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RESUMO 

 

O mangue é um ecossistema de transição entre o ambiente terrestre e o marinho, típico 

de regiões tropicais e subtropicais. O cerrado é um ecossistema que caracteriza-se 

principalmente pelo bioma savana, que são zonas de transição entre prados e bosques 

e são ínsitos de regiões tropicais de estação seca. Nesses dois sistemas, diversos 

microrganismos já foram isolados, entre eles, os fungos endofíticos, capazes de produzir 

substâncias com atividades antimicrobianas e leishmanicidas, entre outras. Com base 

nessas informações, esse trabalho teve como objetivo principal avaliar o potencial 

biotecnológico dos extratos brutos (EB) obtidos dos fungos endofíticos Diaporthe sp. e 

Pseudofusicoccum sp., isolados de mangue e cerrado brasileiros, respectivamente. 

Foram realizados in vitro ensaios antimicrobianos com patógenos humanos, ensaios 

leishmanicidas e ensaios citotóxicos. Nos ensaios antimicrobianos foi encontrada a 

concentração inibitória mínima de 50% (CIM50) entre 756 µg.mL-1 e 949 µg.mL-1 e a 

concentração inibitória mínima de 90% (CIM90) entre 3.940 e 3.980 µg.mL-1 para o EB do 

isolado do mangue. Para o EB isolado do cerrado foi encontrada CIM50 entre 4.228 

µg.mL-1 e 29.630 µg.mL-1 e CIM90 entre 9.24 µg.mL-1 e 38.250 µg.mL-1. A concentração 

Bactericida Mínima (CBM) foi encontrada para o microrganismo Bacillus subtillis, na 

concentração de 10.000 µg.mL-1. Nos ensaios leishmanicidas, os resultados apresentam 

morte celular de 90% nas concentrações de 6.000 e 10.000 µg.mL-1 e de 80% na 

concentração de 4.000 µg.mL-1 para o EB do isolado do mangue. No EB do isolado do 

cerrado, os ensaios leishmanicidas apresentaram viabilidade celular acima de 90% nas 

concentrações de 20.000 e 40.000 µg.mL-1.  Para os ensaios de citotoxicidade no EB do 

isolado do mangue, foram apresentados viabilidade celular entre 55 e 73%. Para o 

isolado do cerrado foram apresentadas viabilidade celular entre 5,41 a 16,84%. Esses 

resultados reforçam o potencial biotecnológico dos microrganismos isolados de 

manguezais e cerrados, representado pelos isolados testados nesse trabalho. 

 

 

 

Palavras-chave: mangue; cerrado; fungos endofíticos; ensaios antimicrobianos; ensaios 

leishmanicidas. 



 
 

ABSTRACT 

 

The mangrove is a transition ecosystem between the terrestrial and the marine 

environment, typical of tropical and subtropical regions. The Brazilian savannah is an 

ecosystem that is mainly characterized by the savanna biome, which are transition zones 

between meadows and forests and are native to tropical regions of the dry season. In 

these two systems, several microorganisms have already been isolated, including 

endophytic fungi, capable of producing substances with antimicrobial and 

leishmanicidal activities, among others. Based on this information, this study aimed to 

evaluate the biotechnological potential of crude extracts (EB) obtained from endophytic 

fungi Diaporthe sp. and Pseudofusicoccum sp., isolated from Brazilian mangroves and 

savannah, respectively. In vitro antimicrobial tests with human pathogens, 

leishmanicidal tests and cytotoxic tests were performed. In antimicrobial assays, the 

minimum inhibitory concentration of 50% (MIC50) between 756 µg.mL-1 and  

949 µg.mL-1 and the minimum inhibitory concentration of 90% (MIC90) between 3.940 

and 3.980 µg.mL-1 were found for the EB of the mangrove isolate. For EB isolated from 

the savannah, CIM50 between 4.228 µg.mL-1 and 29.630 µg.mL-1 and CIM90 between 

9.24 µg.mL-1 and 38.250 µg.mL-1 were found. The Minimum Bactericidal Concentration 

(CBM) was found for the microorganism Bacillus subtillis, at a concentration of 10.000 

µg.mL-1. In leishmanicidal assays, the results show cell death of 90% at concentrations 

of 6.000 and 10.000 µg.mL-1 and 80% at a concentration of 4,000 µg.mL-1 for the EB of 

the mangrove isolate. In the EB of the savannah isolate, the leishmanicidal assays 

showed cell viability above 90% at concentrations of 20.000 and 40.000 µg.mL-1. For 

cytotoxicity tests on the EB of the mangrove isolate, cell viability between 55 and 73% 

was presented. For the savannah isolate, cell viability between 5.41 to 16.84% was 

presented. These results reinforce the biotechnological potential of microorganisms 

isolated from mangroves and savannah, represented by the isolates tested in this work. 

 

 

 

Keywords: mangrove; savannah; endophytic fungi; antimicrobial assays; leishmanicidal 

assays. 
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Capítulo 1 - Introdução 
 

1.1. O manguezal: aspectos gerais 

 

O manguezal é definido como um ecossistema costeiro, de interação entre os 

ambientes terrestre e marinho, próprio de regiões tropicais e subtropicais. Os 

manguezais brasileiros possuem uma extensão de cerca de 12.254,44 km2, do 

Oiapoque, no Amapá, até a Laguna em Santa Catarina (MINISTÉRIO DO MEIO 

AMBIENTE, 2020). Na Figura 1 é possível observar sua extensão no Brasil.  

As florestas de mangue estão entre as mais diversas florestas do mundo; e os 

três países que possuem a maior abundância de manguezais são o Brasil, a Austrália 

e a Indonésia (KOVACS et al., 2008; LI et al., 2009; NAGELKERKEN et al., 2008; 

SEBASTIANES et al., 2012). As condições extremas dos mangues, como marés, 

inundações, alta salinidade, ventos fortes, alta temperatura e solo anaeróbio faz 

com que sua flora se adapte de forma fisiológica e morfológica (DE SOUZA 

SEBASTIANES et al., 2013; SAHOO; DHAL, 2009; SEBASTIANES et al., 2012). A Figura 

2 retrata uma vegetação característica de manguezal.   

Os microrganismos são responsáveis pela maioria das transformações da 

vegetação morta em nutrientes para as plantas, de forma cíclica, onde fungos e 

bactérias compreendem 91% da população microbiana total e os outros 9% são algas 

e protozoários (KRISTENSEN et al., 2008). Um significativo potencial biotecnológico 

relacionado à flora dos mangues está na associação mutualística com os fungos 

endofíticos (ALY et al., 2010; HUNDLEY, 2016; SEBASTIANES et al., 2012; PETRINI, 

1991), porém, o conhecimento sobre a diversidade dos microrganismos nos 

manguezais ainda é limitada (CUZZUOL; CAMPOS ROCHA, 2012; REEF; FELLER; 

LOVELOCK, 2010), o que reforça o investimento em pesquisas sobre a massa 

microbiana desse ambiente (DE SOUZA SEBASTIANES et al., 2013; MOREIRA, 2016; 

SEBASTIANES et al., 2012). 
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Figura 1. Distribuição dos manguezais do Brasil. Fonte: Atlas dos Manguezais do Brasil. 

 

 

 

Figura 2. Vegetação de manguezal. Fonte: Atlas dos Manguezais do Brasil. 
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1.2. O cerrado: aspectos gerais 
 

O cerrado ocupa uma área de aproximadamente 22% do território nacional, com 

uma área de 2.036.448 km2, sendo o segundo maior bioma da América do Sul. Sua 

extensão compreende os estados da Bahia, Goiás, Maranhão, Mato Grosso, Mato 

Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraná, Piauí, São Paulo, Rondônia, Tocantins e 

também Distrito Federal. Possui encraves no Amapá, Amazônia e Roraima (Figura 3). 

