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RESUMO 

Os micro-organismos constituem uma das mais importantes formas de vida 
que fornecem substâncias que podem ser utilizadas em diversas áreas, como: 
farmacêutica, bioquímica, alimentícia e agropecuária. A abordagem OSMAC (One 
Strain Many Compounds), visa, na mudança nos parâmetros de cultivos de micro-
organismos, diversificar e aumentar a produção de metabólitos secundários de uma 
única cepa. O fungo endofítico Botryosphaeria parva, oriundo das folhas de Syzygium 
cumini (L.) Skeels, foi submetido à abordagem OSMAC variando-se os meios de 
cultivo: Arroz parboilizado (meio sólido), Extr. de Malte, Nutrient, PDB e YM (meios 
líquidos), e o fungo endofítico Pseudofusicoccum stromaticum, oriundo dos frutos 
maduros de S. cumini (L.) Skeels, foi cultivado em meio de Extr. de Malte. Após o 
período de fermentação de B. parva em meio sólido, iniciou-se uma extração direta 
com CH3OH, seguida de filtração e evaporação do solvente. O extrato obtido foi 
solubilizado em AcOEt e realizou-se três partições líq.-líq. com H2O, em que após a 
evaporação do solvente orgânico, o extrato obtido foi dissolvido em CH3CN e foi 
realizada uma nova partição líq.-líq. com Hexano, e após evaporação da CH3CN, foi 
obtido o extrato de interesse. Após o período de fermentação dos endófitos nos meios 
líquidos, as suspensões micelares foram filtradas a pressão reduzida, separando os 
micélios dos meios fermentados. Em seguida, os filtrados aquosos foram submetidos 
a três partições líq.-líq. com AcOEt, e após a evaporação do solvente orgânico, foram 
obtidos os extratos de B. parva e P. stromaticum, nos meios líquidos. Os extratos de 
B. parva, em meio de arroz parboilizado e extr. de malte, e o extrato de P. stromaticum 
foram fracionados utilizando técnicas cromatográficas, como Cromatografia em 
Coluna e/ou Cromatografia Líquida de Alta Eficiência preparativa, em que após os 
fracionamentos, foram obtidas 33 substâncias oriundas de B. parva e 11 substâncias 
de P. stromaticum, caracterizadas por meio de análises espectrométricas (EM, RMN 
1D e 2D) e pertencentes à diversas classes químicas, como: terpenos, isocumarinas, 
dicetopiperazinas, compostos fenólicos, ftaletos, pirazinas, pirrololactonas e 
pentapeptídeos cíclicos. Dentre as 40 substâncias identificadas, 11 são inéditas:  
botryosftaleto A (04), botryospirazina A (05), botryosarina A (06), botryosphaerina J 
(07), botryosarina B (08), botryosphaerina K (09), botryosphaerina L (20), 4-
hidroxiterpestacina (21), botryosbenzofuranona A (26), botryosbenzenodiol A (28), 
botryosbenzenodiol B (32). O estudo da co-cultura dos endófitos foi realizado em meio 
de ext. de malte e ao final do período de fermentação o caldo fermentado foi submetido 
a três partições líq.-líq. com AcOEt, e o extrato foi gerado após a evaporação do 
solvente orgânico. A análise do extrato via CLAE-EM indicou a produção de 13 
substâncias que não foram detectadas nas monoculturas, e destas, oito não 
apresentaram registros em quatro bases de dados (massBank, Metlin, GNPS e 
Dicionário de Produtos Naturais), sendo consideradas inéditas, mas ainda a serem 
identificadas. Os estudos relacionados ao B. parva e P. stromaticum têm como 
finalidade verificar suas produções metabólicas frente a diferentes estímulos, bem 
como avaliar o potencial biológico dos extratos, nos ensaios antibacteriano, 
antiglicante, antioxidante, antifúngico, anticolinesterásico e citotóxico, em que os 
extratos de B. parva apresentaram atividades anticolinesterásica, antifúngica e 
citotóxica, e o extrato de P. stromaticum apresentou atividades antiglicante 
antioxidante e citotóxica. 

 
Palavras Chave: OSMAC; Co-cultura; Botryosphaeria parva; Pseudofusicoccum 
stromaticum; Syzygium cumini (L.) Skeels.  



 
 

