses and was selected for large-scale 

cultivation and molecular identification, being identified as Xylaria cubensis G1 PP8. The EtOAc 
phase of the MeOH extract of X. cubensis G1 PP8 mycelium was fractionated by open column 

chromatography (CC), allowing for the isolation of cytochalasin D. The MeOH extract and its EtOAc 

phase did not show antibacterial activity, but were toxic in the assay against A. salina, with LC50 = 

84.02 µg/mL (MeOH extract) and 144.3 µg/mL (EtOAc phase). The results obtained in this study 
contribute to the chemical knowledge of the endophytic fungi of P. prancei, as well as their biological 

applicability. 

 
Keywords: Bioprospecting, Cytochalasin, Secondary metabolites, Palicourea prancei, Xylaria 

cubensis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 O surgimento de novas doenças e o cenário de superresistência de microrganismos 

patogênicos aos fármacos convencionais incentivam a busca por substâncias com 

propriedades terapêuticas. Nesse contexto, os produtos naturais são matérias-primas para o 

desenvolvimento de novos medicamentos, podendo ser encontrados em organismos vivos 

como plantas, animais e microrganismos (Bernardes et al., 2017). Dentre eles, os fungos 

endofíticos são uma fonte rica de metabólitos secundários e com potencial terapêutico, 

servindo como uma alternativa mais ecológica, rápida, economicamente viável e com maior 

controle produtivo, quando comparados aos outros organismos, cuja exploração exacerbada 

pode levar à extinção de suas espécies (Gupta et al., 2020).  

A biodiversidade amazônica é muito explorada no âmbito da bioprospecção de 

moléculas ativas, por conta da ocorrência de inúmeras espécies vegetais com propriedades 

farmacológicas e biológicas nesse ecossistema (Coradin et al., 2022). Estudos mostram que os 

endófitos provenientes de plantas tropicais tendem a produzir uma alta quantidade de 

metabólitos secundários, e por isso há grande interesse em investigar a microbiota endofítica 

de plantas medicinais da Amazônia (Bills et al., 2002; Ferreira et al., 2021; Pereira et al., 

2017). A exemplo, plantas da espécie Copaifera spp. (copaíba), oriundas de florestas tropicais 

e produtoras de oleoresinas de vasta ação terapêutica, são detentoras de uma ampla variedade 

de fungos endofíticos, cujos extratos demonstram ação antibacteriana contra Escherichia coli 

e Staphylococcus aureus (Carvalho et al., 2021).  

O gênero Palicourea Aubl. apresenta grande complexidade química de substâncias 

(Santivañez; Angolini, 2024), sendo representado por plantas medicinais e também por 

plantas tóxicas capazes de acumular monofluoroacetato (MFA), uma substância responsável 

por causar falência cardíaca em gados (Riet-Correa et al., 2023; Ubiali et al., 2020). Na 

literatura, há indícios da ação biológica dos endófitos de Palicourea, em que extratos de 

fungos endofíticos isolados de Palicourea rigida apresentaram atividade antioxidante, 

antimicrobiana e de toxicidade frente à Artemia salina (Santos et al., 2021). Também já foi 

reportado o isolamento da molécula com propriedades antimicóticas conhecida como 

griseofulvina (18), tendo sido isolada do fungo endofítico Arthrinium sp. (hospedeira: 

Palicourea solitudinum) (Hinterdobler; Schinnerl, 2019). 

Palicourea prancei, que se encontra distribuída ao longo da Reserva Adolpho Ducke 

(Kinupp, 2002), é uma planta amazônica com escassez de dados fitoquímicos e de estudos 

acerca de sua microbiota endofítica. O seu uso em trabalhos de bioprospecção se torna 

relevante para investigar as propriedades químicas das comunidades endofíticas presentes em 
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suas folhas, tendo em vista a complexidade química das espécies de Palicourea. Assim, a 

presente pesquisa averiguou a composição química e a atividade biológica de fungos 

endofíticos isolados de folhas de P. prancei, visando selecionar e identificar o fungo 

endofítico de maior destaque e obter substâncias ativas de interesse biotecnológico. 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Fungos endofíticos 

Os fungos endofíticos são microrganismos que coabitam o interior dos tecidos 

vegetais, capazes de participar do ciclo de vida de sua planta hospedeira sem causar 

malefícios aparentes, em uma relação de equilíbrio simbiótico (Stone et al., 2004; Verma et 

al., 2012). A definição do termo “endofítico” foi cunhada primeiramente por De Bary (1866, 

apud Petrini, 1991, p. 179), que conceitua os endófitos como “todos os organismos que 

colonizam o tecido interno das plantas”. Ao longo dos séculos, essa definição sofreu 

modificações, com a contribuição de Carroll (1988, p. 5), que adicionou que os endófitos são 

um grupo de organismos assintomáticos às hospedeiras, e que não inclui seres patogênicos ou 

mutualistas, como as micorrizas.  

Petrini (1991, p. 179) estabeleceu que os endófitos são “todos os organismos que 

habitam os órgãos das plantas, sendo capazes de colonizar os tecidos internos das plantas em 

determinado momento do seu ciclo de vida, sem causar danos aparentes à hospedeira”. Desse 

modo, a depender de condições ambientais favoráveis, fungos epifíticos - organismos que 

habitam a superfície dos tecidos vegetais - podem assumir características endofíticas, assim 

como fungos patogênicos podem interagir com suas hospedeiras de modo assintomático 

durante seu ciclo vital (Petrini, 1991). 

A colonização endofítica segue etapas semelhantes à infecção patogênica, envolvendo 

o reconhecimento do microrganismo pela hospedeira, a germinação do endófito e a 

penetração nos tecidos vegetais (Kogel et al., 2006; Sieber, 2007; Yan et al., 2019). Essa 

colonização ocorre com auxílio das hifas ou dos esporos, que se aderem à superfície das 

folhas, caule ou raízes, permitindo que os endófitos adentrem as células a partir de poros 

naturais da camada epidermal, ou pela síntese de enzimas degradadoras da parede celular 

vegetal (celulases, proteases e liases), que facilitam o acesso dos microrganismos ao espaço 

inter ou intracelular da planta (Ji et al., 2022; Verma et al., 2012).  

Os fungos endofíticos podem ser transmitidos em dois processos (Yan et al., 2019), 

sendo eles a) transmissão vertical: a comunidade de fungos endofíticos da “planta-mãe” é 

repassada para as futuras gerações, uma vez que estes microrganismos estão alojados nas 
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sementes, e por isso são facilmente transmitidos para as proles; b) transmissão horizontal: os 

fungos endofíticos adentram a planta-hospedeira através dos poros naturais, como os 

estômatos, hidatódios, e também por mecanismos bióticos (herbívoros ou insetos) ou 

mecanismos abióticos (ventania, chuva ou ar).  

É importante destacar que o estabelecimento da relação simbiótica entre os fungos e 

suas hospedeiras depende de mecanismos complexos de mediações bioquímicas e 

moleculares, onde o microrganismo se adapta às respostas do sistema de defesa das plantas, 

que inibem a virulência fúngica em certo nível (Ji et al., 2022; Kogel et al., 2006; Yan et al., 

2019).  

Seguindo esse pressuposto, conforme estudos de Wawra et al. (2016, p. 5), 

demonstrou-se que o endófito Piriformospora indica contém genes capazes de modificar as 

propriedades de sua parede celular, a fim de que padrões moleculares associados a 

microrganismos (MAMPs), como o β-glucano, sejam suprimidos a ponto de não serem 

reconhecidos pelo sistema imune dos hospedeiros, de modo a favorecer a sobrevivência do 

microrganismo. Assim, a relação endófito-hospedeira pode ser descrita como um 

equilíbrio/balanço simbiótico contínuo, que abrange o mutualismo, o comensalismo e o 

parasitismo, sofrendo influência direta dos fatores endógenos (metabólitos secundários) e 

exógenos (condições ambientais) da planta, uma vez que, em dadas circunstâncias, o 

endofitismo pode alternar para patogenia, e vice-versa (Aly et al., 2011; Kogel et al., 2006). 

Plantas superiores possuem uma complexa dinâmica no ecossistema onde estão 

inseridas, e para sobreviver às intempéries de seus habitats, estes seres detêm um sistema 

heterogêneo de adaptação, incluindo processos de simbiose com a microbiota fúngica vivente 

em seus tecidos (Omoarelojie; van Staden, 2020; Yan et al., 2019). Há indícios de que esses 

microrganismos contribuem na síntese de moléculas bioativas importantes para o 

metabolismo de suas plantas hospedeiras (Yan et al., 2019), além de serem coadjuvantes na 

produção de fitohormônios que atuam no crescimento vegetal (Fadiji; Babalola, 2020), na 

aquisição de nutrientes (Gong et al., 2020), na resistência contra a herbivoria (Ambele et al., 

2020) e contra os estresses bióticos e abióticos (Omoarelojie; van Staden, 2020; Verma et al., 

2016; Yan et al., 2019).   

2.2. Metabólitos secundários de fungos endofíticos de interesse biotecnológico 

Os metabólitos secundários são moléculas complexas de baixa massa molecular, 

sintetizados durante um período específico do ciclo vital de um organismo, úteis para a 

adaptação indivíduo-ambiente e que geralmente expressam potencial terapêutico (Keller et 
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al., 2005; Kreis et al., 2017). Originam-se do metabolismo primário, que é responsável pela 

produção de moléculas universais e necessárias para a sobrevivência de um ser vivo 

(aminoácidos, carboidratos, nucleotídeos, vitaminas e ácidos graxos), divergindo-se a partir 

de vias biossintéticas específicas (Kreis et al., 2017).  

Os fungos endofíticos são amplamente estudados por conta de sua importância 

industrial e biotecnológica para a produção de metabólitos secundários. Por conta disso, esses 

microrganismos têm servido como fonte de interesse para a indústria farmacêutica, cosmética, 

agronômica, alimentícia, entre outras áreas (Bogas et al., 2022; Gupta et al., 2020; Omomowo 

et al., 2023). Desde a descoberta da penicilina (1) por Alexander Fleming (Fleming, 1929), os 

fungos são explorados como fonte de substâncias com ação biológica, sendo um dos grandes 

marcos da ciência de produtos naturais.  

A investigação da síntese do paclitaxel (taxol®) (2), alcaloide diterpeno com atividade 

anticancerígena e de grande valor econômico para a produção de quimioterápicos, pelo fungo 

endofítico Taxomyces andreanae (hospedeira: Taxus brevifolia) revolucionou a ciência de 

produtos naturais (Adhikari et al., 2023; Stierle et al., 1993), pois as árvores do gênero Taxus 

eram predatoriamente exploradas para a extração do taxol e ainda geravam um baixo 

rendimento de produto (Adhikari et al., 2023; Brandão et al., 2010).  

A síntese de taxol não se restringe apenas aos microrganismos hospedeiros do gênero 

Taxus, uma vez que outros endófitos também são capazes de produzi-lo, sendo eles Alternaria 

brassicicola (hospedeira: Terminalia arjuna) (Gill; Vasundhara, 2019), Aspergillus oryzae 

(hospedeira: Tarenna asiatica) (Suresh et al., 2020), Colletotrichum gloeosporioides 

(hospedeira: Justicia gendarussa) (Gangadevi; Muthymary, 2008), Fusarium oxysporum 

(hospedeira: Rhizophora annamalayana) (Elavarasi et al., 2012). 

Figura 1 - Estrutura química das substâncias penicilina e taxol 

 

 

(1) (2) 

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0 
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Os estudos de metabólitos secundários de fungos endofíticos têm foco em endófitos 

oriundos de plantas medicinais, devido aos indícios de que esses microrganismos são capazes 

de sintetizar biomoléculas análogas e derivadas às suas hospedeiras (Ferreira et al., 2021; 

Gurgel et al., 2020a). A produção de metabólitos secundários por fungos está associada a 

clusters de genes que são regulados por fatores de transcrição, que respondem a alterações de 

pH, temperatura e de nutrição (Fox; Howlett, 2008).  

A nível endófito-planta, o microrganismo produz substâncias bioativas para 

antagonizar o metabolismo de defesa vegetal, de modo a estabelecer uma interação 

assintomática a partir do equilíbrio entre a virulência fúngica e o sistema de defesa da planta 

(Yan et al., 2018). Teoriza-se que essa interação leva a um processo de adaptação co-

evolutivo, onde os endófitos desenvolvem mecanismos de resistência para a construção de 

uma relação mutualística, em que ambos se beneficiam. Enquanto os endófitos são 

beneficiados com nutrição e proteção a partir das plantas, os vegetais recebem a proteção de 

seus fungos endofíticos, já que esses microrganismos atuam positivamente na fisiologia 

vegetal, sendo capazes de produzir metabólitos que atuam na defesa contra a herbivoria, 

ataques de fitopatógenos, além de auxiliarem no crescimento da planta, na produção de 

fitohormônios e também contra os estresses bióticos e abióticos (Fadiji; Babalola, 2020; 

Ferreira et al., 2021; Fontana et al., 2021). 

Os fungos endofíticos são considerados fonte de novos produtos naturais, por conta da 

síntese de diversos compostos bioativos, que compreendem substâncias como alcaloides, 

antraquinonas, lactonas, policetídeos, substâncias fenólicas, quinonas, terpenoides entre outras 

classes de biomoléculas (Rana et al., 2019; Wen et al., 2022; Zheng et al., 2021). Essas 

substâncias são exploradas pelo seu potencial antioxidante, antibacteriano (Rajendran et al., 

2023), anticancerígeno (Suresh et al., 2020), antifúngico, antiparasitário, antiviral, 

imunossupressor, antidiabético (Mishra et al., 2013), na aquisição de pigmentos/corantes, 

como potenciais agentes pesticidas e herbicidas, e para processos de biotransformação (Bogas 

et al., 2022; Gupta et al., 2020; Gupta et al., 2023; Omomowo et al., 2023; Zheng et al., 

2021). Na Tabela 1, estão representados alguns exemplos de metabólitos isolados de fungos 

endofíticos e suas respectivas atividades biológicas. 

A aquisição de metabólitos produzidos por fungos endofíticos mostra-se uma 

alternativa mais sustentável em relação à extração de substâncias do vegetal, já que isso 

acarreta na exploração predatória de espécies botânicas, gerando impactos significativos ao 

ecossistema. Ademais, a utilização de endófitos é considerada uma prática economicamente 

viável, rápida, com maior controle produtivo sobre o escalonamento e rendimento, que 
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permite a aplicação de técnicas (e.g.: One strain many compounds (OSMAC)) que favoreçam 

a síntese de determinados metabólitos (Bogas et al., 2022; Ferreira et al., 2022; Wen et al., 

2022). 

A fim de potencializar a produção de metabólitos fúngicos, a técnica de OSMAC é 

aplicada com o intuito de ativar vias biossintéticas silenciadas em microrganismos a partir da 

utilização de diferentes condições de cultivo, o que resulta na produção e descoberta de novas 

substâncias bioativas (Ferreira et al., 2022). Além disso, a associação entre o potencial dos 

fungos endofíticos às ferramentas de engenharia genética fomenta o desenvolvimento de 

novos métodos para a produção de metabólitos secundários de interesse biotecnológico, a fim 

de superar as limitações da produtividade dos microrganismos em escala industrial (Gupta et 

al., 2020; Salazar-Cerezo et al., 2023). 

Tabela 1 - Substâncias isoladas de fungos endofíticos oriundos de plantas medicinais e suas respectivas 

atividades biológicas 

Substância Fungo endofítico 
Planta 

hospedeira 
Bioatividade Referência 

 

(3) 

coletotriquina B 

Colletotrichum 

gloeosporioides 

Uncaria 

rhynchophylla 

inibição da AChE 

(IC50 = 38 µg/mL) 

Chen et al.  

(2018) 

 

(4) 

epoxicitocalasina H 

Diaporthe 

miriciae 

Vellozia 

gigantea  

antimalárica 

(IC50 = 39,4 µg/mL) 
Ferreira et al. (2017) 

 

(5) 

eucaliptol 

Hypoxylon 

anthochroum 

Bursera 

lancifolia 
fitotóxica 

Ulloa-Benítez et al.  

(2016) 
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Substância Fungo endofítico 
Planta 

hospedeira 
Bioatividade Referência 

 

(6) 

fischerina 

Neosartorya 

fischeri 

Glehnia 

littoralis 
neuroprotetora 

Bang et al.  

(2019) 

 

(7) 

fusartricina 

Fusarium 

tricinctum 

Salicornia 

bigelovii 

antimicrobiana 

(MIC = 19 µM) 

Zhang et al.  

(2015) 

 

(8) 

herbarina 

Dendryphion 

nanum 
Ficus religiosa  

anti-inflamatória 

(IC50 = 0,06 µM) 

antidiabética 

(EC50 = 0,8 µM) 

Mishra et al.  