As três maiores bacias hidrográficas da América do Sul (Amazônica/Tocantins, Prata 

e São Francisco) encontram-se nesta extensão territorial, resultando numa alta 

potencialidade aquífera, contribuindo com sua diversidade (MINISTÉRIO DO MEIO 

AMBIENTE, 2020). 

Esse bioma é caracterizado por grande abundância de espécies endêmicas e é 

reconhecido como a savana mais rica do mundo, com 11.627 espécies de plantas 

catalogadas (EMBRAPA, 2008; FERREIRA; JR; MIZIARA, 2012; MINISTÉRIO DO MEIO 

AMBIENTE, 2020). Representa aproximadamente 30% do total de reserva brasileira 

de biodiversidade (FRANÇOSO et al., 2015) e é também uma área de conservação a 

nível global (SOUZA; SERRANO; LACAVA, 2017).  

O clima no cerrado compreende um período chuvoso que dura de outubro a 

março seguido por um período seco de abril a setembro (KLINK; MACHADO, 2005; 

LOPES, 2008). A diversidade da flora ocorre em função das adaptações em 

decorrência dos incêndios naturais que ocorrem eventualmente nesta região 

(PAUSAS; KM, 2017; PINHEIRO; DURIGAN, 2012) e do pH baixo do solo, por ser rico 

em alumínio (KLINK; MACHADO, 2005). O cerrado abriga, além de uma variada flora, 

um número significativo de microrganismos, anfíbios, répteis, aves e mamíferos, 

este último em menor número (CARRANZA et al., 2020), sendo assim, um bioma 

expressivo para pesquisa de microrganismos endofíticos.  

A variedade de fatores ambientais aos quais a vegetação desta região está 

submetida favorece o potencial de síntese de novos compostos pelas plantas e 

também pelos endófitos isolados das mesmas, devido a estes aspectos, o cerrado 

caracteriza-se como excelente bioma para pesquisa de bactérias e fungos associados 

a plantas (CHALLIS; HOPWOOD, 2003; RANGEL; BINI, 2007; SERRANO, 2014). 
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Figura 3. Distribuição do Cerrado no Brasil. Fonte: INPE. 

 

 

 

1.3. Microrganismos endofíticos 
 

Segundo a etimologia, o termo endófito deriva do Grego, ‘éndon’ que significa 

dentro e ‘phytón’, planta. Os endófitos, descobertos há mais de 100 anos 

(JALGAONWALA R.E; MOHITE, B.V; MAHAJAN, 2011), são microrganismos que 

colonizam o interior dos tecidos de plantas onde se relacionam de forma simbiótica 

(AZEVEDO; ARAÚJO, 2007) e podem produzir substâncias que aumentam a 

capacidade de defesa, para eles e para o hospedeiro (SILVA, 2017). Eles podem ser 

isolados das sementes, folhas, flores, frutos, raiz e caule (SANTOS, 2016).  

Pesquisas afirmam a importância de estudar os endófitos e demonstram que 

substâncias isoladas desses microrganismos podem apresentar potencial ação 
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antimicrobiana, antiparasitária, controle de pragas, anti-inflamatória, antidiabética,  

produção de enzimas, entre muitas outras ( ASSIS, 2018; CARVALHO et al., 2012; 

CAVICCHIOLI, 2017; LACAVA; AZEVEDO, 2013; LACAVA; AZEVEDO, 2014; MARTÍNEZ-

LUIS, 2012; MOREIRA, 2016; POLONIO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2018; 

SEBASTIANES et al., 2012; SINGH; BARRETT, 2006; TAN; ZOU, 2010; UZOR; OSADEBE; 

NWODO, 2017; TORRES, 2018). Outro fator que incentiva o estudo dos 

microrganismos endofíticos é que eles são uma alternativa à exploração vegetal, 

especialmente as de crescimento lento, ajudando a preservar a diversidade da flora, 

cada vez mais escassa e também reduzir os custos das alternativas já existentes 

(LACAVA et al., 2009; SEBASTIANES et al., 2012; STROBEL; DAISY, 2003; ZHENG et al., 

2016). 

 

1.3.1 Fungos endofíticos  
 

O clássico exemplo da descoberta do paclitaxel (taxol) como produto natural 

derivado do endofítico Taxomyces andreanae em 1993, foi o ponto alto do 

reconhecimento dos fungos endofíticos como uma importante fonte de produção 

de substâncias bioativas (STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993). Após essa descoberta, 

muitos outros fungos endofíticos, isolados de diferentes espécies vegetais, foram 

identificados como sintetizadores de taxol, comprovando que a produção deste 

importante composto se tornou muito maior em fungos do que em plantas (ALY et 

al., 2010).   

Do litoral do estado de São Paulo, foram isolados 4.300 fungos endofíticos e 344 

foram identificados por Sebastianes et al. (2013). Destes foram distinguidos 35 

gêneros diferentes sendo que os mais frequentes foram Diaphorte, Fusarium, 

Trichoderma, Xylaria e Colletotrichum. Uma substância antibiótica, o ácido 3-

hidroxipropiônico, produzida pelo fungo Diaphorte phaseolorum, foi identificada 

como sendo o primeiro relato como antimicrobiano (SEBASTIANES et al., 2012), um 

grande avanço para o uso desses compostos (SEBASTIANES et al., 2017) 

Da reserva do cerrado da UFSCar, entre fragmentos de folhas e ramos de 

Solanum lycocarpum (popularmente chamada de lobeira) foram isolados 45 fungos 
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endofíticos e, desses, 22 foram identificados por Torres (2018), onde os mais 

frequentes foram Nigrospora sp e Pseudofusicoccum sp. e a maioria dos isolados 

apresentou alguma atividade antagônica em relação à fitopatógenos, produção de 

enzimas e solubilização de fosfato (BOGAS et al., 2020).  

Conforme descrito acima, os fungos endofíticos podem produzir uma infinidade 

de compostos e a produção destas substâncias com potencial medicinal, tem 

despertado o interesse pelo estudo e descoberta de novos endófitos e seus 

metabólitos (GUO et al., 2008; MAHESHWARI; AERON; SARAF, 2013; PIMENTEL et 

al., 2010). Por essa razão, fazer a bioprospecção desses compostos a partir desses 

endófitos é de grande importância para a descoberta de novas moléculas, as quais 

poderão contribuir para o tratamento de muitas doenças e para o controle de pragas 

na agricultura como avanço biotecnológico desse século (ASSIS, 2018; AZEVEDO, 

2014; CAVICCHIOLI, 2017; FERRAZ, 2016; LACAVA et al., 2009; LACAVA; AZEVEDO, 

2014; MOREIRA, 2016; SEBASTIANES et al., 2012; SEBASTIANES; AZEVEDO, LACAVA, 

2017; RIBEIRO et al., 2018). 

 

1.4. Microrganismos potencialmente patogênicos 
 

Bacillus cereus é uma bactéria Gram-positiva e em formato de bacilo que vive no 

solo (RYAN & RAY, 2004). Algumas cepas não apresentam toxicidade e outras são 

patogênicas, podendo causar desde síndrome diarreica e emética até infecções 

oportunistas (EHLING-SCHULZ; FRICKER; SCHERER, 2004; SCHOENI & WONG, 2005; 

STENFORS ARNESEN; FAGERLUND; GRANUM, 2008). A diarreia está associada a 

enterotoxinas presentes em alimentos contaminados e a emese ocorre em função 

de uma toxina chamada cereulida (PRÜSS et al., 1999; EHLING-SCHULZ et al., 2005; 

STARK et al., 2013; JEßBERGER et al., 2005). Em alguns casos, essas síndromes se 

agravam e os infectados necessitam de internação e, eventualmente, podem ir a 

óbito (EHLING-SCHULZ & MESSELHÄUSSER, 2012; MESSELHÄUSSER et al., 2014). Isso 

ocorre porque a toxina cereulida pode causar insuficiência hepática aguda e 

encefalopatia aguda (DIERICK et al., 2005). As infecções oportunistas que 

normalmente ocorrem em hospitais podem ser locais ou sistêmicas, onde neonatos 

e indivíduos imunossuprimidos são a população mais suscetível, podendo 
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apresentar endocardite, infecção no aparelho respiratório, urinário, entre outros, e 

sepse (BOTTONE, 2010; LOTTE et al., 2017; EHLING-SCHULZ; LERECLUS; KOEHLER, 

2019). Bacillus subtilis é uma bactéria Gram-positiva em forma de bacilo e produtora 

de esporos. Não é considerada uma bactéria patogênica (SOUZA, 2014). 