ABSTRACT 

Microorganisms are one of the most important forms of life that provide 
substances that can be used in several areas, such as: pharmaceutical, biochemistry, 
food and agriculture. The OSMAC approach (One Strain Many Compounds) aims, in 
changing the parameters of microorganism cultures, to diversify and increase the 
production of secondary metabolites from a single strain. The endophytic fungus 
Botryosphaeria parva, from the leaves of Syzygium cumini (L.) Skeels, was subjected 
to the OSMAC approach by varying the culture media: Parboiled rice (solid medium), 
Malt Ext., Nutrient, PDB and YM (liquid media); and the endophytic fungus 
Pseudofusicoccum stromaticum, from the ripe fruits of S. cumini (L.) Skeels, was grown 
in Malt Ext. After the fermentation period of B. parva in solid medium, a direct extraction 
with MeOH was started, followed by filtration and evaporation of the solvent. The 
obtained extract was solubilized in AcOEt and three liq.-liq. partitions were performed 
with H2O, where after evaporation of the organic solvent, the extract obtained was 
solubilized in CH3CN and a new liq.-liq. partition was performed with Hexane, and after 
evaporation of CH3CN, the extract of interest was obtained. After the endophytes 
fermentation period in liquid media, the micellar suspensions were filtered under 
reduced pressure, separating the mycelia from the fermented media. Then, the 
aqueous filtrates were subjected to three liq.-liq. partitions with AcOEt, and after 
evaporation of the organic solvent, extracts of B. parva and P. stromaticum were 
obtained in liquid media. B. parva extracts in parboiled rice and malt ext., and P. 
stromaticum extract were fractionated using chromatographic techniques, such as 
Column Chromatography and/or Preparative High Performance Liquid 
Chromatography, in which after fractionation, 33 substances of B. parva and 11 
substances of P. stromaticum were obtained and characterized by spectrometric 
analysis (MS, 1D an 2D NMR), belonging to several chemical classes, such as: 
terpenes, isocoumarins, diketopiperazines, phenolic compounds, phthalides, 
pyrazines, pyrrololactones and cyclic pentapeptides. Among the 40 substances 
identified, 11 are unpublished: botryosphthalide A (04), botryospyrazine A (05), 
botryosarin A (06), botryosphaerin J (07), botryosarin B (08), botryosphaerin K (09), 
botryosphaerin L (20), 4-hydroxyterpestacin (21), botryosbenzofuranone A (26), 
botryosbenzenediol A (28) and botryosbenzenediol B (32). The study of the co-culture 
of endophytes was carried out in malt ext. and at the end of fermentation period the 
fermented broth was subjected to three liq.-liq. partition with AcOEt, and the extract 
was generated after evaporation of the organic solvent. The analysis of the extract via 
HPLC-MS indicated the production of 13 substances that were no detected in 
monocultures, and of these, eight did not present records in four databases 
(massBank, Metlin, GNPS and Dictionary of Natural Products), being considered 
unpublished, but still to be identified. The studies related to B. parva and P. 
stromaticum aim to verify their metabolic production against different stimuli, as well 
as to evaluate the biological potential of the extracts, in the antibacterial, anti-glycation, 
antioxidant, antifungal, anticholinesterase and cytotoxic assays, in which the extracts 
of B. parva showed anticholinesterase, antifungal and cytotoxic activities, and the P. 
stromaticum extract showed antioxidant, cytotoxic and antiglicant activities. 

 
 

Keywords: OSMAC; Co-culture; Botryosphaeria parva; Pseudofusicoccum 
stromaticum; Syzygium cumini (L.) Skeels.  
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1 INTRODUÇÃO 

A química de produtos naturais originou-se da curiosidade da humanidade em 

relação a cores, sabores, odores e curas para doenças humanas, de animais e de 

vegetais (1). O termo Produtos Naturais é aplicado a substâncias derivadas de 

organismos vivos, que são fábricas bioquímicas para a biossíntese de metabólitos 

primários e secundários (1). Esses produtos naturais podem ser obtidos de diversas 

fontes, em que a mais conhecida e utilizada são as plantas (2). 

Os produtos naturais, em especial os metabólitos, desempenham papéis 

ecológicos significativos na maneira como os organismos vivos sobrevivem e, 

portanto, estão associados ao bem-estar e aptidão geral desses organismos em seus 

habitats naturais (1). Esses produtos incluem diversas classes de compostos, tais 

como: alcaloides, esteroides, terpenos, policetideos, aminoácidos, proteínas, 

carboidratos, lipídios, ácidos nucleicos, entre outros (1,2).  

Por tentativa e erro, o homem primitivo adquiriu conhecimento biológico que 

lhe foi útil para determinar quais plantas possuíam valor alimentar e medicinal, e quais 

deveriam ser evitadas por causa de sua natureza venenosa e perigosa (1). Dessa 

forma, ao longo da maior parte da história, a natureza, especialmente as plantas, veem 

fornecendo uma gama de produtos naturais, que são utilizados em diversas áreas (3,4). 

Com isso, durante as últimas décadas, as pesquisas sobre produtos naturais 

avançaram muito nos campos da química, da ciência dos alimentos e da ciência dos 

materiais, em que dentro do contexto industrial, esses produtos são fontes 

insubstituíveis de óleos, aromas e fragrâncias, resinas, gomas, borracha natural, 

ceras, saponinas e outros surfactantes, corantes, reguladores de crescimento de 

plantas e insetos, e muitos outros produtos especializados. Dessa forma, exceto para 

os minerais e materiais sintéticos, o nosso entorno consiste inteiramente de produtos 

naturais de origem vegetal, animal e microbiana (1,2). 

Já no contexto medicinal, esses avanços científicos levaram a descoberta de 

produtos naturais bioativos, sendo que os primeiros relatos referentes a esses 

produtos datam do início do século XVII, em que os maiores exemplos são: a 

estricnina, a morfina, a atropina, a quinina e a colchinina (5). A natureza, com seu 

suprimento de plantas e ervas medicinais, pode ser uma grande fonte de 

medicamentos baratos, que podem ser complementares à medicina moderna, 
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aliviando o sofrimento das pessoas adoecidas. Além disso, com o crescente custo dos 

cuidados de saúde e manifestações de sérios efeitos colaterais no uso prolongado de 

alguns fármacos sintéticos, há uma tendência crescente da população mundial de 

voltar aos medicamentos naturais, (1) e é por isso, que a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) estima que aproximadamente 80% da população mundial recorre à 

medicina tradicional como fonte dos primeiros tratamentos farmacológicos. (2).  

Dessa forma, a maioria dos trabalhos que envolvem produtos naturais está 

voltada para o isolamento e identificação de substâncias, muitas vezes associadas a 

ensaios biológicos (6). Esses produtos naturais, são produzidos em um estágio 

específico de desenvolvimento dos organismos vivos, e as condições do ambiente em 

que esses organismos se encontram, influenciam diretamente a produção dessas 

substâncias. Portanto, diferentes estratégias têm sido desenvolvidas para aumentar a 

produção dessas substâncias. Essas estratégias incluem, desde a triagem e seleção 

dos organismos à sua produção em escala ampliada (7). 

Com isso, considerando todas as limitações associadas com a produtividade 

e vulnerabilidade de alguns organismos, como algumas espécies de plantas 

medicinais, os micro-organismos servem como uma segunda fonte na obtenção de 

substâncias com potencial farmacêutico (7). Uma prova desse potencial, é a penicilina, 

um antibiótico produzido pelo fungo Penicilium notatum.  