(2013) 

 

(9) 

minimoidiona B 

Sporormiella 
minimoides 

Hintonia 
latiflora 

anti-hiperglicêmica 
(IC50 = 2,9 µM) 

Rangel-Grimaldo et al. 
(2017) 

 

(10) 

vinblastina 

Curvularia 

verruculosa 

Catharanthus 

roseus 

citotóxica 

(IC50 = 8,5 µg/mL) 
Parthasarathy et al. (2020) 

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0 
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2.3. O gênero Xylaria 

 Xylaria Hill ex Schrank é um gênero de fungos pertencente à família Xylariaceae (filo: 

Ascomycota), popularmente conhecidos como “dedo de defunto”, devido às características do 

corpo de frutificação de algumas espécies (Figura 2). A maioria das espécies é saprófita, que 

decompõe madeira morta, folhas, frutos, sementes, entre outros resíduos orgânicos (Osono et 

al., 2011; Thomas et al., 2016). Em sua forma microscópica, podem ser encontrados na 

microbiota de insetos (Chang et al., 2017; Li et al., 2025), frutos (Zhu et al., 2024), folhas 

(Pan et al., 2025; Wei et al., 2024), do solo (Yuan et al., 2025) e em ambientes aquáticos 

(Gong et al., 2022; Udayan et al., 2024).  

Figura 2 - Características dos macrofungos de Xylaria (dedo de defunto), representados pelas espécies X. 

polymorpha (A), X. hypoxylon (B), X. magnoliae (C) e X. longipes (D) 

 
Fonte: iNaturalist (2025) 

Tabela 2 - Metabólitos isolados em Xylaria e suas respectivas classes e atividades biológicas 

Estrutura molecular Classe química Fungo Bioatividade Referência 

 
(11) 

ácido intégrico 

sesquiterpeno do tipo 

eremofilano 

Xylaria 

feejeensis 

antibacteriana 

(MIC = 16 µg/mL) 

(MIC = 64 µg/mL) 

Rajendran et al.  

(2023) 
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Estrutura molecular Classe química Fungo Bioatividade Referência 

 
(12) 

ácido helvólico 

terpenoide 

tetracíclico 

Xylaria cf. 

cubensis 

PK108 

antimalárica 
Sawadsitang et 

al., 2015 

 
(13) 

ácido xylaril A 

derivado de ácido 

metilsuccínico 
X. longipes neuroprotetora 

Li et al.,  

2023 

 
(14) 

ácido xylaril D 

derivado de ácido 

enoico 
X. longipes neuroprotetora 

Li et al. 

(2023) 

 
(15) 

citocalasina D 

alcaloide 

Xylaria cf. 

cubensis 

PK108 

citotóxica 
Sawadsitang et 

al. (2015) 

 
(16) 

nigriterpeno C 

sesquiterpeno do tipo 

eremofilano 
X. nigripes 

anti-inflamatória 

(iNOS IC50 = 8.1 ± 2.3 

μM; COX-2 IC50 = 16.6 

± 5.5 μM) 

Chang et al. 

(2017) 



25 

 

Estrutura molecular Classe química Fungo Bioatividade Referência 

 
(17) 

peróxido de ergosterol 

esteroide do tipo 

ergostano 

Xylaria cf. 

cubensis 

PK108 

citotóxica 
Sawadsitang et 

al. (2015) 

 
(18) 

griseofulvina 

policetídeo 
Xylaria sp. 

F0010 
antifúngica 

Park et al.  

(2005) 

 
(19) 

xylaribrasilaid A 

sesquiterpenoide do 

tipo brasilano 
X. nigripes neuroprotetora 

Long et al.  

(2025) 

 
(20) 

xylaresteroide A 

 esteroide (C28) com 

anel β-lactona 

 Xylaria sp. 

KYJ-15 

antibacteriana  

(CIM = 2 µg/mL) 

 
 inibição da AChE 

Gan et al. 

(2023) 
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Estrutura molecular Classe química Fungo Bioatividade Referência 

 
(21) 

xylaresteroide B 

esteroide (C28) com 

anel  γ-lactona 

 Xylaria sp. 

KYJ-15 

antibacteriana 

(CIM = 2 µg/mL)  

Gan et al. 

(2023) 

 
(22) 

xylarglicosídeo B 

glicosídeo 

dihidroisocumarínico 

 Xylaria sp. 

KYJ-15 

antibacteriana  

(CIM = 2 µg/mL) 

Gan et al.  

(2023) 

 
(23) 

xylarinina A 

alcaloide  

quinolínico 
X. longipes neuroprotetora 

Liu et al.  

(2024) 

 
(24) 

xylarióxido E 

ergosterol  

glicosídico 

Xylaria sp. 

YM 311647 

antifúngica  

(CIM = 4 µg/mL;  

8 µg/mL) 

Wang et al.  

(2022) 

 
(25) 

3S,4R-(+)-4-hidroximeleína 

isocumarina X. feejeensis 
inibição da α-

glicosidase 

Rivera-Chávez et 

al., 2015 
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Estrutura molecular Classe química Fungo Bioatividade Referência 

 
(26) 

9-deoxi-himatoxina A 

diterpeno de 

isopimarano 

Xylaria sp. 

YM 311647 

antifúngica 

(CIM = 16 µg/mL)  

Wu et al.,  

2014 

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0 

É reportado na literatura que espécies de Xylaria são produtoras de metabólitos 

bioativos (Chen et al., 2024), exibindo potencial antibacteriano (Gan et al., 2023; Rajendran 

et al., 2023; Xu et al., 2022), antifúngico (Elias et al., 2018; Wang et al., 2022; Wu et al., 

2014), anti-inflamatório (Chang et al., 2017), antimalárico e citotóxico (Sawadsitang et al., 

2015), neuroprotetor (Li et al., 2023; Liu et al., 2024; Long et al., 2025), de biotransformação 

(Rusch et al., 2018), de inibição da acetilcolinesterase (AChE) (Gan et al., 2023), da α-

glicosidase (Rivera-Chávez et al., 2015), entre outras atividades. Na Tabela 2, estão 

representadas as principais moléculas encontradas em espécies de Xylaria, bem como suas 

respectivas classes e atividades biológicas. 

Tendo em vista a complexidade química de seus metabólitos, espécies de Xylaria são 

investigadas quanto ao seu potencial antibacteriano, observando-se atividade promissora 

contra cepas resistentes (Ramesh et al., 2012). Em estudo recente de Luis-Yong et al. (2023), 

extratos miceliais de Xylaria demonstraram inibição contra Pseudomonas syringae (CIM = 

7,81 µg/mL), P. syringae pv. tabaci (CIM = 1,95 µg/mL) e P. putida (CIM = 1,95 µg/mL). O 

fungo endofítico X. fejeensis produz o metabólito ácido intégrico (11), capaz de inibir Bacillus 

subtilis (CIM = 16 μg/mL) e cepa resistente de Staphylococcus aureus (CIM = 64 μg/mL) 

(Rajendran et al., 2023). Além disso, há pesquisas que mostram que espécies de Xylaria são 

capazes de produzir o antifúngico griseofulvina (18), um metabólito de grande interesse 

econômico para a produção de fármacos antimicóticos (Park et al., 2005; Sica et al., 2016). 

Há muitos estudos na literatura que associam Xylaria a efeitos neuroprotetores pois, 

tradicionalmente, os macrofungos de determinadas espécies, como X. nigripes e X. longipes, 

são utilizados na medicina asiática para o tratamento da insônia, aumento da imunidade e da 

memória, servindo também para aliviar os sintomas da depressão e doenças 

neurodegenerativas (Deshmukh et al., 2021; Li et al., 2023; Liu et al., 2024; Long et al., 

2025; Peng et al., 2015). O estudo de Li et al. (2023) demonstra o efeito neuroprotetor de 

moléculas derivadas de ácido metil-succínico (13) e de ácido enoico (14) extraídas de X. 
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longipes, sendo capazes de inibir a apoptose e aumentar a viabilidade das células PC12 em 

testes de privação de oxigênio-glicose e lesão de reperfusão. Há dados que expressam a 

atividade neuroprotetora de sesquiterpenoides (16 e 19) isolados de X. nigripes, com potencial 

para reduzir o estresse oxidativo e aumentar a viabilidade celular (Chang et al., 2017; Long et 

al., 2025),  

As aplicabilidades de Xylaria são diversas, sendo de grande interesse para o 

desenvolvimento de tecnologias para a saúde. No estudo de Doan et al., (2023), a fim de 

estabelecer métodos de síntese biológica de nanopartículas de prata (AgNP) para gerar 

produtos dermatológicos, sintetizou-se AgNPs a partir de melanina extraída de Xylaria sp., as 

quais foram promissoras na inibição das bactérias Staphylococcus aureus e Cutibacterium 

acnes. 

2.4. Família Rubiaceae Juss. 

 A família Rubiaceae é considerada a quarta maior família taxonômica em número de 

espécies entre as Angiospermas, compreendendo aproximadamente 611 gêneros e 14.274 

espécies (WFO, 2024). Suas plantas estão amplamente distribuídas geograficamente, ou seja, 

são seres de caráter cosmopolita, com predominância em regiões tropicais e subtropicais, 

conforme a Figura 3.  

Figura 3 - Distribuição geográfica da família Rubiaceae Juss. 

 
Fonte: Tropicos.org (2024). 

Ao longo da América do Sul, a família Rubiaceae se adaptou em diversos biomas, 

mantendo-se em ambientes de clima árido e desértico, e também em regiões de alta umidade, 

como a Amazônia, e de altitudes elevadas, como a Cordilheira dos Andes (Delprete; Jardim, 

2012). No território brasileiro, reúnem-se cerca de 130 gêneros e 1.430 espécies nas regiões 

Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, e nas ilhas oceânicas Fernando de Noronha e 
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Trindade. Desse total, em torno de 109 gêneros e 755 espécies estão concentrados na 

Amazônia (Flora e Funga do Brasil, 2025a).  

A principal espécie representante das rubiáceas é Coffea arabica, conhecida 

popularmente como “café”, sendo um elemento de grande interesse para a economia brasileira 

desde o século XIX (Torres et al., 2021). Deste gênero, isola-se a cafeína (27), uma 

substância estimulante amplamente utilizada na produção de fármacos. Outro exemplo são 

Cinchona spp., espécies de onde se extrai a quinina (28), um alcaloide com propriedades 

antimaláricas, utilizado como modelo para a produção de fármacos sintéticos como a 

cloroquina® (Boratynski et al., 2019). 

No Brasil, outros representantes de Rubiaceae são as espécies Genipa americana 

(jenipapo), cujas folhas e frutos são empregados na gastronomia, na produção de bebidas e 

para fins medicinais (Assis et al., 2023; Silva et al., 2018). Seus frutos também são 

explorados para a extração de corantes, tradicionalmente utilizados pelos povos indígenas na 

confecção de pinturas corporais (Náthia-Neves et al., 2019). Os frutos de jenipapo são ricos 

em genipina (29), um iridoide que, na presença de oxigênio, reage com os grupos amina 

presentes em aminoácidos, peptídeos ou proteínas, gerando um pigmento azul escuro (Ahmed 

et al., 2024). 

Uncaria tomentosa (unha de gato) é uma espécie muito explorada pelas comunidades 

tradicionais da Amazônia por conta das ações terapêuticas de seus extratos vegetais no 

tratamento de infecções microbianas, inflamatórias e que acometem o trato gastrointestinal 

(Heitzman et al., 2005). A partir das cascas de U. tomentosa, Rojas-Duran et al. (2012) isolou 

a substância mitrafilina (30) e avaliou que o composto reduz a produção de interleucinas, 

evidenciando um potencial anti-inflamatório. 

A família Rubiaceae é muito importante para os estudos ecológicos nas regiões 

tropicais, no que tange a comparação florística de suas espécies, uma vez que elas apresentam 

hábitos variados (herbáceas, arbustivas, arbóreas, lianas). Essa diversidade florística favorece 

a adaptabilidade e a abundância de rubiáceas presentes em inúmeros ecossistemas (Delprete; 

Jardim, 2012). Dessa maneira, essas plantas possuem grande valor para as comunidades 

tradicionais ao redor do mundo e para a etnobotânica (Heitzman et al. 2005; Karou et al., 

2011).  

As plantas da família Rubiaceae são muito utilizadas pelas comunidades tradicionais, 

devido ao potencial terapêutico de seus extratos, e isso ocorre por conta da diversidade de 

substâncias bioativas presentes em suas espécies como alcaloides indólicos, antraquinonas, 

flavonoides, iridoides, terpenoides, entre outras classes de moléculas (Martins; Nunez, 2015). 
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Desse modo, é reportado na literatura que os extratos vegetais dessa família taxonômica 

possuem atividade antibacteriana, anticancerígena, antidiabética, anti-inflamatória, 

antiplasmodial, contra o estresse oxidativo e até mesmo contra doenças neurodegenerativas 

(Karou et al., 2011).  

Em estudos realizados com Morinda citrifolia (noni), observou-se o potencial antiviral 

da molécula 1,3-dihidroxi-5-metoxi-2,6-bismetoximetil-9,10-antraquinona (31) frente ao vírus 

H1N1, além da sua atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus (Wang et al., 

2016). Também já foi constatado em estudos realizados pelo grupo de pesquisa do 

Laboratório de Bioprospecção e Biotecnologia (LABB) que os extratos vegetais das espécies 

Duroia macrophylla, Ferdinandusa rudgeoides e Palicourea guianensis possuem potencial 

antimicobacteriano, apresentando concentração inibitória mínima (CIM) entre 25 e 50 µg/mL 

contra a cepa RMPr de Mycobacterium tuberculosis, associando-se essa atividade à presença 

de flavonoides nos extratos (Carrion et al., 2013).  

As plantas da família Rubiaceae detêm uma variedade de fungos endofíticos que são 

fontes de substâncias promissoras e de potencial biotecnológico (Cruz et al., 2020). É 

reportado que os endófitos fúngicos presentes em Cinchona ledgeriana são capazes de 

produzir alcaloides similares à sua hospedeira, e essas substâncias são importantes para o 

desenvolvimento de antimaláricos (Maehara et al., 2012; Maehara et al., 2019). Um estudo 

realizado com fungos endofíticos de Geophila repens demonstrou que o microrganismo 

Xylaria feejeensis tem potencial para síntese de sesquiterpenoides com atividade 

antibacteriana (Rajendran et al., 2023). A partir da espécie Psychotria horizontalis, isolou-se 

uma nova espécie de fungo endofítico do gênero Mycosphaerella sp., cujo extrato micelial 

expressou atividades biológicas promissoras e de onde se isolou a substância cercosporina 

(32), que apresentou potencial antiparasitário e citotóxico (Moreno et al., 2011). 
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Figura 4 - Estrutura química dos metabólitos encontrados em Rubiaceae 

  

(27) (28) 

  

(29) (30) 

  

(31) (32) 

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0 

2.5. Gênero Palicourea (Rubiaceae) 

A aliança taxonômica Psychotrieae abrange as tribos irmãs Palicoureeae e 

Psychotrieae, que compreendem mais de 3.100 espécies, e seus gêneros representantes são 

Palicourea. e Psychotria L., respectivamente (Berger et al., 2022a).  

Ao longo dos séculos, os gêneros Palicourea e Psychotria foram submetidos a 

modificações taxonômicas em decorrência da complexidade sistemática de suas plantas 

(Delprete e Kirkbride Jr., 2016; Taylor, 1996). A partir de dados de filogenia molecular e 

evidências morfológicas, compreende-se que Psychotria é um gênero polifilético em que, por 

consequência, diversas espécies foram reorganizadas. Baseado nesse contexto, análises 

moleculares indicam que as espécies de Psychotria subg. Heteropsychotria formam um clado 
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de aproximadamente 600 espécies neotropicais com o gênero Palicourea (Delprete e 

Kirkbride Jr., 2016; Taylor et al., 2010; Taylor, et al., 2015; Taylor, 2019), e por isso as 

espécies desse subgênero foram transferidas para Palicourea. Devido a essas alterações, 

muitos metabólitos anteriormente isolados de espécies de Psychotria passaram a ser 

associados a Palicourea. 

A tribo taxonômica Palicoureeae abrange diversos gêneros pantropicais, em que no 

Brasil correspondem aos gêneros Carapichea, Eumachia, Geophila, Notopleura, Palicourea e 

Rudgea (Berger et al., 2022a; Delprete e Jardim, 2012). Palicourea é um gênero neotropical 

que abrange aproximadamente 695 espécies (POWO, 2024), de hábito arbóreo, arbustivo ou 

subarbusto. Os espécimes de Palicourea encontram-se distribuídos no México, Caribe e em 

países da América Central e da América do Sul (Taylor et al., 2007). No Brasil, ocorre em 

todas as regiões do país, com cerca de 179 espécies aceitas, abrangendo os domínios 

fitogeográficos Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica, Pampa e Pantanal (Flora e 

Funga do Brasil, 2025b).  

Palicourea é um gênero reconhecido por plantas tóxicas, cuja ingestão causa danos à 

saúde e/ou óbitos em gados, trazendo prejuízos diretos e indiretos à agropecuária (Oliveira, P. 

et al., 2018; Riet-Correa et al., 2023). Isso se dá pois suas espécies tóxicas têm como 

característica o acúmulo de monofluoroacetato (MFA), que é uma substância altamente 

tóxica, responsável por causar falência cardíaca nos animais, além de lesões renais como a 

degeneração hidrópica das células do túbulo distal (Koether et al., 2019; Ubiali et al., 2020).  

No Brasil, Palicourea marcgravii, popularmente conhecida como “cafezinho”, é a 

espécie de maior destaque do gênero, pois é a principal causadora de mortes em bovinos 

(Koether et al., 2019; Oliveira, P. et al., 2018; Ubiali et al., 2020). Apesar da sua alta 

toxicidade, estuda-se o potencial biológico de P. marcgravii, a qual apresenta ação acaricida 

(Silva et al., 2011), citotóxica (Alexandrino et al., 2016) e inseticida (Gonzaga et al., 2008; 

Lemes et al., 2021). Vale pontuar que o extrato oleoso de P. marcgravii é um dos 

componentes utilizados na produção do formicida Bioisca® (2014), comercializado no Brasil 

(MAPA, 2023; Oliveira et al., 2016). 