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa em forma de bacilo que vive no 

trato gastrointestinal inferior compondo a microbiota do ser humano, sendo assim, 

a grande maioria das cepas de E. coli são inofensivas. É através da perda ou aquisição 

de características associadas à virulência que se diferenciam as cepas patogênicas 

das não patogênicas.  As que são patogênicas podem causar infecções intestinais e 

extra intestinais, como no trato urinário, sepse, entre outras (FOXMAN & BROWN, 

2003). Essas infecções podem acontecer tanto em ambientes hospitalares quanto 

na comunidade (YAMAMOTO et al., 1997; FOXMAN & BROWN, 2003; RUSSO & 

JOHNSON, 2003). As cepas causadoras de infecções podem ser resistentes a várias 

classes de antibióticos.  

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva em forma de bacilo que 
vive em diversos ambientes, suportando condições de sobrevivência com baixas 
temperaturas, baixo pH e altas concentrações de sal, sendo encontrada também em 
alimentos industrializados, fonte comum de contaminação de seres humanos (DE 
LAS HERAS et al., 2011; GANDHI & CHIKINDAS, 2007; TASARA & STHEPAN, 2006). 
Acomete principalmente gestantes, crianças, idosos e indivíduos 
imunocomprometidos podendo causar complicações para o feto e até aborto, 
meningite e infecção generalizada. A mortalidade é em torno de 25% dos infectados 
desse grupo e são resistentes a algumas classes de antibióticos (RADOSHEVICH & 
COSSART, 2017; PALMA, 2016; DE NOORDHOUT et al., 2014; MCLAUCHLIN, 1990). 

Micrococcus luteus é uma bactéria Gram-positiva presente na microbiota da pele 
e mucosas. Também está presente em vários outros ambientes como o solo, água e 
produtos lácteos (Madigan & Martinko, 2005). É considerada um contaminante 
nosocominal, afetando principalmente indivíduos imunossuprimidos (SENA, 2014).  

Porphyromonas gingivalis é uma bactéria Gram-negativa em forma de bacilo. 
Pode ser encontrada na cavidade oral, onde causa lesões teciduais de difícil 
regeneração, pois causa desregulação imunológica e inflamatória. É o agente 
etiológico de alguns tipos de periodontite (NAITO; HIRAKAWA; YAMASHITA, 2008; 
LORENZO, 2004). 
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Salmonella é um gênero de bactérias Gram-negativas em forma de bacilo. É um 
dos problemas de saúde pública mais alarmantes envolvendo microrganismos e 
transmissão via alimentos. No período de um ano, a nível mundial, pode ocorrer 
mais de 150.000 óbitos (WANG, et al 2020).  

Serratia marcescens é uma bactéria Gram-negativa em forma de bacilo. Pode 
causar infecções de urina e hospitalares, particularmente em indivíduos 
imunocomprometidos. Um ponto relevante é que ela é resistente a grande part dos 
antibióticos conhecidos (KONEMAN et al., 2001). 

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva em forma de cocos. É um 
microrganismo que pode estar presente na microbiota da pele de aproximadamente 
50% da população. Sendo assim, é considerado um patógeno oportunista, pois pode 
causar infecções de pele, pneumonias, meningites, endocardites, entre outras 
doenças, quando ocorre uma baixa do sistema imunológico (RÖHRIG, et al 2020; 
Tong et al., 2015). 

Staphylococcus epidermidis é uma bactéria Gram-positiva em forma de cocos. 
Pode estar presente na microbiota da pele e pode ser um contaminante 
nosocominal importante, em função da sua capacidade de produzir biofilmes. Seu 
tratamento clínico é embasado em conhecimentos com o S. aureus, bactéria do 
mesmo gênero  (LEE et al., 2018; ZIEBUHR et al., 2016).  

Candida albicans é um fungo leveduriforme que pode causar, de forma 
oportunista, infecções orais e vaginais. Pacientes imunocomprometidos podem ir a 
óbito em decorrência de infecções causadas por fungos. A Candida pode ser 
encontrada em 80% da população, como parte da microbiota. As infecções 
ocasionadas pela Candida são chamadas de candidíase (Mayer; Wilson; Hube, 2013; 
Brown et al., 2012). 

 

1.5. Substâncias antimicrobianas 
 

Os antimicrobianos correspondem a uma classe de fármacos que é consumida 

frequentemente em hospitais e na população em casos de infecções por 

microrganismos ou na prevenção dessas infecções em algumas situações 

específicas, como a pós cirurgia. Portanto, pode ser prescrito de maneira profilática 

ou terapêutica. Para a escolha do antimicrobiano, é necessário considerar algumas 

características do paciente, como gravidez e/ou lactação, sensibilidade ao fármaco, 

terapia prévia com outros antimicrobianos, condição imunológica, hepática e renal, 

idade, identificar os agentes etiológicos e os possíveis mecanismos de resistência, o 
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mecanismo de ação do medicamento, toxicidade, interações medicamentosas e 

custos. Cerca de 50% das prescrições médicas são inadequadas (ANVISA, 2020).  

O uso indiscriminado de substâncias antimicrobianas, como por exemplo 

antifúngicos, antivirais, antiparasitários e antibióticos pode gerar resistência dos 

microrganismos, o que é um problema de saúde pública tanto de países em 

desenvolvimento quanto de países desenvolvidos. Embora a resistência ocorra com 

diversas classes de fármacos, ela é mais comum em antibióticos, uma vez que o uso 

indiscriminado desse composto é maior. Esse fenômeno ocorre quando as bactérias 

são expostas a determinado antibiótico e um grupo sobrevive e se multiplica, 

originando outras também resistentes. Outro mecanismo de ocorrência se dá pela 

troca de material genético entre microrganismos. Quando um microrganismo é 

resistente a algumas classes de antimicrobianos, é denominado multirresistente 

(ANVISA, 2020; OPAS, 2020).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou uma lista de agentes 

infecciosos prioritários de acordo com a urgência da necessidade de novos 

antibióticos, distribuídos em três níveis: crítico, alto e médio. No nível crítico estão 

o Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae. Fazem 

parte do nível alto Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, 

Campylobacter spp., Salmonella spp. e Neisseria gonorrhoeaae e no nível médio 

estão pontuados o Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Shigella 

spp. (ANVISA, 2020; OMS, 2017).  