A descoberta da penicilina em 1928, feita por Alexander Fleming, gerou uma 

extensa investigação de micro-organismos, principalmente por empresas 

farmacêuticas, como fontes de novos antibióticos e outras substâncias com atividades 

biológicas (8). Devido a essas investigações no ramo da microbiologia, é que podemos 

verificar diversos produtos naturais, de origem microbiana sendo comercializados 

atualmente (Figura 01, p. 27) (9,10).  
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Figura 01 – Substâncias de origem microbiana que são comercializadas nos dias atuais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:  ilustração adaptada de Buss (10). 

 

Os micro-organismos são estudados como fontes de produtos naturais por 

cerca de 60 anos, e constituem uma das mais importantes formas de vida que 

fornecem ferramentas biotecnológicas que auxiliam na fabricação de produtos 

químicos e bioquímicos (9,10). Uma prova dessa importância, foi uma pesquisa 

realizada pela Empresa de Comunicações Comerciais (BCC Research) mostrando 

que o mercado global de produtos de origem microbiana valia, aproximadamente, US$ 

186.3 bilhões em 2018, e a previsão para 2023 é que esse valor chegue a 302.4 

bilhões de dólares (11).  
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No entanto, mesmo com esses valores, o vasto potencial microbiano 

permanece desconhecido, uma vez que a diversidade dos micro-organismos, a 

maioria não documentada, de longe, excede a dos animais e plantas. Sendo assim, 

as pesquisas microbiológicas apresentam grandes oportunidades para novas 

descobertas em diferentes áreas, como: estudos fisiológicos, bioquímicos, 

moleculares, controle de doenças, produção de alimentos e medicamentos. 

1.1 Fungos: generalidades 

A diversidade microbiana e os nichos em que os micro-organismos vivem são 

enormes e realmente impressionantes, variando desde sedimentos do oceano 

profundo às piscinas térmicas da Terra (12). A ciência da micologia teve um início 

modesto no século XVIII, muitas vezes como passatempo de domingo para os 

médicos. Nos dias atuais, os fungos são a preocupação dos taxonomistas, 

morfologistas, geneticistas, ecologistas, médicos, bioquímicos e microbiologistas 

comerciais (13). 

Os fungos diferem fundamentalmente das plantas em sua falta de clorofila, o 

que significa que eles não são capazes de fotossintetizar o seu próprio alimento, e 

são, portanto, como animais, adquirindo seus nutrientes no meio ambiente ou de 

organismos mortos (14). Constituem um grupo de micro-organismos eucarióticos, uni 

(leveduriformes) ou pluricelulares (filamentosos), em geral com parede celular e cujas 

estruturas reprodutivas apresentam uma variedade de formas (15,16). 

Embora frequentemente inconspícuos, os fungos ocorrem em todos os 

ambientes da Terra e desempenham papéis muito importantes na maioria dos 

ecossistemas, tendo, portanto, um papel crítico nos ciclos biogeoquímicos (17,18,19). 

Contudo, pouco se sabe da verdadeira biodiversidade do Reino Fungi, que se estima 

incluir 2,2–3,8 milhões de espécies, com apenas cerca de 3-8% formalmente 

classificadas (20). Dessa forma, tem-se constatado nos últimos anos, uma necessidade 

em se estudar a química dos fungos (21,22). 
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1.2 Fungos endofíticos 

Toda espécie vegetal suporta um conjunto de micro-organismos conhecidos 

como endófitos (4), que habitam seus espaços inter- e intracelulares, durante toda ou 

parte de sua vida (21,23) sem causar danos à planta (24).  

Os fungos endofíticos encontram-se em um relacionamento biológico com a 

planta hospedeira, e podem influenciar várias características expressas pelo 

hospedeiro e desempenhar relevantes funções para a sanidade vegetal, pois podem 

atuar como agentes controladores de fitopatógenos, no controle de insetos e até na 

proteção contra herbívoros (25). 

Uma característica importante desses organismos é de que eles são 

generalizados e diversificados na sua ocorrência, e são conhecidos por colonizar 

plantas que crescem em diferentes regiões ambientais, variando desde o Ártico e 

Antártica a solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas e mangues (26). 

Na última década, estudos demonstraram que os endófitos são capazes de 

produzir uma variedade de metabólitos, que podem ser úteis na indústria farmacêutica 

como precursores e/ou novos medicamentos (27,28). A alta produtividade desses fungos 

pode estar relacionada a dois fatores ecológicos: o alto nível de estresse ambiental e 

intensas interações com outros organismos (29). 

Adicionalmente, os fungos endofíticos apresentam vantagens sobre outras 

fontes de produtos naturais, porque são recursos renováveis e a produção em escala 

ampliada dos metabólitos pode ser realizada utilizando a tecnologia e o conhecimento 

sobre as técnicas já existentes (30). 

A possibilidade de obtenção de novas substâncias, com potencial biológico 

oriundas de fungos endofíticos, mostra que esses micro-organismos constituem uma 

potencial fonte de metabólitos secundários, com possíveis aplicações em diversas 

áreas, como por exemplo a indústria farmacêutica. Esta observação justifica a 

importância e o motivo de se realizar o estudo químico e biológico desses micro-

organismos. 
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1.3 Fungos pertencentes à família Botryosphaeriaceae 

Os primeiros relatos de fungos pertencentes à família Botryosphaeriaceae 

foram feitos em 1820 com espécies de Sphaeria (31,32), e atualmente, essa família 

abriga 22 gêneros com cerca de 110 espécies devidamente caracterizadas, em que 

os gêneros que compõe a família são(33,34):  

 

Alanphillipsia spp. 
 

Endomelanconiopsis spp. Neoscytalidium spp. 

Barriopsis spp. Eutiarosporella spp. Phaeobtryon spp. 

Botryobambusa spp. Lasiodipodia spp. Pseudofusicoccum spp. 

Botryosphaeria spp. Macrophomina spp. Sakireeta spp. 

Cophimforma spp. Marasasiomyces spp. Spencermartinsia spp. 