As plantas de Palicourea são amplamente utilizadas pela medicina tradicional, sendo 

alternativa para o tratamento de doenças do trato respiratório, gastrointestinal e urinário, 

infecções inflamatórias, ISTs, hepatite, hipertensão, entre outras enfermidades (Santivañez; 

Angolini, 2024; Yazbek et al., 2016), e por isso são alvo para estudos. No estudo de Formagio 

et al. (2022), avaliou-se que o extrato metanólico de Palicourea tomentosa possui ação 

analgésica e anti-inflamatória. O extrato metanólico, as frações alcaloídicas e os alcaloides 
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majoritários isolados de P. minutiflora exibem ação antiproliferativa e anti-inflamatória 

(Moura et al., 2020). Pal. apoda (sinônimo: Psy. apoda), Pal. colorata (sinônimo: Psy. 

colorata), Pal. hoffmannseggiana, Pal. macrobotrys, Pal. sessilis (sinônimo: Psy. vellosiana), 

Pal. tomentosa (sinônimo: Psy. poeppigiana), Pal. violacea (sinônimo: Psy. capitata) são 

espécies encontradas em território brasileiro e que demonstram um potencial antiplasmodial 

(Santos et al., 2024). Dados similares foram reportados no estudo de Gontijo et al. (2021), 

onde os extratos ácido-base de P. apoda e P. colorata foram capazes de inibir em 100% o 

crescimento do parasita Plasmodium falciparum, associando a atividade antimalárica aos 

alcaloides pirrolidino-indólicos. 

Espécies de Palicourea têm como marcadores químicos os alcaloides indólicos 

monoterpênicos (Berger et al., 2022b), e também são fontes de ácidos fenólicos, cumarinas, 

iridoides, flavonoides, fitoesterois e triterpenos (Santivañez; Angolini, 2024). No extrato 

metanólico de P. tomentosa, análises cromatográficas e espectrométricas apontam a presença 

de alcaloides, cumarinas, flavonoides, iridoides, derivados terpênicos e taninos (Formagio et 

al., 2022). No estudo de Formagio et al. (2019), isolou-se o alcaloide croceaína A (34) do 

extrato metanólico das folhas de P. crocea, que apresenta atividade anti-edematogênica. 

Reporta-se a presença do alcaloide vincosamida (42) em P. minutiflora, que expressa ação 

seletiva frente ao crescimento de células de glioma (Moura et al., 2020). 

Há estudos na literatura que investigam o potencial dos fungos endofíticos de 

Palicourea, reforçando o interesse químico e biológico sobre seus microrganismos. 

Hinterdobler e Schinnerl (2019) isolaram o fungo endofítico Arthrinium sp. de Palicourea 

solitudinum, que foi capaz de produzir griseofulvina (18) e seu derivado 7-decloro-

griseofulvina (33), além de reportarem a presença da substância ácido pilifórmico (34) em 

Fusarium proliferatum. Hinterdobler et al. (2023) reporta o isolamento do fungo endofítico 

Xylaria sp. (hospedeira: Palicourea elata) e quatro novas moléculas denominadas 

lagambasinas A-D (37-40), alcaloides do grupo das citocalasinas (Tabela 3).  

Conforme Santos et al. (2021), os fungos endofíticos Colletotrichum sp., 

Pestalotiopsis sp. e Diaporthe sp. (hospedeira: Palicourea rigida) foram capazes de produzir 

compostos fenólicos e flavonoides, além disso os seus extratos fúngicos apresentaram 

atividade antioxidante, antimicrobiana e de toxicidade frente à Artemia salina. 
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Tabela 3 - Substâncias presentes em espécies de Palicourea e em seus fungos endofíticos 

Estrutura molecular Substância 
Planta 

hospedeira 
Bioatividade Referência 

 

(33) 

ácido pilifórmico P. solitudinum antifúngica 

Elias et al. (2018) 

Hinterdobler e Schinnerl 

(2019) 

 

 

(34) 

croceaina A  P.  crocea 
anti-

edematogênica 

Formagio et al.  

(2019) 

 

(35) 

hodgkinsina P. colorata analgésica 
Amador et al. (2000) 

Berger et al. (2022a) 

 

(36) 

lagambasina A P. elata não reportada Hinterdobler et al. (2023) 
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Estrutura molecular Substância 
Planta 

hospedeira 
Bioatividade Referência 

 

(37) 

lagambasina B P. elata não reportada Hinterdobler et al. (2023) 

 

(38) 

lagambasina C P. elata não reportada Hinterdobler et al. (2023) 

 

(39) 

lagambasina D P. elata não reportada Hinterdobler et al. (2023) 

 
(40) 

quercetina 3-O-𝛽-ᴅ-
glicosídeo 

P. rigida anti-inflamatória 
Pinheiro et al.  

(2018) 
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Estrutura molecular Substância 
Planta 

hospedeira 
Bioatividade Referência 

 

(41) 

 

solidagenone P. spectabilis antifúngica 
Benevides et al. 

(2004) 

 
(42) 

vincosamida P. minutiflora 
anti-inflamatória 

citotóxica 

Moura et al.  

(2020) 

 

(43) 

7-decloro-griseofulvina P. solitudinum antifúngica 

Hinterdobler e Schinnerl 

(2019) 

Zhao et al.  
(2012) 

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0 

2.6. Espécie Palicourea prancei (Steyerm.) 

Palicourea prancei (Steyerm.) (basiônimo: Psychotria prancei Steyerm.) (Borhidi, 

2017; Delprete e Kirkbride Jr., 2016) é uma espécie arbustiva, com até 3 metros de altura, que 

apresenta folhas densas, pilosas e, geralmente, com a face abaxial arroxeada (Figura 5). 

Encontra-se distribuída ao longo da região amazônica, abrangendo países como Suriname, 

Guiana Francesa e o norte do Brasil nos estados do Amazonas e do Amapá (Borhidi, 2017; 

Delprete e Kirkbride, 2016; Flora e Funga do Brasil, 2025b). Em Manaus, essa espécie se 

encontra distribuída na Reserva Florestal Adolpho Ducke, em áreas de platô (Taylor et al., 

2007). Em um estudo realizado por Kinupp (2002, p. 44), contabilizou-se um total de 107 

espécimes de P. prancei em áreas de platô da Reserva Ducke, dispersas entre altitudes de 45 a 

100 m, e de inclinação média até 20°. 

 



37 

 

Figura 5 - Ocorrência da espécie Palicourea prancei em território brasileiro, suas características morfológicas e 

botânicas 

             

Há uma escassez de dados fitoquímicos de P. prancei, mas segundo o estudo de 

Cavarsan et al. (2017), os extratos orgânicos (DCM/MeOH 1:1) e aquosos das partes aéreas 

desta planta apresentaram moderada atividade antioxidante. Além disso, para ambos os 

extratos, análises em cromatografia em camada delgada foram positivas para o revelador 

Dragendorff, sugerindo a presença de alcaloides. Os extratos não revelaram em reagente KOH 

5%, e nem em reativo de Kedde, indicando que nos extratos vegetais de P. prancei estão 

ausentes substâncias como antraquinonas e cardenolídeos.  

Também não há dados na literatura sobre os fungos endofíticos encontrados nessa 

espécie, o que torna o presente estudo importante para investigar o potencial químico e 

biotecnológico dos microrganismos fúngicos de P. prancei. 

2.7. Bactérias patogênicas e resistência antimicrobiana 

 Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS, 2022), a resistência microbiana é 

um problema de saúde pública e socioeconômico de urgência mundial, que coloca em risco a 

saúde humana e animal. A resistência microbiana tem como protagonistas bactérias, fungos, 

parasitas e vírus, que atuam como patógenos resistentes ao uso de drogas convencionais para 

o tratamento de doenças como tuberculose, malária, pneumonia, diarreia e ISTs, tendo como 

consequência o aumento do nível de mortalidade dessas patologias (OMS, 2017). 

A partir de um estudo de análise sistemática realizado no ano de 2019, estimou-se que 

4,97 milhões de mortes estavam associadas à resistência aos antimicrobianos, em que 1,27 

milhões de mortes atribuíam-se a bactérias resistentes, descrevendo-se que cada um dos seis 

principais patógenos bacterianos (Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae) 

foram responsáveis por pelo menos 250.000 mortes (Murray et al., 2022). Esta problemática 
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se agravou durante o período da pandemia de SARS-CoV-2, devido às co-infecções 

bacterianas relacionadas às condições da patologia e também pelo uso inapropriado de 

antimicrobianos (Freire et al., 2023;  Rehman, 2023; Segala et al., 2021).  

O uso indisciplinado e excessivo de antibióticos na medicina e em práticas 

agropecuárias contribui para o desenvolvimento de cepas resistentes. A exemplo, o consumo 

de sulfonamidas gera resíduos ao meio ambiente, visto que este medicamento não é 

totalmente metabolizado pelos organismos, levando à contaminação de sistemas aquáticos e 

da agricultura, o que ameaça a saúde humana, animal e vegetal (Chaturvedi et al., 2021; Lv et 

al., 2021; Moghadam et al., 2023). A concentração de micropoluentes em corpos aquáticos e 

no solo levam ao desenvolvimento de microrganismos multirresistentes a antibióticos de uso 

comum (Chaturvedi et al., 2021). 

Os patógenos ESKAPE, acrônimo para Enterococcus faecium (E), Staphylococcus 

aureus (S), Klebsiella pneumonia (K), Acinetobacter baumannii (A), Pseudomonas 

aeruginosa (P), Enterobacter spp. (E), são bactérias multirresistentes e os principais agentes 

causadores de infecções nosocomiais, transmitidas frequentemente em unidades de tratamento 

intensivo (UTIs) (Aloke; Achilonu, 2023). Por conta da urgência e da alta taxa de mortalidade 

causada por esses microrganismos, eles fazem parte da lista de patógenos prioritários da 

OMS, onde estão listadas bactérias como Acinetobacter baumannii, Campylobacter spp., 

Citrobacter spp., Morganella spp., Providencia spp., Proteus spp., Serratia spp., entre outros 

microrganismos patogênicos (OMS, 2017). Na Tabela 4, consta-se as respectivas patologias e 

resistências de algumas dessas bactérias. 

A resistência bacteriana é um mecanismo natural e evolutivo, que se divide em duas 

classes: resistência adquirida ou intrínseca (Blair et al., 2015). A resistência adquirida é 

favorecida pela plasticidade das células bacterianas, que são capazes de modificar seu código 

genético frente às condições impostas pelo ambiente, em especial quando expostas a 

antibióticos. Nessas circunstâncias, as bactérias compartilham material genético por meio de 

processos que envolvem conjugação, transdução e translocação de genes de resistência 

(Bobate et al., 2023; Munita; Arias, 2016; Okaiyeto et al., 2024). A resistência intrínseca diz 

respeito às características funcionais ou estruturais que a bactéria apresenta, como a presença 

de um envoltório celular complexo, que confere a esses microrganismos proteção e resistência 

aos danos químicos, físicos e biológicos (Blair et al., 2015; Brown et al., 2020; Okaiyeto et 

al., 2024).  

Baseado na composição da parede celular, as bactérias podem ser classificadas como 

gram-positivas ou gram-negativas. As bactérias gram-positivas possuem uma camada de 
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peptidoglicano mais espessa do que as gram-negativas, com estruturas de ácido teicoico e 

lipoteicoico ancoradas ao longo da membrana citoplasmática, que auxiliam no fator de 

virulência e de adesão celular (Brown et al., 2020). Diferentemente, as bactérias gram-

negativas apresentam maior resistência aos antibióticos, dada a composição de sua parede 

celular, que é constituída por uma camada externa de lipopolissacarídeos a qual atua 

protegendo a camada de peptidoglicano (Brown et al., 2020; Okaiyeto et al., 2024).  

Tanto as bactérias gram-positivas quanto as gram-negativas são capazes de produzir 

biofilmes, que é a habilidade desses microrganismos de sintetizar uma matriz polimérica 

extracelular de modo a aumentar a adesão bacteriana em superfícies bióticas ou abióticas, 

favorecendo sua sobrevivência em ambientes hostis e tornando a atividade patogênica mais 

resistente à ação de bactericidas. A formação de biofilmes é muito comum entre bactérias 

presentes em ambientes hospitalares, sendo responsáveis por infecções nosocomiais 

(Fernández-Billón et al., 2023; Ruhal; Kataria, 2021).  

Em virtude do cenário de super-resistência dos microrganismos patogênicos, os 

produtos naturais são explorados para o desenvolvimento de novos medicamentos. Estudos 

realizados com extratos brutos e substâncias isoladas de fungos endofíticos demonstram a 

atividade desses metabólitos contra bactérias de prioridade da OMS. A exemplo, extratos de 

fungos endofíticos de Palicourea rigida mostraram-se inibitórios contra Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis (Santos et al., 2021). Os extratos 

brutos de fungos endofíticos da hospedeira Geophila repens apresentaram atividade 

antibacteriana contra Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 

Staphylococcus aureus (Rajendran et al., 2023). O ácido graxo glicosídico isolado do fungo 

endofítico da planta Scyphiphora hydrophyllacea expressou efeito inibitório contra 

Staphylococcus aureus e contra cepas resistentes frente à meticilina (MRSA) (Zeng et al., 

2012). 
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Tabela 4 - Bactérias patogênicas de alto nível de mortalidade e suas respectivas patologias e resistências 

Microrganismo 
Coloração 

GRAM 
Patologia Resistência Referências 

Acinetobacter baumannii negativa 

Patógeno oportunista, comum em 

ambientes hospitalares e que afeta 

pacientes em estágio crítico. Capaz de 

causar pneumonia, infecções de pele, do 

sistema circulatório, do trato urinário, 

infecções nosocomiais e cirúrgicas. 

Cepas resistentes a antibióticos 

carbapenêmicos. Sua resistência aos 

fármacos está associada à capacidade de 

produzir biofilmes. 

Harding et al., 2018; 

Kipsang et al., 2023. 

Aeromonas hydrophila negativa 

Patógeno oportunista que causa 

gastroenterites, sépsis, fascite necrosante, 

endocardite e zoonoses. Agente 

etiológico de doenças em peixes, 

anfíbios, répteis, aves e mamíferos. Causa 

infecções em peixes sob condições de 

estresse e de poluição aquática, que 

podem ser transmitidas ao ser humano 

após o consumo alimentar. 

Antibióticos como ampicilina, 

bacitracina, penicilina, tetraciclina e 

estreptomicina. Sua resistência está 

associada à capacidade de produzir 

biofilmes, além da síntese de toxinas 

extracelulares. 

Rasmussen-Ivey et al., 

2016; Semwal et al., 2023. 
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Microrganismo 
Coloração 

GRAM 
Patologia Resistência Referências 

Escherichia coli negativa 

Patógeno capaz de se adaptar em diversas 

condições ambientais. Faz parte da 

microbiota gastrointestinal humana e 

animal, e em condições propícias, pode 

causar infecções em seus hospedeiros 

como diarreia, infecções do trato urinário, 

meningite, septicemia, bacteremia e 

pneumonia. Associa-se a contaminações 

hospitalares, saúde alimentar e poluição 

de sistemas aquáticos.  

Antibióticos beta-lactâmicos (ampicilina, 

amoxicilina-ácido clavulânico, 

penicilina). Sua resistência se associa à 

expressão de genes de resistência contra 

antibióticos, que permite a síntese de 

enzimas como as beta-lactamases. 

Ramatla et al., 2023; 

Ramatla et al., 2024. 

Enterococcus faecalis positiva 

Encontra-se presente na microbiota 

estomacal de diversos animais, desde 

humanos até insetos. Causa infecções 

oportunistas em indivíduos 

imunossuprimidos. Responsável por 

contaminações em ambientes hospitalares 

e ecossistemas aquáticos.  

Antibióticos ciprofloxacino, 

oxitetraciclina e ampicilina. Sua 

resistência se associa aos fatores de 

virulência controlados por quorum 

sensing e pela formação de biofilmes. 

Ali et al., 2022; Xiao et al., 

2024. 

Klebsiella pneumoniae negativa 

Infecções que acometem diversos órgãos, 

principalmente o trato respiratório e 

gastrointestinal. Agente etiológico de 

pneumonias, doenças no sistema nervoso 

central, meningite, bacteremia, infecções 

endovasculares. Afeta pacientes 

imunossuprimidos em alas de tratamento 

intensivo. 

Algumas cepas são resistentes aos 

antibióticos carbapenêmicos. Capaz de 

formar biofilmes que se aderem a 

diversas superfícies 

Saifi et al., 2024; Wang et 

al., 2023. 
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Microrganismo 
Coloração 

GRAM 
Patologia Resistência Referências 

Morganella morganii negativa 

Patógeno oportunista que está presente na 

microbiota de seres mamíferos. 

Responsável por Infecções nosocomiais, 

em pacientes imunossuprimidos e 

pacientes em tratamento intensivo. 

Cepas resistentes a uma variedade de 

antibióticos, sendo eles: glicopeptídeos, 

lincosamidas, estreptograminas, 

rifampicina, tetraciclinas, colistina e 

nitrofurantoína.  