Em razão da urgente necessidade de novos antibióticos, torna-se primordial a 

busca de biocompostos, sendo que os produtos naturais são os recursos mais 

importantes e mais utilizados (ALVIN; MILLER; NEILAN, 2014; BUATONG et al., 2011; 

DAS; PATRA; BAEK, 2016; MATSUMOTO; TAKAHASHI, 2017; NEWMAN; CRAGG, 

2015). Nesse sentido, os microrganismos podem ser potenciais opções na produção 

desses biocompostos. A literatura evidencia relatos de microrganismos endofíticos, 

em especial os fungos endofíticos isolados de vegetações de manguezais e de 

cerrado como promissores produtores de metabólitos antimicrobianos (ASSIS, 2018; 

BUATONG et al., 2011; CAVICCHIOLI, 2017; CHAEPRASERT et al., 2010; CHEN et al., 

2007; CHEN et al., 2016; CHEN et al., 2019; FERNANDES et al., 2009; LIN et al., 2005; 

MOREIRA, 2016; SEBASTIANES et al., 2012; TORRES, 2018). 
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1.6. Substâncias leishmanicidas 
 

As leishmanioses podem ser classificadas em duas vertentes: zoonoses quando 

infectam animais e antropozoonose ao infectar o homem. Essa doença parasitária 

possui ampla distribuição territorial, ocorrendo nas Américas, África, Ásia, Europa e 

Oriente Médio e está classificada pela OMS entre as seis endemias prioritárias no 

mundo. Na América latina, 90% dos casos ocorrem no Brasil, em especial no 

Nordeste. O padrão de transmissão da doença é característico de zonas rurais e 

periurbanas, mas pode ocorrer também em centros urbanos. A leishmaniose visceral 

(LV) possui alta mortalidade em crianças desnutridas, indivíduos imunossuprimidos 

e não tratados, onde a letalidade pode atingir até 10% (MANUAL DE VIGILÂNCIA E 

CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL, 2012). 

A LV é causada por um protozoário do gênero Leishmania. No Brasil o mais 

comum é a Leishmania chagasi. A principal forma de transmissão se dá pelas fêmeas 

infectadas de mosquitos conhecidos genericamente por flebotomíneos. O 

flebotomíneo Lutzomyia longipalpis é a principal espécie transmissora (MANUAL DE 

VIGILÂNCIA E CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL, 2012). 

Até o momento não foram desenvolvidas vacinas eficazes para a doença (SILVA 

et al., 2013). Os fármacos utilizados para o tratamento das leishmanioses são o 

Antimoniato de N-metil glucamina, Desoxicolato de anfotericina B e Anfotericina B 

lipossomal. A dose e o tempo de tratamento dependem da forma clínica e, muitas 

vezes, os pacientes evoluem para cura após diversas tentativas de esquemas 

terapêuticos. O diagnóstico precoce também influencia na possibilidade de cura. 

Embora os fármacos utilizados tenham eficácia na cura da doença, são tóxicos e 

podem apresentar reações adversas significativas. Outro fator importante em 

relação a esses medicamentos é que algumas cepas apresentam resistência a eles. 

(CHÁVEZ-FUMAGALLI et al., 2015; GÓES; JERALDO; OLIVEIRA, 2013; GONTIJO et al., 

2012; MACIEL-REZENDE et al., 2013; PELISSARI et al., 2011; ROSENTHAL et al., 2009). 

Dessa forma, a busca de novos metabólitos que contribuam com o tratamento da 

LV é de grande importância para a saúde pública. 

Alguns estudos demonstraram a detecção de biocompostos, oriundos de fungos 

endofíticos, que atuaram sobre o protozoário causador da leishmaniose, 
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incentivando a pesquisa inter-relacionada entre esses microrganismos (ASSIS, 2018; 

CAMPOS et al., 2008; CAVICCHIOLI, 2018; MOREIRA, 2016; SANTIAGO et al., 2012). 

 

1.7. Toxicidade celular 
 

Os testes de toxicidade celular iniciaram - se no início do século XX, a fim de 

garantir a segurança da população, pois até então ocorriam muitos acidentes 

toxicológicos, desde efeitos colaterais leves e que não ocasionavam grandes riscos 

até má formação do feto e óbito do paciente. Para validação e avaliação de 

fármacos, vacinas e produtos para a saúde em geral, é necessário caracterizar a 

citotoxicidade in vitro ( LEMOS, 2018; MASSON; LOMBELLO, 2016; VIEIRA, 2009). 

Partindo dessa premissa, os ensaios em cultura de células se mostram seguros e 

eficazes para determinar a citotoxicidade (RATNER, 2004).  

Um dos tipos celulares mais comumente utilizados para ensaios da 

citotoxicidade em culturas de células são os fibroblastos. Esses são células 

constituintes do tecido conjuntivo que apresentam citoplasma ramificado e rodeado 

de um núcleo contendo um ou dois nucléolos. Eles estão envolvidos em processos 

metabólicos e sintetizam colágeno e elastina. São também responsáveis pelo 

processo de regeneração e essa é uma das razões para eles serem as células 

comumente utilizadas para ensaios de citotoxicidade. Outras características tais 

quais: fácil obtenção que se dá por biopsia celular, rápida e contínua proliferação na 

presença de soro fetal bovino (SFB) e particularidades do seu ciclo celular são outros 

fatores importantes para a escolha dessas células nesse tipo de ensaio (AMIT et al., 

2003; JACOB, 2011; LEMOS, 2018; SOARES, 2017).   
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1.8. Objetivos 

1.8.1. Geral 
 

Avaliar a atividade dos extratos brutos (EB) obtidos dos fungos endofíticos 

Diaporthe sp., isolado do ramo de Avicennia nitida (conhecida popularmente 

mangue branco), do mangue da região de Bertioga e Cananéia, São Paulo, Brasil e 

Pseudofusicoccum sp., isolado do ramo de Stryphnodendron adstringens (conhecido 

popularmente por Barbatimão), da região do cerrado, para ação antimicrobiana, 

antiparasitária e citotoxicidade. Os dois isolados fazem parte da coleção de 

microrganismos do Laboratório de Moléculas e Biomoléculas (LaMiB), 

Departamento de Morfologia e Patologia (DMP), Universidade Federal de São Carlos 

(UFSCar). 

 

1.8.2. Específicos 
 

a) Verificar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos brutos obtidos dos 

isolados Diaporthe sp. e Pseudofusicoccum sp. contra os microrganismos 

patogênicos: Bacillus cereus ATCC 3508, Bacillus subtilis, Bacillus subtillis ATCC 

21332, Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 11775, Escherichia 

coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 43895, Listeria monocytogenes ATCC 

19117, Micrococcus luteus ATCC 9341, Porphyromonas gingivalis ATCC 49471, 

Salmonella setubal ATCC 19196, Salmonella typhi ATCC 6539, Serratia 

marcescens ATCC 1953, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Sthaphylococcus 

aureus ATCC 29213 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; 

 

b) Verificar a atividade leishmanicida in vitro dos EBs obtidos dos isolados Diaporthe 

sp. e Pseudofusicoccum sp. contra Leishmania infantum chagasi 

(MHOM/BR/1972/LD); 
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c) Avaliar a citotoxicidade dos EBs obtidos dos isolados Diaporthe sp. e 

Pseudofusicoccum sp. na linhagem HFF-1 (fibroblastos de pele humana).  
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Capítulo 2 - Material e métodos 
 

2.1.  Obtenção de extratos brutos dos cultivos fúngicos 
 

Para a obtenção dos EBs, foram utilizados os isolados endofíticos do mangue 

(Diaporthe sp.) e do cerrado (Pseudofusicoccum sp.), ambos da biblioteca de 

microrganismos do Laboratório de Biomoléculas e Biologia Molecular (LaMiB), 

Departamento de Morfologia e Parasitologia (DMP), UFSCar. Os isolados foram 

cultivados em meio de cultura batata dextrose ágar (BDA) (KASVI, BRA) durante 7 

dias à temperatura de 28 oC. Posteriormente, 8 discos de 5 mm de micélio dessas 

culturas foram inoculados em frascos tipo Erlenmeyers de 500 mL contendo 350 mL 

de caldo batata dextrose (BD) (KASVI, BRA) e incubados durante 12 dias a 28 oC, na 

ausência de luz e em condições estáticas.  