Diplodia spp. Mucoharknessia spp. Sphaeropsis spp. 

Dothiorella spp. Neodeightonia spp. Tiarosporella spp. 

 Neofusicoccum spp.  

 

Os fungos pertencentes a essa família são encontrados em quase todas as 

áreas agrícolas do planeta, ocorrendo em grande número de angiospermas e 

gimnospermas, as quais infectam ramos lenhosos, folhas, galhos, inflorescências, 

frutos, colmos de gramíneas e talos de liquens(33).  

Estes micro-organismos podem estabelecer infecções no hospedeiro por meio 

de feridas ou aberturas naturais, como lenticelas e estômatos(35,36). Uma vez dentro 

dos tecidos do hospedeiro, eles podem permanecer latentes, vivendo como endófitos 

e podendo se transformar em patógenos quando o hospedeiro estiver sob estresse 

de diversas naturezas, como por exemplo: déficit hídrico, desequilíbrio microbiano e 

ferimentos (34,37). 

No Brasil, os gêneros Botryosphaeria, Lasiodiplodia, Neofusicoccum, 

Neoscytalidium, Macrophomina e Pseudofusicoccum foram detectados, em sua 

maioria, associados à hospedeiros frutíferos tropicais(38).  
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1.3.1  O endófito Botryosphaeria parva 

Fungos do gênero Botryosphaeria são encontrados em regiões temperadas, 

tropicais e subtropicais ao redor do mundo, no entanto, aparentemente não são 

encontrados nas regiões polares. Eles ocorrem em uma ampla faixa de famílias de 

plantas, podendo ocorrer como patógenos, causando cancros e necrose da madeira, 

ou ocorrer como endófitos, habitando o interior dos tecidos do hospedeiro (39). 

Alguns estudos relacionados ao fungo Botryosphaeria parva, o mencionam 

como um fungo patogênico, causador de apodrecimento do tronco, morte dos brotos 

e necrose de Vitis vinifers (uva utilizada na produção de vinho) (40,41), sendo possível 

observar também estes sintomas em outras plantas, como macieiras e pereiras ao 

redor do mundo (42). 

Os estudos químicos descritos para este endófito foram realizados em minha 

pesquisa de mestrado (43), e sua bioprospecção, quando cultivado em Milho e em 

Czapek,  indicou potencial biológico, como atividade antifúngica, anticolinesterásica e 

antioxidante, e nos permitiu o isolamento de quatro isocumarinas, uma naftalenona e 

cinco diterpenos tetranorlabdanos (Figura 02). 

 

Figura 02 – Substâncias produzidas pelo endófito Botryosphaeria parva. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte:  ilustração elaborada pela autora, 2020.  
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1.3.2 O endófito Pseudofusicoccum stromaticum 

Os fungos do gênero Pseudofusicoccum, assim como os fungos do gênero 

Botryosphaeria, são encontrados em hospedeiros de regiões temperadas, tropicais e 

subtropicais ao redor do mundo (44,45). O fungo P. stromaticum foi isolado pela primeira 

vez em 2005 na Venezuela de ramos e caules de híbridos de Eucalyptus, Eucalyptus 

urophylla vs. Eucalyptus grandis, Eucalyptus sp. e Acacia mangium, no entanto, foi 

inicialmente atribuído ao gênero Fusicoccum, sendo denominado Fusicoccum 

stromaticum, embora possuía conídios mais cilíndricos e envoltos em uma bainha 

mucosa resistente do que outras espécies desse gênero (46,47). Apenas em 2006 

quando o gênero Pseudofusicoccum foi introduzido por Crous (31) para incluir as 

espécies de fungos que são morfologicamente similares a Fusicoccum e 

Neofusicoccum, mas filogeneticamente distintas de ambos, que passou a ser 

chamado de Pseudofusicoccum stromaticum (33). 

Alguns estudos mencionam que o fungo P. stromaticum é causador de 

doenças em mangas e ramos de umbu-cajú e provoca a gomose em Anacardium 

(48,49), além de ser o responsável pela morte, apodrecimento e podridão de frutos em 

diversos hospedeiros (50). No entanto, por ser recentemente isolado como endófito, 

existem poucas informações a respeito de sua produção metabólica, em que o único 

estudo dessa natureza foi realizado por Sobreira(51), indicando a produção das 

substâncias mostradas na Figura 03.  

 
Figura 03 – Substâncias produzidas pelo endófito Pseudofusicoccum stromaticum. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte:  ilustração adaptada de Sobreira(51), 2020.  
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1.4  A abordagem OSMAC 

Os métodos típicos de fermentação fúngica em meios artificialmente 

definidos, em alguns casos, são substitutos pobres para mimetizar o habitat natural 

de fungos endofíticos. Como consequência apenas um subconjunto de vias 

biossintéticas que codificam a produção de metabólitos secundários são expressas, 

limitando assim as perspectivas para realizar uma completa busca no potencial de 

descoberta de novos metabólitos bioativos em micro-organismos (52,53,54). Essas vias 

metabólicas ‘silenciadas’ deram início a muitas abordagens para explorar os fungos 

como recursos na obtenção de compostos novos e/ou maximizar a produção de 

substâncias com potencial bioatividade (52,54).  

A abordagem mais simples é referida como OSMAC (One Strain Many 

Compounds), uma estratégia que, em vez de modificar geneticamente organismos 

(epigenética), simplesmente visa alterar a produção metabólica, alterando as 

condições de cultivo, como: fontes de C, N, P e suas concentrações; pH; atividade de 

água; disponibilidade de oxigênio; luz; temperatura, entre outras (52,55).  