Alsaadi et al., 2023; Liu et 

al., 2016 

Pseudomonas aeruginosa negativa 

Pneumonia, infecções no trato 

gastrointestinal, no trato urinário, na pele, 

otite externa, ceratite bacteriana. Causa 

sérias infecções em pacientes 

imunossuprimidos e em alas de 

tratamento intensivo. 

Cepas resistentes aos antibióticos 

carbapenêmicos, fluoroquinolonas e 

cefalosporinas. 

Li et al., 2024; Sathe et al., 

2023 

Salmonella enterica negativa 

Patógeno presente na microbiota de aves 

e suínos, responsável pela contaminação 

de alimentos. Além de infectar humanos, 

afeta animais domésticos e não-

domésticos (mamíferos, aves e répteis).  

Resistência aos antibióticos beta-

lactâmicos, carbapanêmicos e colistina. 

Monte et al., 2019; Santos 

et al., 2022. 
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Microrganismo 
Coloração 

GRAM 
Patologia Resistência Referências 

Serratia marcescens negativa 

Patógeno oportunista, presente na 

microbiota de corais, nematoides, insetos, 

plantas e mamíferos. Afeta pacientes 

imunossuprimidos, causando pneumonia, 

sépsis, meningite, peritonite, endocardite, 

artrite e infecções cutâneas e no trato 

urinário. Também causa risco 

fitossanitário em determinadas culturas 

como milho, pimenta, girassol, entre 

outros. 

Resistência aos antibióticos beta-

lactâmicos, aminoglicosídeos, quinolonas 

e macrolídeos. 

Sandner-Miranda et al., 

2018; Tavares-Carreon et 

al., 2023. 

Staphylococcus aureus positiva 

Patógeno oportunista, presente na 

microbiota da mucosa e da pele. 

Responsável por infecções cutâneas, 

sépsis,  pericardite, osteomielite, 

meningite, pneumonia, endocardite e 

contaminação de fontes alimentícias. 

Cepas resistentes aos antibióticos beta-

lactâmicos (cefalosporinas e penicilinas) 

Samutela et al., 2021; 

Tataru et al., 2023 
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2.8. Artemia salina L.: ensaio de toxicidade frente ao crustáceo 

Artemia Leach é um gênero de crustáceos filtradores adaptados para sobrevivência em 

ambientes hipersalinos, muito utilizado na aquicultura como principal fonte de nutrientes para 

peixes e outros animais (Dairiki et al., 2022; van Stappen, 2002).  

A espécie Artemia salina é utilizada como organismo modelo em testes de toxicidade 

por conta da sua correlação com testes de atividade antitumoral realizados em mamíferos 

(Parra et al., 2001; Hamidi et al., 2014; Hossain et al., 2018). O ensaio consiste em investigar 

o percentual de letalidade de substâncias contra as larvas (ou náuplios) de Artemia, a fim de 

calcular a concentração letal de 50% (CL50) das amostras e avaliar seus níveis de toxicidade.  

Os resultados dos testes com A. salina podem ser indicativos para bioatividade contra 

células tumorais (Narkhede et al., 2022), ou que as amostras não são tóxicas frente células 

saudáveis (Naidu et al., 2014; Sereno et al., 2024; Spinelli et al., 2023). Experimentos com A. 

salina são acessíveis, rápidos, econômicos e reprodutíveis para a rotina laboratorial, além de 

serem uma alternativa com menos restrições éticas em comparação aos ensaios 

convencionais, por se tratarem de seres invertebrados (Libralato et al., 2016; Freires et al., 

2017; Ntungwe et al., 2020).  

Esses organismos são muito utilizados em testes ecotoxicológicos, que avaliam os 

impactos ambientais de agentes químicos e físicos em populações e comunidades de um 

ecossistema definido, como em estudos para avaliação da nanotoxicidade de ambientes 

aquáticos (Do et al., 2023; Rajabi et al., 2015; Persoone; Wells, 1987). Além disso, são 

empregados em bioensaios para avaliação da toxicidade de produtos naturais, como extratos 

de plantas e de microrganismos, visto que seus resultados são utilizados como parâmetro para 

seleção das substâncias de interesse para estudos in vivo (Arcanjo et al., 2012; Hossain et al., 

2018; Ntungwe et al., 2020). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Investigar a composição química e a atividade biológica dos extratos de fungos 

endofíticos de Palicourea prancei. 

3.2. Objetivos específicos 

● Caracterizar o perfil químico dos extratos de fungos endofíticos de P. prancei. 

● Avaliar as atividades antibacteriana e de toxicidade sobre Artemia salina dos extratos 

brutos de fungos endofíticos de P. prancei; 

● Isolar e identificar as substâncias contidas no extrato do fungo endofítico selecionado. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Coleta e desinfestação do material vegetal para isolamento dos fungos endofíticos 

Os fungos endofíticos utilizados neste estudo foram isolados de folhas da planta P. 

prancei pelo Dr. Weison Silva em 2016, com espécime coletado na Reserva Florestal Adolfo 

Ducke (coordenadas: 2°48’ S, 59°54’ W) em 29/06/2016 e exsicata depositada no herbário do 

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA I), sob o número de registro 276383. O 

estudo está registrado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN/MMA) sob o número: ADA0FB9. 

Os processos de desinfestação do material vegetal, isolamento, purificação e 

conservação dos fungos endofíticos foram realizados no Laboratório de Bioprospecção e 

Biotecnologia (INPA I), pelo Dr. Weison Silva em 2016. O material vegetal foi submetido a 

uma pré-desinfestação, com lavagem em água corrente para a eliminação de sujidades. O 

processo de desinfestação foi realizado em cabine de segurança biológica, segundo o 

protocolo de Souza (2006), utilizando-se álcool 70% e hipoclorito de sódio 2,5% como 

agentes desinfestantes. Após a desinfestação, as folhas foram seccionadas em fragmentos de 

aproximadamente 1 cm, sendo inoculados 5 fragmentos em cada placa de Petri contendo meio 

Sabouraud dextrose ágar (SB) e meio batata dextrose ágar (BDA), suplementados de 

antibiótico oxitetraciclina (125 µg/mL). As placas foram incubadas em BOD a 30 °C por 12 

dias para acompanhamento do crescimento dos fungos endofíticos ao longo do fragmento 

vegetal. Realizou-se o controle da água de lavagem para verificação da eficiência do método 

para a eliminação dos microrganismos epifíticos, aliquotando-se 500 µL em três placas 

contendo os meios de cultura SB e BDA. 
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Atestada a efetividade da desinfestação, realizou-se o repique dos fungos em novos 

meios de cultura (SB e BDA) para a purificação das colônias. Os fungos endofíticos foram 

conservados pelo método de criopreservação, onde os fragmentos miceliais de cada fungo 

foram transferidos para microtubos contendo solução de caldo nutriente e glicerol a 20% v/v 

para acondicionamento em ultrafreezer (-80 °C) (Figura 6). 

Figura 6 - Ilustração dos processos de desinfestação, isolamento, purificação e conservação dos fungos 

endofíticos isolados de P. prancei 

  
*procedimento realizado pelo Dr. Weison Silva em 2016 

Ilustrações elaboradas na plataforma BioRender.com         

4.2. Reativação dos fungos endofíticos 

 Os fungos endofíticos de P. prancei que estavam criopreservados a -80 °C foram 

reativados em meios sólidos batata dextrose ágar (BDA) e ágar Sabouraud (SB). Em cada 

placa, foi adicionado um fragmento preservado no centro do meio de cultura. As placas foram 

acondicionadas em incubadora BOD (30 °C) para crescimento durante 12 dias. Após esse 

período, cada cultura viável foi separada e agrupada em função do padrão de crescimento dos 

micélios e das semelhanças macroscópicas do verso das placas, a fim de reunir possíveis 

grupos pertencentes ao mesmo gênero e/ou espécie. Ao total, foram reativados 35 fungos 

endofíticos, onde 12 microrganismos foram selecionados e agrupados em 6 grupos. 
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4.3. Avaliação preliminar dos metabólitos dos fungos endofíticos de Palicourea prancei 

4.3.1. Cultivo submerso em pequena escala dos fungos endofíticos e extração dos 

metabólitos dos micélios 

Na Figura 7, está representado o fluxograma das etapas do cultivo submerso. Os 

fungos reativados foram submetidos ao cultivo submerso em meio líquido contendo 250 mL 

de caldo Sabouraud acrescido de 0,2% de extrato de levedura (SBL) em frascos Erlenmeyer 

de 500 mL. Foram inoculados 3 fragmentos de fungos reativados em cada frasco. Os 

fragmentos foram seccionados com diâmetros de aproximadamente 7 x 7 mm, coletando-se os 

inóculos da extremidade dos micélios, referente às regiões de crescimento mais recente do 

microrganismo. Os frascos foram mantidos em incubadora Shaker (Tecnal, TE-420) durante 

20 dias a 30 °C, a 120 rpm. Após o término do cultivo, realizou-se filtração a vácuo 

(Kitassato, funil de Buchner e papel filtro) para separação dos micélios e dos caldos 

metabólicos. Em seguida, os micélios de cada fungo foram secos em papel filtro e pesados em 

balança semi-analítica para aferir o valor da massa micelial e realizar o cálculo do 

rendimento.  

Para a extração dos metabólitos dos micélios, foram realizadas 3 extrações com 

solvente metanol (MeOH) em banho de ultrassom (Unique, Ultra Cleaner) por 20 min, para 

cada extração. A quantidade de MeOH utilizada para as extrações obedeceu a proporção de 1 

g de micélio para 5 mL de solvente. Os extratos foram concentrados em evaporador rotatório 

(Fisatom, 550) a 40 °C, a 40 rpm e postos para secagem completa do solvente, para posterior 

pesagem das massas obtidas e cálculo de rendimento.  

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%)  =  
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑖𝑎𝑙
×  100 
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Figura 7 - Fluxograma do cultivo submerso em caldo Sabouraud (SBL) dos fungos endofíticos de P. prancei 

para obtenção dos extratos MeOH 

 

4.3.2. Análise cromatográfica dos extratos fúngicos 

 Para a análise inicial do perfil químico dos extratos fúngicos, aplicou-se a técnica de 

cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), sendo utilizadas cromatofolhas de 

sílica (Alugram® Xtra SIL) com indicador de fluorescência UV 254 nm. As alíquotas das 

amostras solubilizadas (100 mg/mL) foram aplicadas nas cromatoplacas com auxílio de 

capilares de vidro. Como fase móvel, utilizou-se sistemas de solventes orgânicos em 

diferentes proporções. Após a eluição, a fim de revelar as substâncias de interesse presentes 

em cada amostra, empregou-se como revelador físico a luz ultravioleta (UV) nos 

comprimentos de onda 254 nm e 365 nm, e como reveladores químicos: anisaldeído sulfúrico, 

cloreto de alumínio (AlCl3), cloreto férrico (FeCl3), reagente de Dragendorff, sulfato cérico 

(Ce(SO4)2) e vapores de iodo (Collins et al., 2006). 

4.4. Identificação do fungo endofítico Xylaria cubensis G1 PP8 

 A identificação pelo método molecular do fungo endofítico Xylaria cubensis G1 PP8 

foi realizado na Fundação Oswaldo Cruz – Instituto Leônidas e Maria Deane (FIOCRUZ) em 

Manaus - AM, consistindo nas etapas: extração do DNA genômico, amplificação da região 

ITS, purificação do produto amplificado e sequenciamento. 
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 Foi extraído o DNA genômico do microrganismo selecionado por meio do kit DNeasy 

Blood and Tissue (Qiagen) conforme o protocolo do fabricante. Em seguida, as amostras 

foram amplificadas por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR), com a utilização de 

iniciadores que flanqueiam alvos desde a região 3’ do gene 18S rRNA até a região 5’ do gene 

28S rRNA, correspondente ao espaçador interno transcrito (ITS) ITS1 - 5,8S - ITS2. Esta 

região apresenta alto nível de conservação e é muito utilizada em estudos de caracterização de 

espécies fúngicas (Gurgel, 2020b). 

 As amplificações da região ITS de cada microrganismo foram submetidas à 

eletroforese em gel de agarose, corado com GelRed (Biotium). A purificação dos fragmentos 

amplificados foi realizada com PEG 20% para remoção dos reagentes não incorporados 

durante a amplificação, para posterior sequenciamento nucleotídico pela técnica de Sanger, na 

plataforma genômica do ILMD. Os eletroferogramas foram utilizados para a construção dos 

contigs e contagem final de cada sequência, com auxílio de softwares de bioinformática. As 

sequências obtidas foram submetidas a identificação a nível de espécie por meio de 

comparação com sequências depositadas no banco de dados GenBank. 

 A identificação morfológica do gênero do fungo selecionado foi realizada em parceria 

com o Laboratório de Química Aplicada à Tecnologia (EST/UEA). 

4.5. Avaliação química dos metabólitos do fungo endofítico Xylaria cubensis G1 PP8 

4.5.1. Cultivo submerso em escala ampliada e extração dos metabólitos dos micélios 

O fungo Xylaria cubensis G1 PP8 foi submetido ao cultivo submerso em escala 

ampliada, onde os parâmetros de volume e fragmentos foram ampliados em 10 vezes em 

relação às condições do cultivo inicial descrito no item 4.3.1. Preparou-se um volume total de 

5.000 mL de caldo Sabouraud acrescidos de 0,2% de extrato de levedura, dividindo-se 2.500 

mL de meio líquido em dois frascos com volume de 5.000 mL. Foram inoculados nos 

respectivos frascos 30 fragmentos dos micélios do fungo. Cada fragmento apresentava 

diâmetro equivalente a 7 x 7 mm e coletou-se os inóculos da extremidade dos micélios, 

referente às regiões de crescimento mais recente do fungo. As condições de crescimento, 

secagem e filtração estão descritas no item 4.3.1. 

Os metabólitos miceliais foram extraídos com solvente MeOH (400 mL), em três 

repetições, com auxílio do banho de ultrassom durante 20 min. O conteúdo extraído foi 

concentrado em evaporador rotatório (40 °C, 40 rpm). O material concentrado foi posto para 

secagem em capela de exaustão, para posterior pesagem das massas obtidas e cálculo de 

rendimento. O extrato foi submetido a análises químicas (CCDC e RMN de 1H) e biológicas. 
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A Figura 8 contém um resumo dos procedimentos realizados para a obtenção do 

extrato MeOH micelial e sua fase AcOEt, a qual foi utilizada para o fracionamento. 

Figura 8 - Fluxograma do cultivo em escala ampliada do fungo X. cubensis G1 PP8 para obtenção do extrato 
MeOH do micélio e sua fase AcOEt 

 

4.5.2. Partição líquido-líquido do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8 

O extrato MeOH (10,008 g) do micélio foi solubilizado em solução hidrometanólica 

(7:3 v/v), obedecendo a proporção de 1 g de extrato para 50 mL de solução. Após a 

solubilização, a solução hidrometanólica foi transferida para um funil de separação, 

adicionando-se solvente AcOEt na proporção 1:1 v/v, promovendo uma mistura íntima entre 

as substâncias que possuíam afinidade com o solvente por meio de agitação dos líquidos. 

Após a agitação, o funil foi mantido em repouso até a formação de duas fases de líquidos 

imiscíveis. Esse processo foi realizado em três repetições, até que a fase com o solvente 

AcOEt estivesse incolor (Figura 9). Ao fim, obteve-se as fases AcOEt e hidrometanólica, que 

foram submetidas a concentração em evaporador rotatório e secagem em capela de exaustão 

de gases. Após a secagem, aferiu-se a massa total das fases em balança analítica e aplicaram-

se técnicas de CCDC para a obtenção de seus perfis químicos, conforme descrito no item 
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4.3.2. A partir disso, a fase AcOEt foi selecionada para o fracionamento e realização dos 

ensaios biológicos. 

Figura 9 - Etapas do processo de partição líquido-líquido do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8 

        
Ilustrações elaboradas na plataforma BioRender.com    

4.5.3. Fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8 

As análises realizadas em CCDC foram utilizadas como parâmetro para a escolha da 

fase estacionária e dos eluentes mais eficazes para a separação dos metabólitos da fase AcOEt 

do extrato MeOH do fungo X. cubensis G1 PP8. Para o isolamento e purificação das 

substâncias de interesse, foram empregadas técnicas de cromatografia em coluna aberta 

(CCA). A Figura 10 representa o fluxograma do fracionamento.  

Para o fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH, inicialmente obteve-se uma 

pastilha preparada com alumina neutra e 680 mg da amostra. A pastilha foi adicionada à 

coluna (h x Ø: 40 x 1,5 cm) empacotada com alumina neutra, obedecendo-se à proporção 

1:100 (1 g de extrato : 100 g de fase estacionária). A eluição foi realizada com DCM, 

gradientes de DCM/MeOH e finalizada em MeOH. Ao fim, coletou-se 65 frações (Quadro 1) 

as quais foram analisadas por CCDC (método descrito no item 4.3.2) e posteriormente 

reunidas. 
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Figura 10 - Fluxograma do fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8 

 

Quadro 1 - Sistemas de eluição utilizados para o fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de 

X. cubensis G1 PP8 e as respectivas frações coletadas de cada sistema 

Cromatografia em coluna aberta da fase AcOEt 

Sistema de eluição Frações coletadas 

DCM 100% 1-13 

DCM/MeOH 95:5 14-20 

DCM/MeOH 9:1 21-22 

DCM/MeOH 8:2 23-37 

DCM/MeOH 7:3 38-52 

DCM/MeOH 1:1 53-64 

MeOH 100% 65 
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A fração 17-20 (88,6 mg) foi submetida a novo fracionamento em coluna aberta de 

sílica gel (230-400 mesh, h x Ø: 27,5 x 1 cm) e eluída em DCM e em gradientes de 

DCM/MeOH, obtendo-se 18 frações no total (Quadro 2), as quais foram analisadas por 

técnicas de CCDC (método descrito no item 4.3.2). As frações 5 (36,2 mg) e 6-7 (5 mg) 

apresentaram indícios de substância nitrogenada ao revelarem em reagente de Dragendorff e 

foram enviadas para análises uni e bidimensionais de RMN. Da fração F6-7, isolou-se a 

substância 1, enquanto F5 demonstrou ser mistura da substância em questão. 