 

2.2. Determinação da atividade antimicrobiana 

2.2.1. Microrganismos 
 

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no LaMiB e no Laboratório de 

Biotecnologia Microbiana, Universidade de São Paulo (USP), Campus II, São Carlos, 

SP a fim de abranger um maior número de microrganismos. As cepas patogênicas 

testadas do LaMiB foram Bacillus subtilis, Escherichia coli ATCC 11775, Micrococcus 

luteus ATCC 9341, Salmonella setubal ATCC 19196, Staphylococcus aureus ATCC 

6538, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 

e Candida albicans ATCC 10231. As cepas testadas do Laboratório de Biotecnologia 

Microbiana, cedidas gentilmente pela professora doutora Márcia Nitschke, foram 

Bacillus cereus ATCC 33018, Bacillus subtilis ATCC 21332, Escherichia coli ATCC 

43895, Listeria monocytogenes ATCC 19117, Micrococcus luteus ATCC 4698, 

Porphyromonas gingivalis ATCC 49471, Salmonella typhi ATCC 6539 e Serratia 

marcescens ATCC 1953.  
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2.2.2. Padronização dos inóculos bacterianos 

 

Para padronizar os inóculos bacterianos, foi utilizado o mesmo protocolo para os 

ensaios realizados no LaMiB e para os ensaios realizados no Laboratório de 

Biotecnologia Microbiana. As cepas selecionadas estocadas em freezer a - 20 °C 

foram transferidas para caldo infusão-cérebro-coração (BHI) (KASVI, BRA) por 24 

horas a 37 °C. Posteriormente foram transferidas para Mueller Hinton (MH) (KASVI, 

BRA) sólido e incubadas por 24 horas a 37 °C. Para a padronização do inóculo 

bacteriano, foram transferidas colônias da cepa a ser testada para salina 0,9% até 

atingir 0,5 na escala de Mc Farland, correspondentes a 1,5 x 108 Unidades 

Formadoras de Colônia (UFC)/mL. A densidade ótica (DO) foi obtida em 

espectrofotômetro (BIOSPECTRO SP-22) no comprimento de onda de 620 

nanômetros (nm). A partir desta solução, foi realizada uma diluição 1:10 em salina 

0,9% para que o inóculo inicial do teste fosse 1,5 x 107 UFC/mL. Para a padronização 

do inóculo da levedura, foram transferidas colônias para salina 0,9% até atingir 0,5 

na escala de MC Farland. A DO foi obtida em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 530 nm. A partir dessa solução, foi realizada uma diluição 1:10 em salina e 

a partir dessa solução, foi realizada mais uma diluição, de 1:20, para que fosse obtida 

uma suspensão de 2,5 x 103
.  

 

2.2.3. Determinação da Concentração Inibitória Mínima 

 

Com base no CLSI (2012), a metodologia utilizada para a determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) em bactérias, foi a microdiluição em caldo em 

placa de 96 poços (KASVI, BRA). Foi preparada a diluição seriada dos EBs em caldo 

MH nas concentrações de 10.000, 8.000, 6.000 e 4.000 µg.mL-1 para o EB do 

endofítico Diaporthe sp. e 40.000, 20.000, 10.000, 5.000 e 2.5000 µg.mL-1 para o EB 

do endofítico Pseudofusicoccum sp.. As concentrações utilizadas foram iguais em um 

primeiro ensaio. Após análise dos resultados, as concentrações do EB do isolado do 

cerrado foram aumentadas para observar se haveria maior atividade.  Como agente 
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antimicrobiano de referência foram utilizados os antibióticos Penicilina e 

Estreptomicina (GIBCO, EUA). Foram adicionados 100 µL de cada componente 

(inóculo padronizado e EB) na microplaca, obtendo-se um volume final de 200 µL 

por poço. As microplacas foram incubadas em estufa à 37 oC por 24 h. Após o período 

de incubação, foram adicionados 20 µL do revelador Alamar blue® (SIGMA-ALDRICH, 

EUA) diluído com tampão salino fosfato (PBS) a 0,04% em cada poço. 

Posteriormente, as placas foram submetidas a leitura de absorbância a 620 nm, no 

leitor de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific®) (CLSI, 2012). A mesma 

metodologia foi utilizada para determinação da CIM em parceria com o Laboratório 

de Biotecnologia Microbiana, exceto o revelador, que foi utilizado o (3- (4,5-

Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (MTT) diluído em água 

destilada na concentração de 1 mg.mL-1. Para a levedura, o protocolo também é o 

mesmo, exceto que a adição do agente relevador e a leitura em leitor de microplacas 

é feito após 48 h de incubação. 

 

2.2.4. Determinação da Concentração Bactericida Mínima 

 

Para a determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM), que é a menor 

concentração que não há crescimento de microrganismo, foi escolhida a linha A da 

placa dos ensaios da CIM. Foi retirada uma alíquota de 10 µL de cada poço e 

plaqueado em ágar MH. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h e 

observadas visualmente.  

 

2.3. Atividade leishmanicida 

 

Os ensaios leishmanicidas foram realizados no Laboratório de Inflamações e 

Doenças Infecciosas (LIDI), Departamento de Morfologia e Patologia, UFSCar. As 

cepas de Leishmania infantum chagasi (MHOM/BR/1972/LD) utilizadas nos ensaios 

fazem parte da biblioteca de microrganismos do LIDI. A cepa L. infantum chagasi, 
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em sua forma promastigota, foi cultivada em frascos T (KASVI, BRA) de 25 cm2 

contendo meio 199 (SIGMA-ALDRICH, EUA), suplementado com soro fetal bovino 

(SFB) (LGC, BRA), antibióticos Penicilina e Estreptomicina (GIBCO, EUA) e L-glutamina 

(SIGMA-ALDRICH, EUA). Em cada poço da placa de 96 poços, do ensaio continha uma 

suspensão de células previamente ajustadas à 1x106 e o EB do endófito Diaporthe 

sp. foi diluído em quatro concentrações diferentes: 10.000 µg.mL-1, 8.000 µg.mL-1, 

6.000 µg.mL-1 e 4.000 µg.mL-1. O EB do endófito Pseudofusicoccum sp foi diluído em 

40.000 µg.mL-1, 20.000 µg.mL-1, 10.000 µg.mL-1, 5.000 µg.mL-1 e 2.500 µg.mL-1. As 

placas de 96 poços, nas quais foram realizados os ensaios, foram incubadas a 23 oC 

por 24 e 48 horas. Para a avaliação da viabilidade celular foi utilizado o teste 

colorimétrico do Alamar blue® (SIGMA-ALDRICH, EUA). Após cada período de 

incubação, foram adicionados 20 µL a 1,5 mM de Alamar blue® e as placas foram 

incubadas em câmara de CO2 entre 5 e 10%. A leitura da absorbância foi realizada 

em espectrofotômetro Multiskan FC (Thermo Scientific®) no comprimento de onda 

de 650 nm. 

 

2.5. Ensaios de citotoxicidade 

 

Os testes de citotoxicidade foram realizados no Laboratório de Investigação 

Endócrino Metabólica (LIEM), Departamento de Medicina, UFSCar. Foram utilizadas 

células da linhagem HFF-1 (fibroblastos de pele humana), cedidas gentilmente pela 

professora doutora Ângela Merice de Oliveira Leal. As células foram colocadas em 

frascos T (GREINER, EUA) de 75 cm2 contendo meio DMEM (SIGMA-ALDRICH, EUA), 

suplementado com SFB (HYCLONE, EUA), antibióticos Penicilina e Estreptomicina 

(GIBCO, EUA), L-glutamina, Hepes e Bicarbonato (SIGMA-ALDRICH, EUA). Foram 

semeadas 2x105 por poço em placas de 96 (KASVI, BRA), e mantidas em meio de 

cultivo com o EB do fungo endofítico Diaporthe sp. diluído nas concentrações de 

20.000 µg.mL-1,10.000 µg.mL-1, 8.000 µg.mL-1, 6.000 µg.mL-1 e 4.000 µg.mL-1 e com 

o EB do fungo endofítico Pseudofusicoccum sp. nas concentrações de 40.000 µg.mL-

1, 20.000 µg.mL-1, 10.000 µg.mL-1, 5.000 µg.mL-1 e 2.500 µg.mL-1. Após o inóculo, as 

culturas foram mantidas em estufa a 37 oC, 5% CO2, por 24, 48 e 72 horas. Para a 
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avaliação da viabilidade celular foi utilizado o método colorimétrico pelo 3-(4,5-

dimetil tiazol 2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazólio (MTT) (SIGMA-ALDRICH, EUA). A 

leitura da absorbância foi realizada em leitor de microplacas Multiskan FC (Thermo 

Scientific®) em comprimento de onda de 570 nm. 