Um exemplo da utilização da abordagem OSMAC, é o estudo feito por nosso 

grupo de pesquisa, realizado por Martins (56), onde foi observado os efeitos na 

produção do antifúngico griseofulvina pelo endófito Xylaria sp. PR-03, em meio de 

Czapek, utilizando três variáveis (iluminação, agitação e adição de KCl), onde foi 

observado que a maior produção de griseofulvina, com base nas três variáveis, estava 

relacionada com a utilização de iluminação agitação na fermentação do endófito. O 

estudo complementar relacionado ao período de fermentação do endófito (24-32 dias), 

indicou um aumento na produção da substância alvo no período de 24 dias, uma 

estagnação da produção nos períodos de 26-30 dias e um decaimento da produção 

de griseofulvina a partir de 32 dias de fermentação. Com isso, foi possível verificar 

que a utilização de iluminação, agitação e fermentação por 24 dias do endófito Xylaria 

sp. PR-03, em Czapek, maximizou a produção de griseofulvina em mais de 150%. 

Outro exemplo é o estudo realizado por Ismaiel e colaboradores (57), onde foi 

realizado a estudo de dois endófitos, Aspergillus fumigatus e Alternaria tenuissima, 

produtores do antitumoral paclitaxel, frente a diferentes estímulos (meio de cultivo, 

agitação, temperatura e tempo de incubação, pH e volume de meio) com o objetivo 

de maximizar a produção desta substância alvo, em que após a otimização do 

processo de fermentação, foi verificado um aumento da produção de 264% para 
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Aspergillus fumigatus e 228% para Alternaria tenuissima, mostrando que a otimização 

do processo fermentativo é uma boa abordagem para se aumentar a produção de 

substâncias de origem microbiana. 

Embora uma alteração sistemática dos parâmetros de cultivo possa ser 

aplicada às cepas selecionadas, a abordagem OSMAC é uma abordagem aleatória 

que não permite o desenvolvimento de regras comuns a todos os micro-organismos. 

Mas enquanto não for compreendida a complexa rede de metabolismo secundário e 

sua regulação, toda modificação é permitida para encontrar novos produtos naturais, 

e com isso, resultados inesperados podem ser obtidos em qualquer caso, podendo 

então, ser possível a detecção de vários metabólitos de diferentes classes químicas a 

partir de uma única estirpe (52,54).  

1.5 A abordagem da Co-cultura 

É sabido que a biossíntese de metabólitos secundários é um processo de alto 

consumo de energia e, por esse motivo, é bem controlado por sistemas reguladores 

moleculares. Os micro-organismos podem adaptar seu metabolismo às mudanças nos 

ambientes, e essa adaptação requer que esses organismos percebam a multiplicidade 

de sinais extracelulares (ou entradas) e respondam controlando a expressão de um 

repertório apropriado de genes (saídas) (58). 

 Em vários sistemas de co-cultura, os micro-organismos adaptam as 

produções de metabólitos secundários para responder às mudanças nas condições 

ambientais, que envolvem a competição inter-microbiana e a comunicação para a 

indução de novos metabólitos por meio da ativação de genes silenciosos (59).  

Esse procedimento também é crucial para a descoberta de substâncias 

bioativas, porque permite, muitas vezes em combinação com abordagens 

metabolômicas (60,61), a obtenção de novos compostos e/ou substâncias alvo, podendo 

ser produzidos por meio de co-cultivos projetados racionalmente (58,62). 

Uma vez que entendermos completamente as complexas redes de interações 

bióticas, como as percepções do ambiente pelos micro-organismos e seus 

mecanismos responsivos, as abordagens de co-cultivo serão cada vez mais aplicadas 

com foco na biologia sintética (63,58) e na obtenção de substâncias para uso em 

medicamentos (59,62).  
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1.6  Classes de Metabólitos Secundários 

Os metabólitos secundários podem ser distribuídos em diversas classes 

químicas, em que essa classificação é feita de acordo com a rota biossintética utilizada 

pelo organismo (1,2). Neste trabalho, após a identificação das substâncias, produzidas 

pelos endófitos B. parva e P. stromaticum, foi possível realizar a distribuição das 

mesmas em três grandes classes: Policetídeos, Terpenoides e Alcaloides. 

1.6.1 Policetídeos 

Os policetídeos são metabólitos secundários oriundos de organismos vivos, e 

são normalmente biossintetizados através da condensação de unidades acetil ou 

malonil, por enzimas especializadas (64). Estruturalmente, trata-se de um grupo muito 

diverso de produtos naturais, com diversas atividades biológicas e propriedades 

farmacológicas. Nessa classe de substância, pode-se incluir os ácidos graxos, 

poliacetilenos, prostaglandinas, antibióticos macrólideos e diversos compostos 

aromáticos (antraquinonas e tetraciclinas) (64). 

Os policetídeos de origem fúngica constituem uma grande classe de 

metabólitos secundários, apresentando uma das maiores diversidades estruturais 

entre os produtos naturais (64,65). A maioria dessas substâncias é ativa em diversos 

sistemas biológicos (64,66).  Devido a esse fato, a busca por policetídeos em micro-

organismos é apontada como uma boa estratégia para pesquisas de substâncias 

bioativas. 

1.6.1.1 Compostos Fenólicos 

Entre a grande variedade de substâncias bioativas, destacam-se os 

compostos fenólicos pelas inúmeras quantidades de compostos descritos com grande 

potencial bioativo e diversidade estrutural (67). Estes compostos são metabólitos 

secundários biossintetizados por diversos organismos e caracterizam-se por 

possuírem, pelo menos, um anel aromático ao qual se encontra ligado uma ou mais 

hidroxilas, podendo então, variar entre uma simples molécula fenólica à polímeros 

complexos de elevado peso molecular (67,68). 
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Como mencionado, compostos fenólicos apresentam uma grande variedade 

de atividades biológicas, como: antioxidante, antialérgica, cardioprotetiva, anti-

inflamatória, antitumoral, entre outras. Devido a diversidade do potencial bioativo dos 

compostos fenólicos, esta classe de compostos se tornou objeto de grande interesse 

para na comunidade científica (69). 