Quadro 2 - Sistemas de eluição utilizados para o fracionamento da mistura de frações F17-20 e as respectivas 

frações coletadas de cada sistema 

Cromatografia em coluna aberta da fração F17-20 

Sistema de eluição Frações coletadas 

DCM 100% 1 

DCM/MeOH 99:1 2-4 

DCM/MeOH 98:2 5-6 

DCM/MeOH 97:3 7 

DCM/MeOH 95:5 8-10 

DCM/MeOH 9:1 11-13 

DCM/MeOH 8:2 14-16 

DCM/MeOH 7:3 17-18 

4.6. Identificação estrutural da substância isolada 

 Os experimentos de ressonância magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas 

(EM) foram realizados em parceria com a Central Analítica do Laboratório Temático de 

Química de Produtos Naturais do INPA (CA - LTQPN/INPA). 

4.6.1. Ressonância magnética nuclear (RMN) 

 As amostras foram solubilizadas em solvente orgânico deuterado, conforme descrito 

na Tabela 5. Obteve-se os espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) em 

equipamento Fourier 300 UltraShield (Bruker), o qual foi operado a 300 MHz para 1H uni e 

bidimensionais como Correlated Spectroscopy (COSY), Heteronuclear Single Quantum 

Correlation (HSQC) e Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC) e a 75 MHz para 

13C [Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT) 135°] (Silverstein et al., 

2005). Para o processamento dos dados e avaliação dos espectros, foi utilizado o software 
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TopSpin 4.4.1 (Bruker). Todos os deslocamentos químicos (𝛿) foram expressos em unidades 

de parte por milhão (ppm) relativos ao sinal do solvente deuterado e as constantes de 

acoplamento (J) foram registradas em hertz (Hz). 

Tabela 5 - Relação das amostras enviadas para análises de RMN e suas respectivas massas, solventes utilizados 

para solubilização e os tipos de análises empregadas 

Amostra Massa (mg) Solvente Análise 

Extrato MeOH 15 DMSO-d6 
1H 

Fase AcOEt 15 CDCl3 
1H 

F5 (C2) 36,2 DMSO-d6 uni e bid. 

F6-7 (C2) 5 DMSO-d6 uni e bid. 

 

4.6.2. Espectrometria de massas (EM) 

 Forneceu-se 1 mg da substância 1 para realização dos experimentos por espectrometria 

de massas (EM). As análises por EM foram realizadas em fonte de ionização por Electrospray 

(IES ou ESI) no modo positivo, em espectrômetro de massas MicroTOF-Q II (Bruker) de alta 

resolução. 

4.7. Ensaios biológicos 

4.7.1. Ensaio de atividade antibacteriana 

Os ensaios de atividade antibacteriana dos extratos MeOH (pequena e escala 

ampliada) e da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8 foram 

realizados utilizando o método de microdiluição em placas de 96 poços (CLSI, 2015). As 

cepas utilizadas neste ensaio foram concedidas pelo Instituto Leônidas e Maria Deane 

(ILMD) - Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), conforme descritas na Tabela 6. 

 As cepas foram reativadas em meio ágar Mueller Hinton e mantidas em BOD para 

crescimento durante 24 h, a 37 °C. Após esse período, preparou-se a suspensão de células 

bacterianas seguindo a turvação de 0,5 da escala McFarland, equivalente a uma suspensão 

contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. Para o preparo das amostras, separaram-se 10 

mg de cada extrato para diluição em DMSO 5%.  

Adicionaram-se em cada poço 90 µL de caldo Mueller Hinton com as amostras, para 

serem inicialmente testadas à concentração de 1000 µg/mL, em triplicata, acrescidos de 10 µL 

do inóculo. Como controles negativo e positivo, foram utilizados DMSO 5% e o antibiótico 

oxitetraciclina (125 µg/mL), respectivamente, aplicando-se 100 µL de cada controle aos 
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poços junto com os inóculos. Ao final, as placas de microdiluição foram mantidas em 

incubadora BOD durante 24 h, a 37 °C. Acompanhou-se a inibição do crescimento em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 625 nm, aferindo-se a diferença de densidade 

óptica entre as leituras inicial e final. Os dados foram tratados em planilhas e gráficos a partir 

do software LibreOffice Calc (Versão 7.5.3.2). 

Tabela 6 - Cepas de bactérias patogênicas testadas no ensaio antibacteriano frente aos extratos fúngicos de P. 

prancei 

Linhagem1 Bactérias patogênicas Sigla 
Coloração de 

GRAM 

0664 Acinetobacter baumannii AB - 

0162  Aeromonas hydrophila AH - 

0006 Escherichia coli EC - 

0621 Enterococcus faecalis EFL + 

0051 Klebsiella pneumoniae KP - 

0138 Morganella morganii MM - 

0519 Pseudomonas aeruginosa PA - 

0026 Staphylococcus aureus SA + 

0209 Salmonella enterica SE - 

0069 Serratia marcescens SM - 
1Linhagem de bactérias ILMD-Fiocruz (CBAM)  

 

4.7.2. Ensaio de toxicidade frente à Artemia salina 

Os ensaios para avaliar a atividade tóxica dos extratos MeOH (pequena e escala 

ampliada) e da fase AcOEt do extrato MeOH do fungo G1 PP8 frente à A. salina foram 

realizados em triplicata, inicialmente para as concentrações 1000 µg/mL e 500 µg/mL, 

solubilizando-se 10 mg de cada extrato fúngico do micélio em 250 µL de dimetilsulfóxido 

(DMSO) e em 750 µL de água salina. A partir dos resultados obtidos, realizaram-se testes em 

concentrações menores (250 µg/mL; 125 µg/mL; 60 µg/mL; 30 µg/mL; 15 µg/mL; 7,5 

µg/mL; 3,75 µg/mL; 0,95 µg/mL; 0,25 µg/mL) para os extratos tóxicos. 

Para a coleta dos náuplios, foram adicionados 20 mg de cistos de A. salina em 

solução salina (38 g/L de sal marinho), mantidos sob aeração e luz artificial durante 48 h. Em 

placas de 24 poços, foram transferidos 200 µL de água salina contendo 10 indivíduos de 

Artemia em todos os poços, onde foram aliquotadas as diferentes concentrações das amostras 

(extratos MeOH e fase AcOEt), completando-se com água salina até alcançar o volume total 

de 1000 µL em todos os poços (concentração de amostras e controles). Em triplicata, aplicou-

se como controle negativo 100 µL da mistura de DMSO (250 µL) e água salina (450 µL), 

enquanto foram aplicados 500 µL do controle positivo, composto pela solução de dicromato 

de potássio 1%. As placas foram incubadas sob luz artificial a 25 °C por 24 h, para posterior 
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contabilização dos indivíduos sobreviventes. Para o cálculo da concentração letal (CL50), foi 

utilizado o programa estatístico GraphPad Prism 10.4.1. A classificação da toxicidade das 

amostras para as concentrações testadas nos ensaios preliminares está representada no 

Quadro 3. 

Quadro 3 - Níveis de toxicidade baseados no percentual de mortalidade dos náuplios de A. salina para testes em 

concentrações de 1000 e 500 µg/mL 

Mortalidade (em %) Classificação 

0 - 9% Não tóxico 

10 - 49% Ligeiramente tóxico 

50 - 89% Tóxico 

90 - 100% Altamente tóxico 

Fonte: Atayde et al., (2011); Harwig e Scott (1971) 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Reativação dos fungos endofíticos  

 Ao total, foram reativados 35 fungos endofíticos isolados de folhas de P. prancei, e de 

acordo com a viabilidade das reativações dentro do período de 12 dias e com a macroscopia 

dos micélios, selecionaram-se 12 fungos para realização do cultivo submerso. Os 

microrganismos foram subdivididos em grupos, baseados nas características do verso das 

placas, uma vez que a macromorfologia dos micélios dos fungos isolados é majoritariamente 

cotonosa com halos brancos e acinzentados. Desse modo, foi possível dividi-los em 6 grupos 

diferentes, conforme ilustrado na Tabela 7.  

Tabela 7 - Características macroscópicas dos fungos endofíticos reativados a partir da planta P. prancei 

Fungo Frente Verso 

Grupo 1 (G1) - Característica do verso: centro claro 

G1 PP4 
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G1 PP7 

 

  

G1 PP8 

 

  

Grupo 2 (G2) - Característica do verso: halo externo escuro e halo interno claro 

G2 PP5 

 

 

  

G2 PP12 

 

 

  

Grupo 3 (G3) - Característica do verso: halo externo claro e halo interno escuro 

G3 PP3 
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Grupo 4 (G4) - Característica do verso: centro escuro 

G4 PP6 

  

G4 PP11 

  

Grupo 5 (G5) - Característica do verso: halo escuro 

G5 PP6 

  

G5 PP14 

  

Grupo 6 (G6) - Característica do verso: estriado 
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G6 PP7 

  

G6 PP15 

  

Tabela 8 - Classificação dos fungos endofíticos de P. prancei 

Grupo Código Meio de cultura 

G1  PP4 BDA 

G1 PP7 BDA 

G1 PP8 BDA 

G2 PP5 BDA 

G2 PP12 SB 

G3 PP3 BDA 

G4 PP6 SB 

G4 PP11 SB 

G5 PP6 SB 

G5 PP14 SB 

G6 PP7 SB 

G6 PP15 SB 

 

Destaca-se que os microrganismos utilizados neste trabalho estavam sob 

criopreservação, sendo necessário reativá-los. Utilizou-se os meios de cultura ágar Sabouraud 

(SB) e ágar batata dextrose (BDA) para o cultivo dos fungos, uma vez que o isolamento foi 

realizado utilizando ambos os meios para os respectivos microrganismos, conforme consta na 

Tabela 8. Ao total, foram reativados 35 fungos e 27 culturas mostraram-se viáveis, inferindo-

se que o método de conservação dos fungos endofíticos foi efetiva. Entretanto, repiques 

sucessivos possibilitam alterações genéticas (mutagênese) e morfológicas desses 
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microrganismos, podendo influenciar diretamente na produção de metabólitos secundários 

(Lei et al., 2024).  

 Em espécies de Palicourea, já foi reportada a presença dos fungos endofíticos 

Colletotrichum sp., Diaphorte sp. e Pestalotiopsis sp. (Santos et al., 2021), Arthrinium 

arundinis, Clonostachys sp., Fusarium proliferatum e Xylaria sp. (Hinterdobler; Schinnerl, 

2019), Aspergillus sp., Glomerella sp., Guignardia sp. e Phomopsis sp. (Souza et al., 2004). 

5.2. Avaliação preliminar dos metabólitos dos fungos endofíticos de Palicourea prancei 

5.2.1. Rendimento dos extratos fúngicos 

 Após o cultivo submerso em meio SBL, a extração dos micélios realizada com MeOH 

resultou na obtenção dos extratos brutos, em que as amostras de G1 PP8, G4 PP11 e G6 PP7 

apresentaram massas totais equivalentes a 738,8 mg, 456,0 mg e 440,2 mg, respectivamente, 

sendo os três maiores valores entre os extratos obtidos. Apesar de ter apresentado a maior 

massa micelial e a maior massa de extrato bruto, G1 PP8 expressou o menor rendimento 

(2,9%), enquanto G1 PP4 apresentou o maior rendimento (5,5%), seguido de G1 PP7 (5,1%) e 

G2 PP5 (4,4%) (Tabela 9). 

 Dentre os fungos endofíticos selecionados, destaca-se que o fungo G1 PP8, em meio 

sólido BDA, apresentou um crescimento relativamente lento em relação aos outros 

microrganismos, conforme as características dos micélios contidas na Tabela 7. Já em meio 

líquido (SBL), G1 PP8 apresentou a maior massa micelial, evidenciando que fatores como a 

composição do meio de cultura, condições de cultivo (agitado ou estático), aeração, 

temperatura e tempo de cultivo influenciam diretamente no metabolismo do microrganismo, 

sendo cruciais para a produção de metabólitos de interesse.  

 Em relação à composição dos meios de cultura utilizados, observa-se que o meio BDA 

é composto majoritariamente por fontes de carbono, como amido de batata e dextrose, 

enquanto o meio caldo Sabouraud é rico em peptonas, provenientes da mistura de digestivo 

péptico de tecido animal e digestivo pancreático de caseína, que são fontes de nitrogênio, 

além disso, a suplementação com extrato de levedura também contém fontes de N (Acharya; 

Hare, 2022). No estudo de Brinda et al. (2021), comparou-se o crescimento micelial de 

cogumelos nos meios BDA e BDPA (batata dextrose peptona ágar), e verificou-se que o meio 

suplementado com peptona foi capaz de acelerar o crescimento dos fungos. Em um estudo 

realizado com fungos filamentosos, os meios caldo Sabouraud e YNB, que são meios que 

contêm fontes de nitrogênio, apresentaram os maiores índices de crescimento para os 

microrganismos Aspergillus fumigatus e Rhizopus microsporus (Meletiadis et al., 2001). 
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Sendo assim, infere-se que o alto crescimento micelial do fungo G1 PP8 pode estar associado 

às fontes de nitrogênio presentes tanto no caldo Sabouraud, quanto no extrato de levedura. 

Tabela 9 - Relação das massas miceliais, dos extratos MeOH e seus respectivos rendimentos 

Fungo 
Massa micelial  

(g) 

Extrato de MeOH  

(g) 

Rendimento  

(%) 

G1 PP4 7,050 0,3910 5,5 

G1 PP7 7,590 0,3868 5,1 

G1 PP8 25,670 0,7388 2,9 

G2 PP5 8,550 0,3791 4,4 

G2 PP12 8,770 0,3396 3,9 

G3 PP3 10,870 0,3819 3,5 

G4 PP6 10,130 0,3744 3,7 

G4 PP11 12,030 0,4560 3,8 

G5 PP6 8,970 0,1659 1,8 

G5 PP14 7,650 0,2168 2,8 

G6 PP7 11,790 0,4402 3,7 

G6 PP15 5,580 0,1913 3,4 

 

5.2.2. Análise cromatográfica dos extratos fúngicos 

 Os extratos MeOH dos micélios obtidos por meio da massa micelial foram eluídos em 

fase móvel AcOEt/acetona (1:1), permitindo a verificação das principais classes químicas 

presentes nas amostras a partir do emprego de reveladores físicos e químicos, conforme os 

resultados mostrados na Figura 11.  

Todos os extratos apresentaram fluorescência nos reveladores físicos (UV 254 nm e 

365 nm) e manchas na presença de vapores de iodo, o que indicam a presença de substâncias 

com ligações duplas e ligações duplas conjugadas. Frente ao revelador cloreto de alumínio, os 

cromóforos observados em UV 365 nm foram intensificados. Em relação aos reveladores 

anisaldeído sulfúrico e sulfato cérico, os extratos expressaram manchas de coloração 

arroxeada e rosada, o que sugere a presença de terpenos ou esteroides, porém as bandas 

observadas em Ce(SO4)2 foram menos intensas do que aquelas que se apresentaram em 

anisaldeído. Todas as amostras reagiram em cloreto férrico, apresentando colorações 

escurecidas, inferindo-se a presença de substâncias fenólicas. Frente ao reagente de 

Dragendorff, todos os extratos revelaram manchas alaranjadas que caracterizam substâncias 

nitrogenadas. No entanto, somente o extrato de G1 PP8 apresentou uma leve mancha de 
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eluição além da origem, ao contrário dos outros extratos, cujas bandas permaneceram retidas 

no ponto de aplicação (Figura 11.H). 

Com base nos dados obtidos por CCDC, os doze extratos miceliais manifestaram 

indícios de substâncias com ligações duplas, podendo haver a presença de terpenos, fenólicos 

e alcaloides. Esses resultados corroboram com a literatura, visto que Palicourea é um gênero 

abundante em alcaloides indólicos monoterpênicos e, por isso, análises realizadas em CCD 

costumam ser positivas para o revelador Dragendorff (Cavarsan et al., 2017). 

Embora os alcaloides sejam um traço quimiotaxonômico entre plantas do gênero 

Palicourea, não são todas as espécies que apresentam esses metabólitos em sua fitoquímica, 

dado a influência de fatores intrínsecos e exógenos à hospedeira, como a variabilidade 

genética de seus indivíduos e as condições edafoclimáticas (Tan et al., 2012). Além disso, 

acrescenta-se que as condições de extração e de cultivo (nutrição, aeração, temperatura) 

atuam diretamente no perfil químico dos microrganismos, visto que o cultivo axênico tende a 

reduzir a biossíntese de metabólitos, já que a dinâmica endófito-hospedeira desempenha um 

papel importante para o metabolismo secundário (Gupta et al., 2020; Kusari e Spiteller, 

2012). 