 

2.6. Análise estatística 

 

Para análise estatística, os dados foram submetidos aos testes de normalidade 

de Levene e homogeneidade de Shapiro Will. Os testes de ANOVA e teste post hoc 

de Tukey foram utilizados para indicar as diferenças existentes entre os grupos 

experimentais. Os valores foram considerados significativos quando P ≤ 0,05, 

utilizando o software GraphPd Prism (Versão 7.04 for Windows). Os gráficos e 

cálculos da CIM50 e CIM90 (curva de regressão linear) foram construídos com o 

software Origin Pro versão 9. 
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Capítulo 3 - Resultados e Discussão 

3.1. Resultados dos ensaios antimicrobianos 

3.1.1. Diaporthe sp. 

 

Para os testes antimicrobianos com o EB do isolado Diaporthe sp., foram obtidos 

os valores da CIM50 e a CIM90 para E. coli ATCC 11775, S. setubal ATCC 19196 e S 

aureus ATCC 29213 (Tabela 1). Não foi observada atividade contra Bacillus subtilis, 

Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228 e Candida albicans ATCC 10231. A figura 4 ilustra os 

resultados de cada concentração e suas diferenças estatísticas graficamente. Os 

resultados detalhados dos ensaios para as quatro concentrações testadas (10.000, 

8.000, 6.000 e 4.000 µg.mL-1) foram:  

 

a) E. coli ATCC 11775: inibição de crescimento celular de 93,50% em 10.000 

µg.mL-1, 92,02% em 8.000 µg.mL-1, 88,73% em 6.000 µg.mL-1 e 36,45% em 

4.000 µg.mL-1; 

b) S. setubal ATCC 19196: inibição de crescimento de 93,95% em 10.000 

µg.mL-1, 93,53% em 8.000 µg.mL-1, 91,95% em 6.000 µg.mL-1 e 90,47% em 

4.000 µg.mL-1; 

c) S. aureus ATCC 29213: inibição de crescimento de 94,84% em 10.000 

µg.mL-1, 94,69% em 8.000 µg.mL-1, 94,03% em 6.000 µg.mL-1 e 86,63% em 

4.000 µg.mL-1. 
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Figura 4. Avaliação da viabilidade de (A) E. coli, (B) S. setubal e (C) S. aureus em diferentes 
concentrações através do ensaio Alamar Blue®, possibilitando visualizar as diferenças estatísticas 
entre as concentrações testadas. 

 

 

 

 

Diaporthe sp. MIC50 

(µg.mL-1) 

MIC90 

(µg.mL-1) 

E. coli  4.319 6.141 

S. setubal  0.156 3.557 

S. aureus  1.043 4.614 

 

Tabela 1. Atividade antibacteriana in vitro do EB de Diaporthe sp., onde é possível visualizar a CIM50 
e a CIM90. 
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 3.1.2. Pseudofusicoccum sp. 

 

Para os testes antimicrobianos com o EB do isolado Pseudofusicoccum sp. no 

LaMiB, foram obtidos os valores da CIM50 e da CIM90 do B. subtilis, M. luteus ATCC 

4698 e S. aureus ATCC 6538 (Tabela 2). Não foi observado atividade contra S. aureus 

ATCC 29213 e C. albicans ATCC 10231. A Figura 5 ilustra os resultados de cada 

concentração e suas diferenças estatísticas graficamente. Os resultados detalhados 

dos ensaios para as cinco concentrações testadas (40.000, 20.000, 10.000, 5.000 e 

2.500 µg.mL-1) foram: 

a) B. subtilis: inibição de crescimento celular de 100% nas concentrações de 

40.000, 20.000 e 10.000 µg.mL-1 e 20,46% em 5.000 µg.mL-1. Não houve 

inibição de crescimento celular para a concentração de 2.500 µg.mL-1; 

b) E. coli ATCC 25922: inibição de crescimento celular de 39,33% em 40.000 

µg.mL-1, 36,08% em 20.000 µg.mL-1, 35,18% em 10.000 µg.mL-1, 19,49% 

em 5.000 µg.mL-1 e 1,94% em 2.500 µg.mL-1; 

c) M. luteus ATCC 9341: inibição de crescimento celular de 74,62% em 

40.000 µg.mL-1, 51,89% em 20.000 µg.mL-1, 28% em 10.000 e  

5.000 µg.mL-1 e 10,71% em 2.500 µg.mL-1; 

d) S. setubal ATCC 19196: inibição de crescimento celular de 73,75% em 

40.000 µg.mL-1, 72,96% em 20.000 e 10.000 µg.mL-1, 71,50% em 5.000 

µg.mL-1 e 64,54% em 2.500 µg.mL-1; 

e) S. aureus ATCC 6538: inibição de crescimento celular de 69,82% em 

40.000 µg.mL-1, 66,05% em 20.000 µg.mL-1, 17,79% em 10.000 µg.mL-1, 

12,03% em 5.000 µg.mL-1 e 11,38% em 2.500 µg.mL-1; 

f) S. epidermidis ATCC 12228: inibição de crescimento celular de 39,22% em 

40.000 µg.mL-1. Não houve inibição de crescimento celular para as 

concentrações de 20.000, 10.000, 5.000 e 2.500 µg.mL-1. 
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Figura 5. Avaliação da viabilidade de (A) B. subtilis, (B) E. coli, (C) M. luteus, (D) S. setubal, (E) S. aureus 
e (F) S. epidermidis em diferentes concentrações através do ensaio Alamar Blue®, possibilitando 
visualizar as diferenças estatísticas entre as concentrações testadas. 
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Pseudofusicoccum sp. CIM50 

(µg.mL-1) 

CIM90 

(µg.mL-1) 

B. subtilis 4.228 19.140 

M. luteus  19.190 92.800 

S. aureus  16.680 91.520 

 

Tabela 2. Atividade antibacteriana in vitro do EB de Pseudofusicoccum sp., onde é possível visualizar 
a CIM50 e a CIM90. 

 

Para os testes antimicrobianos com o EB do isolado Pseudofusicoccum sp. no 

Laboratório de Biotecnologia Microbiana, foram obtidos valores da CIM50 e da CIM90 

do B. cereus ATCC33018, E. coli ATCC 43895, S. typhi ATCC 6539 e S. marcescens 

ATCC 1953 (Tabela 3). Não foi observada atividade contra B. subtilis ATCC 21332, L. 