1.6.1.2 Benzofuranonas 

Benzofuranonas são uma classe bem conhecida de substâncias que podem 

ser obtidas via fontes naturais, por exemplo de plantas e/ou de micro-organismos, ou 

via processos sintéticos utilizando substâncias disponíveis comercialmente (70). A 

estrutura básica das benzofuranonas contém um anel de benzeno fundido com uma 

furanona (Figura 04). A principal característica estrutural desses compostos é o centro 

quiral quaternário (ou terciário) fundido na posição 3 (ou 2) do núcleo benzofuran-2(ou 

3)-ona, com vários graus de substituição ao seu redor (71). 

 

Figura 04 – Classificações das benzofuranonas. 

 

 

 

 

 
Fonte: ilustração elaborada pela autora, 2020. 

 

Compostos pertencentes à esta classe exibem uma ampla gama de atividades 

biológicas e farmacêuticas, como propriedades citotóxicas, antibacterianas, 

antioxidantes e antiamilóides (70,71). 

1.6.1.3 Ftaletos 

A estrutura básica dos ftaletos é a 1(3H)-isobenzofuranona, que contém um 

anel de benzeno fundido com uma y-lactona entre os átomos de carbono 1 e 3 (Figura 

04). Atualmente, todos os compostos de ftaletos naturais conhecidos foram 

identificados como derivados da 1(3H)-isobenzofuranona. As estruturas desses 

derivados têm a estrutura do núcleo substituída com um ou mais grupos em posições 
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diferentes ou contêm uma forma reduzida com uma, duas ou nenhuma ligação dupla 

no anel aromático e várias substituições em posições diferentes (72,73). 

Os ftaletos estão amplamente presentes em plantas, fungos, liquens e 

hepáticas. Muitas plantas contendo ftaletos têm sido usadas em todo o mundo como 

remédios fitoterápicos em medicamentos tradicionais e populares, suplementos 

alimentares e aromas alimentares. Essa classe de substâncias pode apresentar diversas 

atividades biológicas, tais como: antioxidante, anti-hiperglicêmica, analgésica, inseticida, 

antifúngica, neurológica entre outras (72,73). 

Por serem estruturalmente simples e biologicamente ativos, com diversas 

propriedades benéficas, os ftaletos constituem uma classe principal de compostos 

para modificação química, a fim de aprimorar suas atividades farmacológicas 

promissoras (72,73). 

1.6.1.4 Isocumarinas 

As isocumarinas são pentacetídeos aromáticos que possuem um esqueleto 

base de nove carbonos, contendo um anel aromático fundido à uma delta lactona 

estruturalmente semelhantes às cumarinas (Figura 05), possuindo como diferença um 

anel lactônico invertido, podendo apresentar diversos tipos de substituições no anel 

α-piranona e/ou no anel benzênico (74). As isocumarinas podem ser encontradas em 

uma grande variedade de organismos, como bactérias, liquens e fungos, sendo 

relatadas de diferentes espécies e gêneros de fungos endofíticos (75).  

 

Figura 05 – Comparação estrutural de uma isocumarina com uma cumarina. 

 

 

 
 
 
 
 

Fonte: ilustração elaborada pela autora, 2020. 

 

Um número, sempre crescente, de isocumarinas vêm sendo descobertas, em 

que cerca de 400 isocumarinas e dihidroisocumarinas foram isoladas de várias fontes 

de produtos naturais. No entanto, este número é pequeno em comparação com os de 
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cumarinas e flavonoides conhecidos. Apesar da biodiversidade apresentada por esta 

classe, o padrão de substituição não é tão diversificado, em que a maioria da 

isocumarinas isoladas, são derivadas de isocumarinas conhecidas anteriormente (75). 

Essa classe de substâncias pode apresentar diversas atividades biológicas, 

como por exemplo: atividade antimicrobiana, antialérgica, antimalárica, antifúngica; 

reguladores de crescimento de plantas e fitotoxicidade, entre outras atividades (74,75). 

Devido a inúmeras atividades biológicas e ao enorme valor farmacêutico, esforços têm 

sido devotados para desenvolver novos métodos para a obtenção e síntese de 

compostos contendo esta estrutura privilegiada (74,75).  

1.6.1.5 Naftalenonas 

Da mesma forma que as isocumarinas, as naftalenonas também são 

pentacetídeos aromáticos, no entanto, diferem no esqueleto base, apresentando dez 

carbonos e, ao invés da presença de uma lactona, apresentam uma cetona cíclica. 

Esta classe de substâncias também pode apresentar diversos tipos de substituições 

no anel aromático e/ou no anel cetônico (76,77). 

Essas substâncias, assim como as isocumarinas, também podem ser 

encontradas em uma variedade de organismos, sendo as principais fontes destes 

metabólitos as plantas e fungos. A principal atividade biológica relatada para estas 

substâncias é a atividade fitotóxica (76), mas também podem apresentar atividade 

anticolinesterásica e anti-inflamatória (78). 

1.6.2 Terpenoides 

Os terpenoides, também conhecidos como isoprenoides, são os produtos 

naturais mais numerosos e estruturalmente diversos. O nome genérico “terpeno” foi 

originalmente aplicado aos hidrocarbonetos encontrados na terebintina, em que o 

sufixo “eno” indica a presença de ligações olefínicas nestes hidrocarbonetos (79,80). 

Os terpenoides são classificados com base no número e organização 

estrutural dos carbonos formados pelo arranjo linear de unidades de isopreno 

(2metilbuta-1,3-dieno), seguidos de ciclização e rearranjos do esqueleto de carbono 

com uma característica empírica conhecida como regra do isopreno (79,80).   
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Dependendo do número de unidades isoprênicas, os terpenoides são 

classificados como: hemiterpenoides (C5), monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides 

(C15), diterpenoides (C20), sesterterpenoides (C25), triterpenoides (C30) e 

tetraterpenoides (C40) (79,80). Esses compostos têm uma variedade de papéis na 

mediação de interações benéficas ou antagônicas entre organismos, podendo então 

apresentar uma diversidade de atividades biológicas (79,80).  