Tabela 10 - Classes químicas dos extratos MeOH dos micélios de fungos endofíticos de P. prancei 

N° Extrato 
Duplas 

ligações 
Alcaloides Terpenos 

Substâncias 

Fenólicas 

1 G1 PP4  + - + + 

2 G1 PP7  + - + + 

3 G1 PP8  + + + + 

4 G2 PP5 + - + + 

5 G2 PP12  + - + + 

6 G3 PP3  + - + + 

7 G4 PP6  + - + + 

8 G4 PP11  + - + + 

9 G5 PP6  + - + + 

10 G5 PP14  + - + + 

11 G6 PP7  + - + + 

12 G6 PP15  + - + + 

(+): presença de manchas; (-): ausência de manchas
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Figura 11 - Cromatoplacas dos extratos MeOH dos micélios de 12 fungos endofíticos isolados de P. prancei 

Legenda: Sistema de eluição AcOEt/acetona (1:1). Reveladores: A: UV 254 nm, B: UV 365 

nm, C: cloreto de alumínio (AlCl3) em UV 365 nm, D: vapor de iodo, E: anisaldeído 

sulfúrico, F: sulfato cérico (Ce(SO4)2), G: cloreto férrico (FeCl3), H: reagente de 

Dragendorff. 
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5.3. Ensaios biológicos preliminares dos extratos fúngicos de Palicourea prancei 

5.3.1. Ensaio de atividade antibacteriana 

 No ensaio preliminar à concentração de 1000 µg/mL, realizado pelo método de 

microdiluição em caldo, os extratos MeOH dos micélios de G1 PP8 e G2 PP5 apresentaram 

atividade bacteriostática frente aos microrganismos Aeromonas hydrophila e Staphylococcus 

aureus (Tabela 11).  

Contra A. hydrophila e S. aureus, G1 PP8 demonstrou percentuais de inibição 

equivalentes a 44,69 ± 0,03 e 35,78 ± 0,02, respectivamente. Já o extrato G2 PP5 foi inibitório 

a um percentual de 48,68 ± 0,02 frente à A. hydrophila e 58,37 ± 0,01 contra S. aureus. O 

extrato G3 PP3 mostrou-se ativo para A. hydrophila (29,11 ± 0,12) e Pseudomonas 

aeruginosa (24,31 ± 0,02). O extrato G5 PP14 somente apresentou atividade para S. aureus 

(33,12 ± 0,06). G5 PP6 e G1 PP4 foram os extratos que exibiram os menores percentuais de 

inibição, com baixo grau de significância (Tabela 11). 

A atividade antibacteriana dos extratos brutos dos fungos endofíticos de P. prancei foi 

baixa, e apenas os extratos de G1 PP8 e G2 PP5 apresentaram percentuais significativos para 

as bactérias A. hydrophila e S. aureus. No estudo de Udegbunam et al. (2018), a substância 

esqualeno, isolada do extrato clorofórmico das folhas de P. croceiodes, expressou potencial 

inibitório promissor contra Enterobacter aerogenes (CIM = 31,3 µg/mL) e Klebsiella 

pneumonia (CIM = 15,6 µg/mL). É reportado que os extratos fúngicos de Palicourea rigida 

apresentam potencial inibitório moderado frente às bactérias patogênicas Escherichia coli 

(CIM = 27 mg/mL), Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis (CIM = 23,2 

mg/mL) (Santos et al., 2021). Verifica-se atividade antibiótica nos extratos de fungos 

endofíticos isolados de Palicourea longiflora para Bacillus subtilis, E. coli e S. aureus (Souza 

et al., 2004). 

Os resultados obtidos corroboram com os dados levantados sobre o potencial 

antibacteriano dos fungos endofíticos de P. prancei. A baixa atividade apresentada pelos 

extratos deste estudo pode estar associada ao fato de serem extratos do solvente MeOH, que 

são ricos em açúcares (Chavan; Amarowicz, 2013) e impedem a ação dos metabólitos 

presentes nos extratos, levando em conta a parede celular bacteriana, que atua como um fator 

de resistência. As bactérias gram-negativas se beneficiam desse fator, dado que sua parede 

celular contém um envoltório de lipopolissacarídeos ancorado ao de peptidoglicano, o que 

dificulta a ação de antibióticos das classes dos β-lactâmicos, tetraciclinas e fluoroquinolonas, 

cujas moléculas são hidrofílicas (Brown et al., 2020; Munita; Arias, 2016). 
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Tabela 11 - Porcentagem de inibição do crescimento bacteriano diante dos extratos miceliais a 1000 µg/mL 

Extratos 

Porcentagem de inibição (%) 

Microrganismos testados 

AB AH EC EFL KP MM PA SA SE SM 

G1 PP4 - - - - - - - - 1,28 ± 0,01 - 

G1 PP7 - - - - - - - - - - 

G1 PP8 - 44,69 ± 0,03 - - - - - 35,78 ± 0,02 - - 

G2 PP5 - 48,68 ± 0,02 - - - - - 58,37 ± 0,01 - - 

G2 PP12 - - - - - - - - - - 

G3 PP3 - 29,11 ± 0,12 - - - - 24,31 ± 0,02  - - - 

G4 PP6 - - - - - - - - - - 

G4 PP11 - - - - - - - - - - 

G5 PP6 - - - - - 9,63 ± 0,05 - - - - 

G5 PP14 - - - - - - - 33,12 ± 0,06 - - 

G6 PP7 - - - - - - - - - - 

G6 PP15 - - - - - - - - - - 

Oxitetraciclina 99,79 99,79 99,88 99,95 99,89 99,87 99,85 99,84 99,90 99,83 

Legenda: AB - Acinetobacter baumannii; AH - Aeromonas hydrophila; EC - Escherichia coli; EFL - Enterococcus faecalis;  KP - Klebsiella pneumoniae;  MM - Morganella 

morganii;  PA - Pseudomonas aeruginosa; SA - Staphylococcus aureus;  SE - Salmonella enterica; SM - Serratia marcescens; C+: Oxitetraciclina; C-: DMSO 5%
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5.3.2. Ensaio de toxicidade frente à Artemia salina 

 No ensaio de toxicidade frente aos indivíduos de Artemia salina, G1 PP8 foi o extrato 

que se mostrou tóxico, com alta taxa de mortalidade nas duas concentrações iniciais de 1000 e 

500 µg/mL. Os extratos G1 PP4, G2 PP5, G6 PP7, G6 PP15 apresentaram baixa toxicidade 

em ambas as concentrações testadas, enquanto o restante das amostras expressou baixa 

toxicidade em 1000 µg/mL e inatividade em 500 µg/mL (Tabela 12). O extrato G1 PP8 foi 

testado em outras concentrações, revelando-se altamente tóxico até 125 µg/mL, tóxico até 7,5 

µg/mL e ligeiramente tóxico em 3,75 µg/mL (Tabela 13). Desse modo, obteve-se CL50 = 2,76 

µg/mL, inferindo-se que o extrato micelial de G1 PP8 apresenta alta toxicidade. 

 No estudo de Coe et al. (2010), sugere-se que a citotoxicidade das plantas medicinais 

esteja associada à presença de metabólitos como alcaloides, além de demonstrar que plantas 

da família Rubiaceae tendem a ser mais tóxicas nos ensaios com A. salina. Em testes in vivo, 

o extrato liofilizado da parte aérea de Palicourea corymbifera expressou toxicidade com CL50 

= 1,10 (1,04-1,15) g/kg para camundongos macho e CL50 = 1,05 (1,00-1,10) g/kg para 

camundongos fêmea (Assis et al., 2006). No estudo de Santos et al. (2021), extratos de fungos 

endofíticos isolados de Palicourea rigida mostraram-se tóxicos frente A. salina, com CL50 

inferior a 100 mg/mL.  

Dessa forma, os dados da literatura corroboram com os resultados obtidos com o 

extrato fúngico micelial G1 PP8, isolado de P. prancei, além de indicar que a toxicidade do 

extrato tem como fator a presença de um possível alcaloide, visto os resultados apresentados 

no item 5.2.2.  

Tabela 12 - Porcentagem de mortalidade dos indivíduos de A. salina frente aos extratos de fungos endofíticos de 

P. prancei 

Extratos de MeOH 
Concentrações (µg/mL) 

1000 500 

G1 PP4 37% 17% 

G1 PP7 17% 3% 

G1 PP8 100% 97% 

G2 PP5 30% 13% 

G2 PP12 23% 7% 

G3 PP3 20% 7% 

G4 PP6 27% 7% 

G4 PP11 0 3% 
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G5 PP6 17% 7% 

G5 PP14 13% 3% 

G6 PP7 37% 27% 

G6 PP15 13% 13% 

 

Tabela 13 - Mortalidade dos indivíduos de A. salina frente a diferentes concentrações do extrato MeOH do 

fungo G1 PP8 

Concentração  

(µg/mL) 

Mortalidade 

(%) 
CL50 

250 93 

2,76 µg/mL  

125 93 

60 87 

30 87 

15 83 

7,5 67 

3,75 63 

0,95 7 

0,25 3 

 

5.4. Identificação do fungo endofítico Xylaria cubensis G1 PP8 

 Para a execução do cultivo em escala ampliada e avaliação química dos metabólitos de 

interesse, selecionou-se o fungo codificado como G1 PP8 para o prosseguimento deste estudo. 

A identificação molecular do fungo G1 PP8 foi realizada em parceria com a Fundação 

Oswaldo Cruz - Instituto Leônidas e Maria Deane (FIOCRUZ). O fungo G1 PP8 foi 

identificado a nível de espécie como Xylaria cubensis. Este fungo possui uma homologia de 

94% de identidade, sob número de acesso AB625361.1. 

 Conforme a Figura 12,  X. cubensis G1 PP8 é um fungo filamentoso de micélio aéreo 

curto, de aspecto cotonoso, branco e verso de coloração branca. As análises realizadas pelo 

Laboratório de Química Aplicada à Tecnologia (EST/UEA) confirmam que o endófito em 

estudo pertence ao gênero Xylaria. A Figura 13 mostra a formação dos estromas em estágio 

anamorfo, característicos de Xylaria. Os estromas comportam as estruturas reprodutivas dos 

xylariáceos (Okane et al., 2008; Sawadsitang et al., 2015), e em X. cubensis assumem 
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coloração clara durante o estágio anamorfo (assexual), em ramos de formato lamelar, com 

altura entre 0,5 - 3 cm (Rogers, 1984; Van der Gucht, 1995). No estágio teleomorfo (sexual), 

eles apresentam coloração escura e formato clavado, com altura entre 1,5 - 10 cm (Rogers, 

1984; Van der Gucht, 1995). 

Xylaria cubensis é um fungo sapróbio que ocorre em regiões de clima tropical, 

subtropical e temperado, estando associado à decomposição de madeiras (Van der Gucht, 

1995). É reportado na literatura que a sua forma endofítica ocorre em Rubiaceae (planta: 

Saprosma longifolia), além de famílias taxonômicas comuns em regiões de clima tropical e 

subtropical como Annonaceae, Celastraceae, Icacinaceae, Lauraceae, Myrsinaceae, 

Pteridaceae, Rutaceae, entre outras (Okane et al., 2012). Em Palicourea, é muito comum a 

ocorrência de Xylaria, sendo encontrado em P. elata, P. longiflora, P. marcgravii (Cafêu et 

al., 2005; Chapla et al., 2013; Hinterdobler et al., 2023; Souza et al., 2004). Em estudo 

realizado pelo grupo de pesquisa, foi isolado o fungo Xylaria sp. de folhas de P. corymbifera 

(Silva et al., 2020).  

 Estudos revelam que metabólitos provenientes de X. cubensis apresentam atividade 

anti-inflamatória, antimalárica, antimicrobiana e citotóxica (Fan et al., 2014; Klaiklay et al., 

2012; Sawadsitang et al., 2015), o que corrobora com os resultados observados nos ensaios 

preliminares do extrato deste microrganismo. Há dados sobre isolamento de substâncias como 

ácido cubênsico (44) (O’Hagan et al., 1992), ácido xilacínico A-B (45 e 46) (Klaiklay et al., 

2012), citocalasina D (15) (Fan et al., 2014; Klaiklay et al., 2012; Sawadsitang et al., 2015), 

ergosterol (47) (Sawadsitang et al., 2015), griseofulvina (18) (Sica et al., 2016), entre outras 

(Figura 14). Vale destacar que muitas das substâncias encontradas em X. cubensis foram 

isoladas do caldo metabólico (Fan et al., 2014; Klaiklay et al., 2012), o que sugere a 

investigação química e biológica do caldo metabólico do cultivo realizado neste estudo. 

Figura 12 - Características macroscópicas do fungo endofítico Xylaria cubensis G1 PP8, isolado da hospedeira 

P. prancei 

Frente Verso 

  

Figura 13 - Formação dos estromas do fungo X. cubensis G1 PP8 
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Imagens concedidas pelo Laboratório de Química Aplicada à Tecnologia (EST/UEA) 

Figura 14 - Substâncias isoladas a partir de X. cubensis 

 
 

(44) (45) 

 
 

(46) (47) 

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0 

5.5. Avaliação química dos metabólitos do fungo endofítico Xylaria cubensis G1 PP8 

5.5.1. Rendimento do extrato MeOH e fase AcOEt do extrato MeOH 

Após o cultivo em escala ampliada, o fungo endofítico Xylaria cubensis G1 PP8 

produziu 315,40 g de massa micelial, que resultou em extrato MeOH com massa equivalente 

a 10,008 g, com rendimento de 3,2%. Realizando um comparativo entre o cultivo preliminar 

(1°) e o cultivo em escala ampliada (2°), observa-se que no segundo cultivo houve um 

aumento significativo da massa micelial e do extrato bruto, além de um pequeno aumento do 

percentual de rendimento, evidenciando que o escalonamento foi favorável (Tabela 14). 

Há estudos com cultivo de Xylaria em diferentes meios de cultura, como em meio de 

arroz, de milho e em outras variações de fontes nutritivas (Amaral et al., 2014; Cafêu et al., 

2005; Fathoni e Agusta, 2019; Sica et al., 2016). Além de favorecer o rendimento da massa 

micelial e dos extratos, o estudo com diferentes meios de cultivo favorece a bioprospecção de 

novas moléculas, pois influencia diretamente no metabolismo do microrganismo, induzindo-

os à produção de metabólitos de interesse. No estudo de Amaral et al. (2014), observou-se 
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que, em decorrência da disponibilidade de aminoácidos livres, o cultivo de Xylaria arbuscola 

em meio contendo trigo favoreceu a produção de citocalasina D, com rendimento equivalente 

a 39,55 mg/100 g. 

Tabela 14 - Relação das massas dos extratos MeOH e fases obtidas a partir do extrato MeOH do cultivo em 

escala ampliada (2° cultivo) do fungo X. cubensis G1 PP8 e seus respectivos rendimentos 

Cultivo 
Massa micelial  

(g) 
Extrato 

Massa 

(g) 

Rendimento 

(%) 

1° 25,67 Extrato MeOH 0,738 2,9 

2° 315,40 

Extrato MeOH 10,008 3,2 

Fase AcOEt 0,895 0,3 

Fase hidrometanólica 9,571 3,0 

 

5.5.2. Análise química do extrato MeOH e fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X. 

cubensis G1 PP8 

O extrato MeOH (I), a fase AcOEt do extrato MeOH (II) foram obtidas a partir da 

massa micelial do fungo Xylaria cubensis G1 PP8. Inicialmente, o extrato (I) foi eluído em 

fase móvel AcOEt/acetona (1:1), enquanto a fase (II) foi eluída em fase móvel DCM/MeOH 

(94:6). Outros sistemas foram empregados para avaliar a eluição das amostras frente aos 

reveladores cloreto férrico (FeCl3) e reagente de Dragendorff, conforme ilustrado na Figura 

15. 

Em comparação às análises de CCDC do extrato oriundo do cultivo preliminar (item 

5.2.2), o extrato MeOH da escala ampliada apresentou o mesmo perfil cromatográfico em 

relação ao inicial para todos os reveladores. Tanto o extrato quanto a fase apresentaram 

fluorescências nos reveladores físicos (UV 254 nm e 365 nm) e manchas na presença de 

vapores de iodo, sendo indícios de substância com ligações duplas e ligações duplas 

conjugadas. Frente ao cloreto de alumínio, em ambas as amostras, os cromóforos em 365 nm 

foram intensificados. Na revelação com anisaldeído sulfúrico e sulfato cérico, tanto o extrato 

quanto a fase apresentaram manchas rosadas e arroxeadas, sugerindo a presença de terpenos 

ou esteroides. Frente ao revelador cloreto férrico, a fase (II) apresentou bandas amarronzadas 

de baixa intensidade, sugerindo um baixo indício de substâncias fenólicas. 

Na presença do revelador reagente de Dragendorff, em fase móvel AcOEt/acetona 

(1:1), o extrato MeOH revelou mancha alaranjada retida no ponto de aplicação. Para o mesmo 

revelador, em fase móvel DCM/MeOH 94:6, a fase AcOEt apresentou mancha retida e além 
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do ponto de origem. Ambas as amostras foram eluídas em fase móvel DCM/MeOH (2:8), e 

foi observado que as manchas foram eluídas para além do ponto de origem. Além disso, as 

manchas alaranjadas coincidem com as fluorescências nas luzes UV 254 nm e UV 365 nm. A 

presença de manchas alaranjadas em reagente de Dragendorff infere que as amostras contêm 

substâncias nitrogenadas, como alcaloides.  