monocytogenes ATCC 19117, M. luteus ATCC 4698 e P. gingivalis ATCC 49417. A 

Figura 6 ilustra os resultados de cada concentração e suas diferenças estatísticas 

graficamente. Os resultados detalhados dos ensaios para as cinco concentrações 

testadas (40.000, 20.000, 10.000, 5.000 e 2.500 µg.mL-1) foram: 

a) B. cereus ATCC 33018: inibição de crescimento celular de 100% em 40.000 

e 20.000 µg.mL-1, 89,43% em 10.000 µg.mL-1, 88,02% em 5.000 µg.mL-1 e 

39,25% em 2.500 µg.mL-1; 

b) E. coli ATCC 43895: inibição de crescimento celular de 100% em 40.000 e 

20.000 µg.mL-1, 96,65% em 10.000 µg.mL-1, 52,99% em 5.000 µg.mL-1 e 

não houve inibição de crescimento celular em 2.500 µg.mL-1; 

c) S. typhi ATCC 6539: inibição de crescimento celular de 100% em 40.000 

µg.mL-1, 92,89% em 20.000 µg.mL-1, 90,59% em 10.000 µg.mL-1, 69,35% 

em 5.000 µg.mL-1 e 58,71% em 2.500 µg.mL-1; 

d) S. marcescens ATCC 1953: inibição de crescimento celular de 98,20% em 

40.000 µg.mL-1, 5,27% em 20.000 µg.mL-1, 4,78% em 10.000 µg.mL-1, 

0,58% em 5.000 µg.mL-1 e não houve inibição de crescimento celular em 

2.500 µg.mL-1. 
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Figura 6. Avaliação da viabilidade de (A) B. cereus, (B) E. coli, (C) S. typhi e (D) S. marcescens em 
diferentes concentrações através do ensaio MTT®, possibilitando visualizar as diferenças estatísticas 
entre as concentrações testadas. 
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Pseudofusicoccum sp. MIC50 

(µg.mL-1) 

MIC90 

(µg.mL-1) 

B. cereus  3.052 10.560 

E. coli  4.861 9.240 

S. typhi 1.390 9.870 

S. marcescens  29.630 38.250 

 

Tabela 3. Atividade antibacteriana in vitro do EB de Pseudofusicoccum sp., onde é possível visualizar 
a CIM50 e a CIM90. 

 

 

Para os testes da CBM, foi observado resultado do EB do isolado do cerrado 
(Pseudofusicoccum sp.) para o B. subtillis a partir da concentração de  
10.000 µg.mL-1, como é possível observar na Figura 7. 

 

 

 

Figura 7. Placa com resultado da Concentração Bactericida Mínima apresentando resultado para B. 
subtillis nas concentrações de 40.000, 20.000 e 10.000 µg.mL-1 (respectivamente BRA1, BRA2 e BRA3) 
e crescimento bacteriano na concentração de 5.000 µg.mL-1 (BRA 4). 
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3.2. Resultados dos ensaios leishmanicidas 

 

O EB de Diaporthe sp. foi testado para atividade leishmanicida na forma 

promastigota de L. infantum chagasi (MHOM/BR/1972/LD) nos períodos de 24 e 48 

h nas concentrações de 10.000 µg.mL-1, 8.000 µg.mL-1, 6.000 µg.mL-1 e 4.000 µg.mL-

1. Os períodos de 24 e 48 horas apresentaram uma alta taxa de mortalidade, acima 

de 90% nas concentrações entre 6.000 e 10.000 µg.mL-1 e acima de 80% na 

concentração de 4.000 µg.mL-1 (Figura 8).  

 

 

Figura 8. Avaliação da viabilidade de promastigotas de Leishmania infantum chagasi em diferentes 
concentrações de EB de Diaporthe sp. a através do ensaio Alamar Blue® em (A) 24 e (B) 48 horas. 

 

 

O EB de Pseudofusicoccum sp. foi testado para atividade leishmanicida na forma 

promastigota de L. infantum chagasi (MHOM/BR/1972/LD) nos períodos de 24 e 48 h 

nas concentrações de 40.000 µg.mL-1, 20.000 µg.mL-1, 10.000 µg.mL-1, 5.000 µg.mL-1 e 

2.500 µg.mL-1. Os períodos de 24 e 48 horas apresentaram uma baixa taxa de viabilidade 

celular, abaixo de 10%, nas concentrações entre 40.000 e 20.000 µg.mL-1, ou seja, nessas 

concentrações a mortalidade foi superior aos 90% (Figura 9).  
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Figura 9. Avaliação da viabilidade de promastigotas de Leishmania infantum chagasi em diferentes 
concentrações de EB de Pseudofusicoccum sp. através do ensaio Alamar Blue® em (A) 24 e (B) 48 horas. 

 

 

3.3. Resultados dos ensaios de citotoxicidade 

 

Os ensaios para citotoxicidade do EB de Diaporthe sp. apresentaram viabilidade 

celular entre 73 e 55% nas concentrações de 4.000 a 10.000 µg.mL-1 em 24 horas; 69 

e 56% nas concentrações de 4.000 a 8.000 µg.mL-1 em 48 horas e 59% nas 

concentrações de 4.000 a 6.000 µg.mL-1 em 72 horas (Figura 10). 
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Figura 10. Avaliação da atividade citotóxica do EB de Diaporthe sp. na linhagem celular HFF-1 
(Fibroblasto). (A) viabilidade Celular em 24 horas, (B) viabilidade Celular em 48 horas e (C) viabilidade 
celular em 72 horas. 

 

 

Os ensaios para citotoxicidade de Pseudofusicoccum sp. apresentaram 

viabilidade celular entre 11,63 e 9,73% nas concentrações de 40.000 e  

20.000 µg.mL-1 em 24 horas; 16,86 a 13,68% nas concentrações de 40.000 a 10.000 

µg.mL-1 em 48 horas e 8,11 a 5,41% nas concentrações de 40.000 a 10.000 µg.mL-1 

em 72 horas (Figura 11). 
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Figura 11. Avaliação da atividade citotóxica do EB de Pseudofusicoccum sp. na linhagem celular HFF-1 
(Fibroblasto). (A) viabilidade Celular em 24 horas, (B) viabilidade Celular em 48 horas e (C) viabilidade 
celular em 72 horas. 
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3.2. Discussão 

 

A necessidade de novas moléculas potenciais para a descoberta e produção de 

fármacos, em especial aqueles que combatem microrganismos causadores de 

infecções hospitalares e aqueles que fazem parte do grupo de doenças que são 

classificadas como negligenciadas, nunca se mostrou tão importante e urgente. 

Alguns desses microrganismos são colocados como prioritários em pesquisas por sua 

capacidade de resistência e letalidade (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020; OMS, 2017).  

É sabido que a maior fonte de biomoléculas são os produtos naturais e há 

algumas décadas os microrganismos endofíticos têm sido explorados e descritos 

como grandes produtores de metabólitos bioativos (ALY et al., 2010; CAMPOS et al., 

2008; SEBASTIANES et al., 2012; SILVA et al., 2018; STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993; 

ASSIS, 2018; CAVICCHIOLI, 2017, TORRES, 2018; PRINCE, 2008).  

Os microrganismos endofíticos isolados de ambientes caracterizados por 

condições extremas de sobrevivência tem se destacado na produção de compostos 

com bioatividades em ensaios de bioprospecção (SEBASTIANES et al., 2012; ASSIS, 

2016; CAVICCHIOLI, 2017; MOREIRA, 2016; TORRES, 2018). 

O gênero Diaporthe sp. tem sido descrito como importante produtor de 

metabólitos secundários, expressando atividades antimicrobianas, 

antifitopatogênicos leishmanicidas, antiproliferativas e na produção de enzimas 

(SEBASTIANES et al., 2012; GOMES, 2012; MOREIRA, 2016, RABAL, 2016, SOUZA, 

2019).  

O gênero Pseudofusicoccum sp. também foi descrito como produtor de 

compostos antimicrobianos, antifitopatogênicos, antiproliferativos e enzimáticos 

(GUBIANI, 2015; TORRES, 2018; MONFARDINI, 2020).  