Muitos dos terpenoides conhecidos apresentam um alto valor comercial, nas 

áreas alimentícias (flavorizantes) e perfumaria, além de apresentarem propriedades 

com potencial farmacêutico, como: atividade anticarcinogênica (álcool perol e taxol), 

antimalárica (artemisinina), antiulcera, hepaticida, antimicrobiana ou diurética 

(glicirrizina) (80). 

1.6.2.1 Diterpenos 

Os diterpenos compreendem um grupo de compostos quimicamente 

heterogêneos, todos com um esqueleto de 20 carbonos oriundos de quatro unidades 

de isopreno. Eles podem ser classificados como diterpenos lineares, bi-, tri-, tetra-, 

penta- ou macrocíclicos, dependendo do núcleo esquelético, e assim serem 

distribuídos em diversas subclasses (labdanos, clerodanos, abietanos, kauranos, 

taxanos, entre outras) (81,79). 

São substâncias amplamente distribuídas na natureza (plantas, micro-

organismos, insetos), e tem sido encontradas em diferentes estados de oxidação, 

desde hidrocarbonetos até compostos altamente oxigenados (81,79), e pesquisas 

aprofundadas sobre bioatividade demonstraram que alguns diterpenóides são 

valiosos para o tratamento de doenças graves, pois apresentam diversas atividades, 

como: citotóxica, antileucêmica, anti-inflamatória, antibacteriana, entre outras (81). 

1.6.2.2 Sesterterpenos 

Embora pertençam a uma das maiores famílias de produtos naturais, os 

sesterterpenos são um grupo relativamente pequeno de metabólitos, uma vez que 

apenas ~1.000 sesterterpenos de origem natural foram reportados, dentre os ~80.000 

de terpenoides conhecidos (82,83). 
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Estes metabólitos podem ser obtidos de diversas fontes naturais (como por 

exemplo plantas, micro-organismos, insetos, espojas marinha e outros organismos) e 

caracterizam-se por possuírem cinco unidades de isopreno, sendo então seu 

esqueleto compostos por 25 carbonos podendo assumir diversas estruturas, como: 

lineares, mono-, bi-, tri-, tetra- ou macrocíclicas (82,83). 

A importância dos sesterterpenos reside principalmente no fato de que esses 

compostos exibem propriedades biológicas potentes como: atividades anti-

inflamatória, citotóxica, anticâncer, antimicrobiana, antitubercular e anti-biofilme (84).  

1.6.3 Alcaloides 

A primeira definição de alcaloides foi introduzida por W. Meissner em 1818 e 

foi atribuída a todos os compostos orgânicos de origem vegetal caracterizados por 

caráter básico (85). Estudos subsequentes indicaram a presença do átomo de 

nitrogênio em um sistema de anel heterocíclico dentro da estrutura dos alcaloides. De 

acordo com essa definição, eles foram classificados como aminas primárias, 

secundárias, terciárias ou quaternárias (86). 

 A partir de então, apoiados por várias pesquisas científicas, os parâmetros 

que enquadram esse grupo de metabólitos secundários evoluíram, levando à 

introdução de inúmeras estruturas químicas nesta classe de compostos. Os alcaloides 

foram estabelecidos para estar presentes no reino vegetal e em animais, incluindo 

outros organismos, como fungos e organismos marinhos. Além disso, metabólitos com 

um caráter neutro contendo grupos amida também foram classificados como 

alcaloides, assim como compostos contendo átomo(s) de nitrogênio incluídos na 

cadeia lateral, um grupo nitro ou outros grupos funcionais contendo nitrogênio (87,88). 

A variedade dos tipos de alcaloides confirma a vasta diversidade química 

deste grupo de metabólitos. As diferenças entre as estruturas químicas influenciam a 

bioatividade dos compostos, tornando-os alvos para uso clínico na forma de 

medicamentos para o tratamento de diversas doenças. Numerosos estudos 

descrevem as possíveis bioatividades e aplicações clínicas, e mostram que 

modificações estruturais, via semissíntese, pode levar a um aumento da atividade, a 

uma melhor farmacocinética e a um maior nível de segurança para o uso clínico (89). 
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1.6.3.1 Cicolpeptídeos 

Peptídeos são cadeias de aminoácidos, unidos por uma ligação peptídica em 

uma sequência específica. Estes podem ser de origem diversa, como plantas, 

animais, micro-organismos, organismos marinhos ou mesmo sintéticos.  Muitos 

podem apresentar um potencial biológico e podem ser utilizados com sucesso no 

tratamento de muitas doenças (90).  

Esta classe de substâncias pode ser encontrada de duas formas: linear e 

ciclizada. No entanto, uma das principais barreiras ao uso terapêutico de peptídeos 

lineares é sua baixa estabilidade sob condições fisiológicas, onde podem rapidamente 

serem clivados por enzimas in vivo, perdendo sua atividade biológica. Já os peptídeos 

cíclicos, apresentam uma restrição na liberdade conformacional de cada aminoácido 

dentro do anel, forçando uma estrutura ordenada, fornecendo, assim afinidades de 

ligação superiores às ligantes naturais de um receptor (91). 

Nos últimos anos, observou-se um aumento dos estudos com cilopeptídeos 

devido à um diversificado potencial biológico, em que podem apresentar mecanismo 

de ação em várias condições de doenças como câncer, imunidade, doenças 

cardiovasculares, hipertensão, inflamação, diabetes, infecções microbianas etc. (90,91).  

Dicetopiperazinas são os menores ciclopeptídeos, gerados pela condensação 

de dois aminoácidos, e sua estrutura básica inclui um núcleo de piperazina de seis 

membros. O anel pirizínico confere maior rigidez estrutural e estabilidade contra a 

proteólise em relação aos peptídicos acíclicos (92,93).  

Os produtos naturais com esqueleto de 2,5-dicetopiperazina são 

estruturalmente diversos e produzidos por uma ampla gama de micro-organismos. 