Em cloreto férrico e eluição em fase móvel AcOEt/acetona (1:1), o extrato (I) 

apresentou mancha marrom retida no ponto de aplicação. Em fase móvel AcOEt/MeOH (1:1), 

a mancha foi eluída para além do ponto de origem e as bandas amarronzadas coincidem com 

os cromóforos observados em luz UV 254 nm e 365 nm. Apesar disso, para ambas as 

amostras, as bandas reveladas em FeCl3 não apresentaram coloração intensa, sendo possível 

inferir que o extrato e a fase exibem baixo indício de substâncias fenólicas. 

A fase hidrometanólica (Figura 16) foi eluída em fase móvel AcOEt/acetona 1:1. A 

fase apresentou cromóforos nas luzes UV 254 nm e 365 nm, assim como revelou mancha no 

ponto de aplicação frente ao revelador vapor de iodo e ao anisaldeído sulfúrico. A amostra 

não revelou em FeCl3 e em reagente de Dragendorff, inferindo ausência de substâncias 

fenólicas e nitrogenadas. Em comparação à fase AcOEt, a fase hidrometanólica não exibiu 

variedade de moléculas, e isso ocorreu pois a amostra é polar e possui afinidade pela fase 

estacionária (sílica), que também é polar. Um modo de analisar adequadamente as substâncias 

presentes na fase hidrometanólica seria realizando cromatografia de fase reversa, pois assim 

os metabólitos não ficariam retidos no adsorvente. No entanto, a fase hidrometanólica indicou 

ausência de substâncias de interesse como alcaloides, terpenos e substâncias fenólicas, 

conforme expresso na Tabela 15. 

A partir das análises em CCD, observa-se que a fase AcOEt do extrato MeOH 

expressou maior riqueza de metabólitos em comparação ao extrato MeOH e à fase 

hidrometanólica, ou seja, a partição líquido-líquido foi capaz de extrair moléculas mais 

apolares presentes no extrato bruto. Por isso, a fase AcOEt mostrou-se interessante para a 

realização do fracionamento das substâncias.  
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Figura 15 - Cromatoplacas do extrato MeOH (I) e da fase AcOEt do extrato MeOH (II) dos micélios do fungo 

Xylaria cubensis G1 PP8 

(I) - Ext. MeOH (AcOEt/acetona 1:1) ; (II) - Fase AcOEt (DCM/MeOH 94:6) 

A 

  
           (I)     (II) 

B 

  
           (I)       (II) 

C 

  
           (I)       (II) 

D 

  
            (I)     (II) 
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           (I)      (II) 
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            (I)     (II) 
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           (I)      (II) 
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(I)     (II) 

 

Sistema DCM/MeOH 2:8 Sistema AcOEt/MeOH 1:1 

                 A        B        G 

   
(I)  

     A         B        G 

     
(II) 

                A         B         H 

   
(I) 

Reveladores físicos UV 254 nm (A), UV 365 nm (B); reveladores químicos cloreto de alumínio (AlCl3) em UV 

365 nm (C), vapor de iodo (D), anisaldeído sulfúrico (E), sulfato cérico (Ce(SO4)2) (F), reagente de Dragendorff 

(G), cloreto férrico (FeCl3) (H) 
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Figura 16 - Cromatoplacas da fase hidrometanólica do extrato MeOH dos micélios do fungo Xylaria cubensis 

G1 PP8 (eluição em fase móvel AcOEt/acetona 1:1) 

A B D E G H 

      

Reveladores físicos UV 254 nm (A), UV 365 nm (B); reveladores químicos vapor de iodo (D), anisaldeído 

sulfúrico (E), reagente de Dragendorff (G), cloreto férrico (FeCl3) (H) 

 

Tabela 15 - Classes químicas dos extratos MeOH, fase AcOEt e hidrometanólica do extrato MeOH dos micélios 

de X. cubensis G1 PP8 

N° Amostra 
Duplas 

ligações 
Alcaloides Terpenos 

Substâncias 

Fenólicas 

1 Extrato MeOH  + + + + 

2 Fase AcOEt  + + + + 

3 Fase hidrometanólica  + - - - 

(+): presença de manchas; (-): ausência de mancha 

 

Em relação aos dados obtidos por RMN de 1H, o extrato MeOH apresentou sinais de 

hidrogênios de hidrocarbonetos saturados (entre 𝛿H  0,84 e 2,78), hidrogênios de carbonos 

carbinólicos (entre 𝛿H 3,13 e 4,24) e hidrogênios vinílicos (entre 𝛿H 5,30 e 6,39) (Figura 17). 

O extrato também apresentou sinais característicos de hidrogênios ligados a heteroátomos, 

entre 𝛿H 5,0 e 8,0, bem como hidrogênios aromáticos entre 𝛿H 7,21 e 8,34 (Figura 18). 

Ao comparar os espectros de 1H do extrato MeOH e da fase AcOEt do extrato MeOH 

do micélio do fungo X. cubensis G1 PP8, nota-se que a fase AcOEt apresentou deslocamentos 

químicos muito similares aos apresentados no extrato bruto, evidenciando a presença de 

hidrogênios ligados a heteroátomos e hidrogênios aromáticos (Figura 18). Além disso, 

observa-se a presença de um sinal intenso em 1,25 ppm, correspondente a hidrogênios 

metilênicos de substâncias alifáticas de cadeia linear longa (“graxa”) (Gomes, 2024). 

Ademais, os deslocamentos químicos observados em ambas as amostras corroboram para as 

análises de CCDC, que revelaram substâncias com ligações duplas e ligações duplas 

conjugadas, bem como a presença de substâncias nitrogenadas. 
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Figura 17 - Espectro de RMN de 1H (300 MHz) do extrato MeOH (em azul; DMSO-d6) e da fase AcOEt (em vermelho; CDCl3) do extrato MeOH dos micélios do fungo X. 

cubensis G1 PP8 
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Figura 18 - Ampliação da região entre 5,20 a 8,40 ppm do espectro de RMN de 1H (300 MHz) do extrato MeOH (em azul; DMSO-d6) e da fase AcOEt (em vermelho; 

CDCl3) dos micélios do fungo X. cubensis G1 PP8 
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5.5.3. Análise química das frações oriundas do fracionamento da fase AcOEt do extrato 

MeOH 

 O fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8 

originou 65 frações no total, as quais foram analisadas em CCDC (reveladores físicos e 

químicos). Das frações obtidas, F17 (6,5 mg), F18 (43,4 mg), F19 (31,6 mg) e F20 (7,7 mg) 

apresentaram similaridades quando observadas sob luz UV (254 e 365 nm) e em revelador 

anisaldeído sulfúrico (Figura 19), eluição em fase móvel DCM/MeOH 98:2. As frações 

indicaram presença de substâncias com ligações duplas e ligações duplas conjugadas ao 

revelarem cromóforos frente aos reveladores físicos, além de manchas arroxeadas frente ao 

anisaldeído sulfúrico, manchas essas que coincidem com as bandas observadas em UV 254 e 

365 nm. Além disso, F18, F19 e F20 apresentaram-se como sólido amorfo de coloração 

branca (Figura 20). Devido a essas similaridades e às características das frações após 

secagem, F17-20 (88,6 mg) foram reunidas para um novo fracionamento. 

Figura 19 - CCDC das frações F17-20, eluídas em fase móvel DCM/MeOH 98:2 

 

Figura 20 - Aspecto das frações F18, F19 e F20 após secagem 
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 O fracionamento de F17-20 resultou em 18 frações no total. Após as análises em 

CCDC (eluição em fase móvel DCM/MeOH 95:5), as frações F5 (36,2 mg), F6 (1,9 mg) e F7 

(3,1 mg) mostraram-se similares frente à luz UV (254 e 365 nm) e aos reveladores químicos 

anisaldeído sulfúrico e reagente de Dragendorff, indicando a presença de substâncias 

nitrogenadas ao revelarem manchas alaranjadas (Rf1 = 0,50; Rf2 = 0,60) (Figura 21). Além 

disso, essas frações se apresentaram na forma de cristais brancos após secagem (Figura 22). 

Por conta das similaridades observadas, as frações F6-7 (5 mg) foram reunidas, e tanto elas 

quanto F5 foram enviadas para análises de RMN uni e bidimensionais. 

Figura 21 - CCDC das frações F5 e F6-7, eluídas em fase móvel DCM/MeOH 95:5 

 

Figura 22 - Aspecto dos cristais brancos das frações F5 e F6-7 

 

5.6. Identificação estrutural da substância isolada 

 A substância 1 foi isolada na fração F6-7, oriunda da fase AcOEt do extrato micelial 

MeOH do fungo X. cubensis G1 PP8, sendo identificada como citocalasina D (Figura 23). A 

citocalasina D se apresentou na forma de cristais brancos, conforme observado na Figura 22. 

A partir das análises em CCDC, com eluição em sistema DCM/MeOH 95:5, tanto a fração 
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F6-7, quanto a fração F5, revelaram coloração alaranjada frente ao reagente de Dragendorff 

(Rf1 = 0,50; Rf2 = 0,60) (Figura 21).  

Os dados de espectrometria de massas de alta resolução (ESI+) evidenciaram como 

pico base o íon com m/z 508,2693, o qual foi confirmado pela presença do aduto de sódio 

[M+Na]+ com m/z 530,2518, além de duas fragmentações de m/z 490,2587 e 430,2587, que 

correspondem à perda de água e de ácido acético, respectivamente (Figura 24). O cálculo 

resultou em m/z 508,2689, correspondente à C30H38NO6, corroborando com a estrutura 

identificada de fórmula molecular C30H37NO6. A partir da fórmula molecular, foi possível 

calcular o índice de deficiência de hidrogênio, que foi equivalente a 13, sendo correspondente 

aos dados de RMN que indicam a presença de 3 carbonilas, 3 ligações duplas, 1 anel 

aromático e 3 ciclos. Após comparação dos dados obtidos a partir de RMN uni e 

bidimensaionais, espectrometria de massas e comparação com a literatura, a substância 1 foi 

identificada como citocalasina D. 

Os dados de RMN de 1H (Figura 25) e suas ampliações (Figura 26, Figura 27 e Figura 

28) indicam que a amostra F5 é uma fração rica em citocalasina D, enquanto que F6-7 

corresponde à substância. Os espectros de RMN de 1H das frações F5 e F6-7 apresentaram 

sinais de hidrogênios alifáticos saturados (entre 𝛿H 0,37 e 2,77), hidrogênios de carbonos 

carbinólicos (entre 𝛿H 3,50 e 5,88) e hidrogênios olefínicos (entre 𝛿H 5,10 e 5,85). O extrato 

também apresentou sinais característicos de hidrogênios ligados a heteroátomos, entre 𝛿H 4,50 

e 8,07, bem como hidrogênios aromáticos entre 𝛿H 7,12 e 7,31. 

As análises bidimensionais da substância 1 foram realizadas por COSY (Figura 32), 

HSQC (Figura 30) e HMBC (Figura 34). A associação entre os átomos de hidrogênio (Figura 

25) diretamente ligados aos átomos de carbono (Figura 29) foi realizada de acordo com o 

mapa de correlações HSQC, conforme expresso na Figura 31. Os sinais 𝛿H 0,37 (d, J = 6,6 

Hz, 3H), 1,04 (d, J = 6,73 Hz, 3H), 1,37 (s, 3H) e 2,27 (s, 3H) são de hidrogênios metílicos 

dos carbonos 𝛿C 12,8 (C-11), 19,3 (C-22), 24,6 (C-23) e 20,5 (C-25), respectivamente. 

Segundo Cafêu et al. (2005), o sinal 𝛿H 2,27 é “típico de citocalasina com um grupo acetato 

na forma de radical”. Os hidrogênios em 𝛿H 7,14 (H-2’ e H-6’: m, 2H), 7,24 (H-4’: m, 1H) e 

7,30 (H-3’ e H-5’: m, 2H) correspondem a hidrogênios de anel aromático, estando associados 

aos carbonos 𝛿C 129,6 (C-3’ e C-5’), 126,5 (C-4’) e 128,3 (C-2’ e C-6’), respectivamente.  

O dupleto em 𝛿H 4,56 e os singletos em 𝛿H 4,95 e em 𝛿H 8,07 não estão associados a 

nenhum carbono, conforme o mapa de correlações HSQC. Sendo assim, os sinais 𝛿H 4,56 e 𝛿H 
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4,95 referem-se a hidrogênios de hidroxila (-OH) e 𝛿H 8,07, hidrogênio ligado ao nitrogênio 

(N). 

As correlações COSY (Figura 33) e HMBC (Figura 35 e Figura 36) confirmam as 

associações observadas no espectro de HSQC, além da posição dos demais átomos. Em 

relação ao anel aromático, a posição C-1’ (137,1 ppm) foi definida pela correlação entre H-

10a (2,55 ppm; m, 1H) e H-10b (2,80 ppm; dd, J = 12,8; 4,9 Hz, 1H), bem como os 

hidrogênios H-3’ e H-5’ (7,30 ppm; m, 2H) que também se correlacionam a C-1’. A posição 

C-4’ foi confirmada pelas correlações com H-2’ e 6’ (7,14 ppm; m, 2H). A partir do COSY, 

observa-se que os átomos H-10a e H-10b se correlacionam com H-3 (3,09 ppm; m, 1H). 

A posição C-1 (173,6 ppm), referente ao carbono carbonílico do anel lactama, foi 

comprovada pela correlação com H-8 (2,70 ppm; dd, J = 10,0; 10,0 Hz, 1H). Já a posição C-4 

(47,4 ppm) foi confirmada pela correlação com os hidrogênios H-11 (0,37 ppm; d, J = 6,6 Hz; 

3H) e com o hidrogênio H-2 (8,07 ppm; s, 1H) ligado ao grupo amida. O último hidrogênio 

citado também se correlaciona ao carbono quaternário C-9 (53,1 ppm). A posição C-21 (76,8 

ppm) do grupo acetato foi confirmada pela associação com H-4 (1,97 ppm; dd, J = 4,9 Hz; 2,1 

Hz, 1H). O átomo H-21 (5,26 ppm; t, J = 2,37 Hz, 1H) se correlaciona ao C-24 (170,0 ppm), 

o qual está correlacionado aos hidrogênios H-25 (2,27 ppm; s, 3H) do grupo metila. 

Em comparação a outros estudos, realizados pelo grupo de pesquisa, em que a 

citocalasina D foi isolada (Silva, 2020; Oliveira, J. 2018), constatou-se que a substância 1 se 

trata do alcaloide em questão. Os dados espectroscópicos obtidos estão descritos na Tabela 

16, bem como a comparação com a literatura (Cafêu et al., 2005). 

Figura 23 - Estrutura química da substância 1, identificada como citocalasina D. Posição dos átomos de C e H 

(A) e deslocamentos químicos referentes aos C e H (B) conforme informações obtidas nos espectros uni e 

bidimensionais de RMN  

A B 
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Figura 24 - Espectro de massas de alta resolução (ESI+) da citocalasina D 
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Tabela 16 - Dados de RMN de 1H, 13C HMBC e COSY da citocalasina D (em DMSO-d6: 300 MHz (1H), 75 MHz (13C)) e comparação com a literatura (em DMSO-d6: 500 

MHz (1H), 125 MHz (13C)) 

Posição 

Dados dos espectros Dados da literaturaa 

13
C (ppm) 

1
H (ppm) HMBC COSY 

13
C (ppm) 

1
H (ppm) 

1 173,6 - - - 173,6 - 

2 (NH) - 8,07 (s, 1H) C 47,8 - C 53,1 NH - 8,03 (s, 1H)  

3 52,5 3,09 (m, 1H) - H 2,55 - H 2,80 52,5 3,11 (m, 1H) 

4 47,4 
1,97 (dd, J = 4,9; 2,1 Hz, 

1H) 
C 76,8 - C 150,7  - 47,5 

1,98 (dd, J = 5,5; 2,5 

Hz, 1H) 

5 31,5 2,49 (m, 1H) - H 0,37 31,5 2,49 (m, 1H) 

6 150,7 - - - 150,7 - 

7 70,2 
3,56 (dd, J = 10,3; 5,75 Hz, 

1H) 
- H 2,70 - H 4,56 70,1 

3,57 (d, J = 10,0 Hz, 

1H) 

8 46,1 
2,70 (dd, J = 10,0; 10,0 Hz 

1H) 

C 53,1 - C 70,2 - C 

131,6 - C 173,6 
H 3,56 - H 5,41 46,1 

2,69 (dd, J = 10,0; 10,0 

Hz, 1H) 

9 53,1 - - - 53,1 - 
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Posição 

Dados dos espectros Dados da literaturaa 

13
C (ppm) 

1
H (ppm) HMBC COSY 

13
C (ppm) 

1
H (ppm) 

10a 

43,6 

2,55 (m, 1H) C 129,6 - C 137,1 H 2,80 - H 3,09 

43,6 

2,55 (dd, J = 13,0; 8,5 

Hz, 1H) 

10b 
2,80 (dd, J = 12,8; 4,9 Hz, 

1H) 
C 129,6 - C 137,1 H 2,55 - H 3,09 

2,81 (dd, J = 13,0; 5,0 
Hz, 1H) 