As referências acima corroboram com o presente trabalho, onde foram testados 

extratos de fungos endofíticos do gênero Diaporthe sp. e Pseudofusicoccum sp. e 

obtidos resultados antimicrobianos de diferentes cepas, leishmanicidas. Outro 

resultado interessante nesse trabalho é que o gênero Diaporthe sp. apresentou 

baixa toxicidade quando testado em fibroblastos.  
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Huang e colaboradores (2019) testaram extrato purificado do endofítico 

Diaporthe sp. isolado de Sophora tonkinensis em cepas de Bacillus subtilis, Bacillus 

megaterium, Bacillus anthraci, Proteus vulgaris, Escherichia coli e Salmonella 

paratyphi e obtiveram CIM50 de 12,5 µg/mL-1 para E. coli e Bacillus anthraci. O 

presente trabalho apresentou CIM50 de 767 µg/mL-1 para a E. coli, porém o extrato 

testado não era purificado. Possivelmente nosso extrato continha um número maior 

de resíduos e, consequentemente, foi necessária uma concentração maior do 

extrato para atingir a letalidade de 50%. Por essa razão, os dados obtidos podem ser 

considerados complementares. Um diferencial entre os dois estudos é que o 

presente trabalho apresentou atividade antimicrobiana, com MIC50 de 949 µg/mL-1 

para a bactéria do gênero Salmonella enquanto o outro extrato não apresentou 

nenhuma atividade para essa bactéria.  

Medeiros e colaboradores (2019) também testaram o extrato fracionado do 

endofítico Diaporthe e obtiveram como resultado MIC50 de 125 µg/mL-1 para S. 

aureus e 500 µg/mL-1 para E coli. Esse dado consolida os resultados do presente 

trabalho, onde possivelmente em ensaios com o extrato fracionado os valores de 

MIC50 seriam menores, pois os metabólitos estariam mais concentrados.  

Brissow e colaboradores (2017) testaram extrato particionado obtido do 

endofítico Diaporthe e obtiveram uma taxa de morte celular de 78,39% em L. 

amazonensis numa concentração de 10 µg/mL-1, enquanto o presente trabalho 

apresentou mortalidade acima de 90% para L. infantum chagasi na concentração de 

4.000 µg/mL-1, é possível inferir, mais uma vez, que o extrato particionado possui 

menos resíduos, portanto, as moléculas ativas estão mais concentradas. Não foram 

encontrados trabalhos que relacionam o fungo Diaporthe sp. à atividade 

leishmanicida de L. infantum chagasi. 

Em ensaios qualitativos, Abba e colaboradores (2018) isolaram o endofítico 

Pseudofusicoccum sp. de Annona muricata (popularmente conhecida como 

Graviola) e testaram seus extratos em ensaios qualitativos contra alguns 

microrganismos, obtendo como resultado, leve atividade para B. subtilis, S. Typhi e 

C. albicans e nenhuma atividade para S. aureus e A. niger. O presente trabalho, com 

o EB produzido pelo Pseudofusicoccum sp. apresentou atividade para B. subtilis, S. 

typhi e S. aureus. 
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Em revisão literária, um dado interessante de alguns trabalhos, é que bactérias 

endofíticas isoladas de vegetações do cerrado, não apresentaram atividade para a 

E. coli, uma bactéria Gram negativa. Azevedo et al (2004) isolaram Actinoplanes do 

cerrado goiano e, em ensaio para a determinação da atividade antimicrobiana, 

observaram que seus metabólitos apresentaram atividade apenas para bactérias 

Gram positivas.  

Carrim et al (2016) isolaram bactérias endofíticas de Jacaranda decurrens 

(popularmente conhecido como carobinha do campo) e observaram uma atividade 

maior frente a microrganismos Gram positivos.  

Assis (2018) isolou seis bactérias de Caryocar brasiliense (popularmente 

conhecido como pequizeiro), nativa do Cerrado de São Carlos e testou os EBs contra 

C. albicans, E. coli e S. aureus e como resultado, 1 deles apresentou atividade contra 

C. albicans, 5 deles apresentaram atividade contra S. aureus e nenhum apresentou 

atividade contra E. coli, bactéria Gram negativa. Piza et al. (2015) também teve como 

resultado da determinação antimicrobiana de seu composto obtido de bactérias 

endofíticas de solo e vegetação do cerrado, respectivamente, nenhuma inibição para 

a E. coli. 

Pesquisas com fungos endofíticos do cerrado não apresentam esse perfil, onde 

são encontradas atividades contra microrganismos Gram negativos e Gram positivos 

(SOUZA, 2004; SADANANDA, 2011) incluindo a E. coli, dado que o presente trabalho 

reforça.  

Amorim (2018), isolou fungos endofíticos do pantanal de Mato Grosso, Brasil e 

entre esses isolados, foi também identificado o Pseudofusicoccum sp. Os ensaios 

antiparasitários com os extratos não apresentaram resultados significativos contra 

L. amazonensis. Em contra partida, o presente trabalho obteve resultados relevantes 

com o EB do isolado desse gênero, considerando ainda que os testes foram 

realizados com o extrato não particionado e não purificado, onde existe a 

possibilidade de melhorar o seu desempenho.  

Não foram encontradas pesquisas que relacionam o Pseudofusicoccum sp. à L. 

infantum chagasi, demonstrando a importância e o ineditismo deste trabalho. 
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Simultaneamente às pesquisas de determinações das atividades dos metabólitos 

dos compostos, é necessário realizar ensaios de citotoxicidade, que permita avaliar 

a segurança das moléculas que compõem o EB (WILSON, 2000).  

Neste trabalho, foram realizados ensaios de citotoxicidade com os dois EBs. O EB 

proveniente do isolado do mangue apresentou alta viabilidade celular em todas as 

concentrações testadas, se mostrando pouco tóxico. O EB proveniente do isolado do 

cerrado já se apresentou tóxico, com menos de 20% das células viáveis considerando 

todas as concentrações e horários dos ensaios (24, 48 e 72 horas). No entanto, de 

acordo com SMEE et al (2002), pode ser de grande valor realizar testes com outros 

reagentes colorimétricos que diferem do MTT®, visto que em seu processo de 

conversão enzimática, por interferência do próprio EB, ele possa superestimar a 

toxicidade. Também deve ser considerado a análise visual no decorrer do 

experimento, observando a coerência dos resultados obtidos após a adição do 

reagente colorimétrico MTT®. Na análise visual foi observada perda da morfologia 

celular, porém, não em 80% das células dispostas nos poços.  

Os resultados deste trabalho reforçam o potencial de moléculas bioativas 

presentes em isolados endofíticos de vegetação de ecossistemas que apresentam 

condições extremas de sobrevivência.  
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Capítulo 4 - Conclusões 

 

a) O EB do isolado Diaporthe sp. apresentou atividade contra três 

microrganismos, sendo eles E coli ATCC 11775, S. setubal ATCC 19169 e S. 

aureus ATCC 29213; 

b) O EB do isolado Pseudofusicoccum sp. apresentou atividade contra 10 

microrganismos, sendo eles: B. subtilis, E. coli ATCC 25922, M. luteus ATCC 

9341, S. setubal ATCC 19196, S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis ATCC 

12228, B. cereus ATCC 33018, E. coli ATCC 43895, S. typhi ATCC 6539 e S. 

marcescens ATCC 1953; 

c) O EB do isolado Pseudofusicoccum sp. apresentou CBM para B. subtillis na 

concentração de 10.000 µg.mL-1. 

d) O EB do isolado Diaporthe sp. apresentou atividade para L. infantum chagasi 

em concentrações menores que o EB do isolado Pseudofusicoccum sp; 

e) O EB do isolado Diaporthe sp. apresentou menor citotoxicidade em relação 

ao EB do isolado Pseudofusicoccum sp. 

 

Levando em consideração os resultados dos ensaios farmacológicos e do ensaio 

de citotoxicidade, conclui-se que, apesar do EB do isolado do cerrado 

(Pseudofusicoccum sp.) apresentar atividade sobre um maior número de 

microrganismos, o EB do isolado do mangue (Diaporthe sp.) apresentou atividade 

em uma concentração menor e dentro da faixa de baixa citotoxicidade. Por outro 

lado, ainda é possível explorar os dois EBs, dando a possibilidade de diminuir tanto 

as concentrações quanto a citotoxicidade dos extratos testados. 
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