11 12,8 0,37 (d, J = 6,6 Hz; 3H) 
C 31,5 - C 47,4 - C 

150,7 
H 2,49 12,8 0,39 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 

12a 

111,5 

4,79 (s, 1H) C 31,5 - C 70,2 - 

111,5 

4,81 (s, 1H) 

12b 5,01 (s, 1H) C 31,5 - C 70,2 - 5,03 (s, 1H) 

13 130,8 5,41 (dd, J = 15; 9 Hz, 1H) -  H 2,70 130,8 
5,42 (dd, J = 15,0; 10,0 

Hz, 1H) 

14 131,6 
5,10 (ddd, J = 15; 10; 4,8 

Hz, 1H) 
-  H 5,85 131,6 

5,08 (ddd, J = 15,0; 6,0; 

10,0 Hz, 1H) 

15a 

37,9 

1,90 (dd, J = 12,5; 4,7 Hz, 

1H) 
- H 2,17 

37,9 

1,89 (ddl, J = 12,5; 4,5 

Hz, 1H) 

15b 
2,17 (dd, J = 15,8; 2,25 Hz, 

1H) 
- H 1,90 2,15 (m, 1H) 

16 41,5 2,75 (m, 1H) - H 1,04 41,4 2,75 (m, 1H) 
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Posição 

Dados dos espectros Dados da literaturaa 

13
C (ppm) 

1
H (ppm) HMBC COSY 

13
C (ppm) 

1
H (ppm) 

17 209,9 - - - 209,9 - 

18 77,5 - - - 77,4 - 

19 127,0 
5,15 (dd, J = 15,9; 2,16 Hz, 

1H) 
C 77,5 H 5,85 126,9 

5,12 (dd, J = 15,0; 2,0 

Hz, 1H)) 

20 132,2 
5,85 (dd, J = 15,9; 2,2 Hz, 

1H) 
C 77,5 H 5,15 132,1 

5,86 (dd, J = 15,0; 2,0 

Hz, 1H) 

21 76,8 5,26 (t, J = 2,37 Hz, 1H) 
C 46,1 - C 132,2 - C 

170,0 
- 76,4 5,26 (t, J = 2,0; 1H) 

22 19,3 1,04 (d, J = 6,73 Hz, 3H) 
C 37,9 - C 41,5 - C 

209,9 
H 2,75 19,2 1,05 (d, J = 7,0 Hz, 3H) 

23 24,6 1,37 (s, 3H) 
C 77,5 - C 127,0 - C 

209,9 
- 24,5 1,38 (s, 3H) 

24 170,0 - - - 169,9 - 

25 20,5 2,27 (s, 3H) C 170,0 - 21,8 2,27 (s, 3H) 

1’ 137,1 - - - 137,1 - 

2’ e 6’ 129,6 7,14 (m, 2H) C 43,6 - C 126,5  H 7,30 129,6 7,15 (d, J = 7,0 Hz, 2H) 
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Posição 

Dados dos espectros Dados da literaturaa 

13
C (ppm) 

1
H (ppm) HMBC COSY 

13
C (ppm) 

1
H (ppm) 

3’ e 5’ 128,3 7,30 (m, 2H) C 137,1 H 7,14 128,3 7,30 (t,  J = 7,5 Hz, 2H) 

4’ 126,5 7,24 (m, 1H) C 129,6 - 126,4 7,22 (t,  J = 7,5 Hz, 1H) 

a Substâncias antifúngicas de Xylaria sp., um fungo endofítico isolado de Palicourea marcgravii (Rubiaceae) (Cafêu et al. 2005) 

Deslocamento químico em ppm, constantes de acoplamento em Hz. 

s (singleto), d (dupleto), t (tripleto), dd (duplo dubleto), ddd (duplo duplo dupleto), m (multipleto) 
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Figura 25 - Espectro de RMN de 1H da citocalasina D nas frações F5 (vermelho) e F6-7 (azul) (1H, 300 MHz; DMSO-d6) 
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Figura 26 - Ampliação da região entre 0,2 e 2,9 ppm do espectro RMN de 1H da citocalasina D nas frações F5 (vermelho) e F6-7 (azul) (1H, 300 MHz; DMSO-d6) 
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Figura 27 - Ampliação da região entre 2,9 e 5,7 ppm do espectro de RMN de 1H da citocalasina D nas frações F5 (vermelho) e F6-7 (azul) (1H, 300 MHz; DMSO-d6) 
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Figura 28 - Ampliação da região entre 5,7 e 9,0 ppm do espectro de RMN de 1H da citocalasina D nas frações F5 (vermelho) e F6-7 (azul) (1H, 300 MHz; DMSO-d6) 
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Figura 29 - Espectro de RMN de 13C da citocalasina D  (13C, 75 MHz; DMSO-d6) 
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Figura 30 - Mapa de correlação HSQC da citocalasina D (1H: 300 MHz, 13C, 75 MHz; DMSO-d6) 
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Figura 31 - Ampliação do mapa de correlação HSQC da citocalasina D (1H, 300 MHz, 13C, 75 MHz; DMSO-d6) 

A 
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Figura 32 - Mapa de correlação COSY da citocalasina D (1H, 300 MHz; DMSO-d6) 
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Figura 33 - Mapa de correlação COSY da citocalasina D (1H, 300 MHz; DMSO-d6) e suas respectivas correlações 

A 

 

B 
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Figura 34 - Mapa de correlação HMBC da citocalasina D (1H, 300 MHz, 13C: 75 MHz; DMSO-d6) 
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Figura 35 - Ampliação do mapa de correlação HMBC da citocalasina D (1H, 300 MHz; 13C, 75 MHz; DMSO-d6) 
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Figura 36 - Ampliação do mapa de correlação HMBC da citocalasina D (1H, 300 MHz; 13C, 75 MHz; DMSO-d6) 

B 
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A citocalasina D, também conhecida como zigosporina A, foi primeiramente isolada 

do fungo Metarrhizium anisopliae (Aldridge et al., 1967). Ela também pode ser encontrada 

em fungos como Zygosporium masonii (Hayakawa et al., 1968) e em fungos da ordem 

Xylariales (Fathoni e Agusta, 2019; Jikai et al., 2002; Zhou et al., 2021). É uma molécula, 

oriunda do metabolismo secundário de fungos, capaz de inibir uma variedade de funções 

desempenhadas pelo citoesqueleto, pois age diretamente nos filamentos de actina, inibindo 

sua polimerização (Casella et al., 1981; Huang et al., 2012; Trendowski, 2015) o que 

desencadeia eventos como alteração da morfologia e da motilidade celular, bem como a 

inibição da divisão celular e indução da apoptose (Schliwa, 1982; Trendowski, 2015).  

Por isso, a citocalasina D é um metabólito de grande interesse para a produção de 

quimioterápicos, dado que expressa atividade antitumoral e citotóxica (Huang et al., 2012a; 

Mohanty e Saini, 2025;  Takanezawa et al., 2017; Trendowski, 2015), além de apresentar 

ação antiviral (Wang et al., 2010), antianafilática (Shin et al., 1997), antifúngica (Cafêu et al., 

2005; Elias et al., 2018) e antiplasmodial (Valli et al., 2022). Apesar disso, é importante 

destacar que essa substância apresenta alta toxicidade para células eucarióticas saudáveis, o 

que motiva a produção de estudos que a tornem viável para fins biológicos (Huang et al., 

2012b; Trendowski, 2015). Além das aplicabilidades na área da saúde, em estudos realizados 

pelo grupo de pesquisa, a citocalasina D apresentou ação fitotóxica (Silva, 2020), o que 

sugere o potencial deste metabólito para o setor agrícola, na produção de herbicidas (Biasetto 

et al., 2019). 

Neste trabalho, foram isolados 5 mg de citocalasina D dos micélios do fungo Xylaria 

cubensis G1 PP8, além de 36,2 mg de uma mistura com alto teor dessa substância, cultivados 

em caldo Sabouraud acrescido de extrato de levedura 0,2%. De acordo com Fathoni e Agusta 

(2019), a bioprodutividade de citocalasina D pelos fungos endofíticos pode ser ampliada 

através da utilização de diferentes condições e meios de cultura, investindo principalmente em 

meios ricos em proteínas e aminoácidos livres, uma vez que são essenciais para a produção de 

citocalasina D. 

5.7. Ensaios biológicos do extrato MeOH e fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de 

X. cubensis G1 PP8 

5.7.1. Ensaio de atividade antibacteriana 

Baseado na atividade do extrato MeOH de Xylaria cubensis G1 PP8, obtido a partir do 

cultivo em pequena escala dos fungos endofíticos, testou-se o extrato MeOH e a fase AcOEt 
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do extrato MeOH micelial de X. cubensis G1 PP8, obtidos pelo cultivo em escala ampliada, 

contra as bactérias Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus a 1000 µg/mL (Tabela 

17). Apesar do teste realizado com o extrato do primeiro cultivo evidenciar baixa atividade 

bacteriostática, o teste dos extratos do segundo cultivo não demonstrou potencial inibitório.  

Essas alterações podem estar associadas a fatores como repiques sucessivos, que 

favorecem mutações no fungo endofítico, além das condições de cultivo (aeração, nutrição, 

temperatura e tempo de cultivo) que influenciam no metabolismo fúngico e na consequente 

baixa produção de metabólitos responsáveis pela inibição dos patógenos testados. Além disso, 

a presença de açúcares no extrato MeOH pode influenciar neste resultado, tendo em vista que 

o solvente MeOH é altamente polar e, por isso, tem afinidade por moléculas polares, como os 

açúcares (Chavan; Amarowicz, 2013), o que impede a ação dos metabólitos presentes nas 

amostras, dado que a parede celular das bactérias, em especial as gram-negativas, restringe a 

permeabilidade de moléculas hidrofílicas (Brown et al., 2020; Munita; Arias, 2016).  

A inatividade da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X cubensis pode estar 

associada à própria inatividade do extrato MeOH, inferindo-se que o cultivo em escala 

ampliada não resultou na produção do(s) metabólito(s) com atividade antibiótica. Ademais, o 

antagonismo das moléculas presentes tanto no extrato MeOH quanto na fase AcOEt pode ser 

um fator contribuinte para a inatividade de ambas as amostras. Diferentemente do efeito 

sinérgico, em que a combinação de duas ou mais moléculas potencializa o efeito biológico de 

uma mistura, o antagonismo resulta na redução ou inibição do efeito (Caesar; Cech, 2019). 

Reporta-se que o metabólito 2-cloro-5-metoxi-3-metilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diono 

isolado de X. cubensis apresenta atividade antibiótica contra Staphylococcus aureus e contra 

sua cepa resistente ao fármaco meticilina (MRSA), com CIM = 128 µg/mL para ambas as 

cepas (Klaiklay et al., 2012). No estudo de Xu et al. (2022), a substância xylarcalasina B 

demonstrou moderada ação antibacteriana contra Bacillus subtilis (CIM = 25 µg/mL) e 

Escherichia coli (CIM = 12,5 µg/mL).  

Além disso, tanto o extrato MeOH quanto a fase AcOEt têm a presença da substância 

citocalasina D, a qual expressa baixa atividade antibacteriana (Fathoni e Agusta, 2019), o que 

contribui para a inatividade de ambas as amostras. Embora não apresentem uma notória 

atividade antibiótica, há na literatura indícios de outras citocalasinas que são capazes de inibir 

a formação de biofilme de S. aureus (Yuyama et al., 2018). 
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Tabela 17 - Porcentagem de inibição dos extratos MeOH dos cultivos em pequena escala (1°) e em escala 

ampliada (2°) e da fase AcOEt do extrato MeOH (2°) dos micélios de X. cubensis G1 PP8 contra Aeromonas 

hydrophila e Staphylococcus aureus em testes realizados 

Extratos 

Porcentagem de inibição (%) 

Microrganismos testados 

AH SA 

Ext. MeOH (1° cultivo) 44,69 ± 0,03 35,78 ± 0,02 

Ext. MeOH (2° cultivo) - - 

Fase AcOEt - - 

Oxitetraciclina 99,79 99,84 

 

5.7.2. Ensaio de toxicidade frente à Artemia salina 

 O extrato MeOH e a fase AcOEt do extrato MeOH dos micélios de X. cubensis G1 

PP8 foram avaliados quanto aos seus níveis de toxicidade frente ao crustáceo Artemia salina. 

Conforme a Tabela 18, o ensaio indicou que o extrato MeOH apresentou-se tóxico até a 

concentração de 125 µg/mL, com CL50 = 84,02 µg/mL. Já a fase AcOEt do extrato MeOH 

demonstrou toxicidade até a concentração de 250 µg/mL, apresentando CL50 = 144,3 µg/mL. 

 Apesar de se mostrarem tóxicos, destaca-se que o extrato MeOH obtido no cultivo em 

pequena escala apresentou maior toxicidade, com CL50 = 2,76 µg/mL. Ainda assim, o extrato 

e a fase obtidos no cultivo em escala ampliada demonstraram toxicidade, e este efeito pode 

estar associado à presença da citocalasina D em ambas as amostras, dado que essa substância 

expressa alta citotoxicidade, devido à sua afinidade pelos filamentos de actina (Trendowski, 

2015).  

 Apesar do seu potencial biológico, destaca-se que essa substância também é tóxica 

para células eucarióticas viáveis/saudáveis (Trendowski, 2015), fato que incentiva a 

realização de estudos mais aprofundados para torná-la viável para geração de produtos. Parte 

disso foi abordado no estudo de Huang et al. (2012b), que avaliou o potencial antitumoral da 

citocalasina D encapsulada em lipossomas em testes in vivo com camundongos, o que não 

gerou efeitos adversos significativos nos indivíduos testados, mas aumentou a 

biodisponibilidade da substância, beneficiando seu potencial bioativo.  

Resultados obtidos pelo grupo de pesquisa demonstraram que citocalasina D apresenta 

atividade tóxica contra A. salina, com CL50 = 31,4 µg/mL (Oliveira, J. 2018). Testes com A. 

salina realizados com outras citocalasinas revelam que essas substâncias são tóxicas, como 

por exemplo a citocalasina B isolada do endófito Aspergillus sp., com CL50 = 24,9 µg/mL 

(Feitosa et al., 2016). Os ensaios com A. salina são importantes para gerar dados preliminares 
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para a realização de testes com linhagens de células, ou até mesmo testes in vivo, os quais são 

mais precisos para apontar a toxicidade de uma determinada substância. Dados da literatura 

reportam que a citocalasina D isolada do fungo endofítico X. cubensis expressa potencial 

citotóxico contra células de linhagem KB, com CI50 = 3,99 µg/mL (Klaiklay et al. 2012) e 

3,25 µg/mL (Sawadsitang et al., 2015), contra as linhagens de células NCI-H187 (5,95 

µg/mL) e Vero (0,36 µg/mL) (Sawadsitang et al., 2015). 

Tabela 18 - Porcentagem de mortalidade e CL50 dos extratos MeOH dos cultivos em pequena escala (1°) e em 
escala ampliada (2°) e da fase AcOEt do extrato MeOH (2°) dos micélios de X. cubensis G1 PP8 contra A. salina 

Concentração 

(µg/mL) 

Mortalidade 

(%) 

Ext. MeOH 

(1°) 

Ext. MeOH 

(2°) 
Fase AcOEt 

1000  100 100 100 

500 97 100 100 

250 93 93 73 

125 93 73 47 

60 87 10 20 

30 87 0 0 

15 83 - - 

7,5 67 - - 

3,75 63 - - 

0,95 7 - - 

0,25 3 - - 

CL50 

(µg/mL) 
2,76 84,02 144,3 
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6. CONCLUSÕES  

 O estudo dos extratos MeOH dos fungos endofíticos de Palicourea prancei revelou 

que eles possuem potencial biológico, sendo fontes de substâncias promissoras para 

aplicações biotecnológicas. Nos ensaios preliminares, observou-se que os fungos endofíticos 

G1 PP8 e G2 PP5 apresentaram baixa atividade bacteriostática na concentração de 1000 

µg/mL contra Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus e que, no ensaio de toxicidade 

frente a A. salina, o extrato de G1 PP8 apresentou alta toxicidade, com CL50 = 2,76 µg/mL.  

Este foi o primeiro estudo realizado com fungos endofíticos de P. prancei, no qual foi 

possível realizar a identificação molecular da espécie do fungo com código G1 PP8, 

denominado Xylaria cubensis. Da fase AcOEt do extrato MeOH dos micélios de X. cubensis 

G1 PP8, isolou-se a biomolécula citocalasina D. Os ensaios realizados com o extrato MeOH e 

a fase AcOEt do extrato MeOH dos micélios de X. cubensis G1 PP8 não apresentaram 

atividade antibiótica, mas foram tóxicos frente A. salina, com CL50 = 84,02 µg/mL para o 

extrato MeOH e CL50 = 144,3 µg/mL para a fase AcOEt. 

Portanto, os resultados obtidos neste estudo contribuem para o conhecimento químico 

dos fungos endofíticos de P. prancei, bem como suas aplicabilidades biológicas. Para estudos 

futuros, sugere-se investigar o perfil químico de X. cubensis G1 PP8 em outros meios de 

cultivo e explorar seu potencial para a produção de substâncias de interesse biotecnológico, 

aliado a estudos com o seu caldo metabólico, tendo em vista os resultados observados em 

pesquisas realizadas com a espécie. Também sugere-se a realização de estudos com a planta 

hospedeira, P. prancei, a fim de realizar um comparativo entre a fitoquímica e os metabólitos 

produzidos pelos microrganismos fúngicos de suas folhas. 
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