Essa diversidade estrutural desses dipeptídeos cíclicos se traduz em uma gama 

igualmente ampla de atividades biológicas, incluindo efeitos imunossupressores, 

herbicidas, antibacteriano, antifúngico, antiviral e antitumoral, entre outros (92,93). 

1.6.3.2 Pirazinas 

As pirazinas, também conhecidas como 1,4-diazina, são substâncias 

compostas por pelo menos um heterocíclico aromático, de seis membros, simétrico 

contendo dois átomos de nitrogênio nas posições 1 e 4 (Figura 06, p. 42). A estrutura 
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simétrica da 1,4-diazina é refletida nos espectros de RMN de 1H e 13C (em CDCl3) 

com um sinal em δH 8,59 e um sinal em δC 145,9 (94,95). 

 

Figura 06 – Núcleo base das pirazinas. 

 
Fonte: ilustração elaborada pela autora, 2020. 

 

Vários produtos naturais contendo esse núcleo já foram isolados, como por 

exemplo, a clavulazina isolada de Clauvlaria viridis (coral mole de Okinawa), a 

botrilazina A do ascidiano vermelho Botryllus leachi e a barrenazina de tunicado não 

identificado coletado em Madagascar. Esse núcleo pode ser o responsável pelo sabor 

e pelo aroma agradável de vários alimentos (94,95).  

As pirazinas também podem apresentar diversas atividades biológica, como 

atividades anti-HIV, antituberculares e antibacterianas, além de também poderem ser 

usadas como intermediários farmacêuticos, por exemplo, 2-metilpirazina utilizada na 

síntese da droga antitubercular pirazinamida. Além da pirazinamida, vários outros 

produtos farmacêuticos com núcleo de pirazina demonstraram numerosos efeitos 

fisiológicos, como anti-HIV (oltipraz), inibidor de proteassoma (bortezomibe), 

dependência de narcóticos (varencelina), antibiótico fúngico (ácido aspergílico), 

doença cardíaca pulmonar (ligustrazina), hipnótico (eszopiclona) e colírio para 

glaucoma ou hipertensão ocular (brimonidina) (94). 

1.6.3.3 Pirróis e seus derivados 

O pirrol é um composto aromático heterocíclico de cinco membros contendo 

um átomo de nitrogênio em sua estrutura (Figura 07, p. 43), e substâncias contendo 

este núcleo podem ser encontradas em diversas fontes naturais e/ou serem de origem 

sintética. O núcleo pirrólico tem diversas aplicações em compostos terapeuticamente 

ativos, que incluem fungicidas, antibióticos, drogas anti-inflamatórias, drogas 

redutoras de colesterol, agentes antitumorais e muito mais (96,97). 
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Figura 07 – Representação estrutural do pirrol e do 2-formilpirrol. 

Fonte: ilustração elaborada pela autora, 2020. 

Além disso, podem ser componentes de polímeros e corantes indigóides. 

Podem também serem utilizados em reações catalíticas em processos de 

polimerização, na inibição de corrosão, em processos metalúrgicos e na química de 

luminescência. E também podem ser intermediários na síntese de alcaloides de 

origem natural biologicamente importantes (96,97).    

O 5-hidroximetilpirrol-2-carbaldeídos (Figura 07), às vezes chamado de 2-

formilpirróis ou pirralinas, foram obtidos de uma grande variedade de fontes naturais, 

bem como de medicamentos tradicionais e alimentos cozidos (98). Sua presença 

também foi observada em vários produtos processados termicamente, revelando sua 

provável origem - a reação não enzimática de Maillard - e até o momento nenhuma 

biossíntese enzimática foi proposta para esses compostos. Independentemente de 

sua origem, esses compostos exibem uma série de bioatividades valiosas, incluindo 

efeitos hepatoprotetores, imunoestimuladores, antiproliferativos e antioxidantes (98). 
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Em virtude dos resultados apresentados, constata-se que o estudo químico 

de B. parva via abordagem OSMAC, em cinco meios de cultivo (Arroz, Ext. de malte, 

Nutrient, PDB e YM), apresentou uma produção metabólica diversificada, verificada 

pelos sinais e picos observados nos experimentos de RMN 1H e CLAE-DAD, 

evidenciando que variações dos microcomponentes/nutrientes presentes nos meios 

de cultivo influenciaram a ativação de diferentes rotas biossintéticas e, portanto, 

aumentaram a diversidade de metabólitos produzidos pelos micro-organismos. 

Os estudos dos extratos obtidos em meio de arroz e ext. de malte, nos permitiu 

a identificação de 30 metabólitos secundários pertencentes a classes distintas de 

substâncias, que podem apresentar diversos potenciais biológicos. 

Destaca-se ainda que dos metabólitos identificados, ~37% são inéditos: 

botryosftaleto A (04), botryospirazina A (05), botryosarina A (06), botryosphaerina J 

(07), botryosarina B (08), botryosphaerina K (09), botryosphaerina L (20), 4-

hidroxiterpestacina (21), botryosbenzofuranona A (26), botryosbenzenodiol A (28) e 

botryosbenzenodiol B (32), mostrando que a utilização da abordagem OSMAC no 

cultivo de fungos endofíticos pode ser um bom procedimento para a obtenção de 

substâncias novas. Esses resultados fortalecem a necessidade de mais estudos 

químicos destes micro-organismos, pois podem ser uma fonte promissora de 

metabólitos secundários novos e/ou bioativos.  

Levando-se em consideração que o endófito B. parva foi isolado das folhas 

de um espécime vegetal saudável de S. cumini (L.) Skeels, e que os extratos 

apresentaram potencial biológico para a maioria dos ensaios estudados, a vertente de 

uma simbiose endófito-planta não pode ser descartada. Esses dados de potencial 

biológico são preliminares, no entanto, mostram que fungos endofíticos apresentam 

um grande potencial na produção de metabólitos secundários bioativos. 

O estudo químico de P. stromaticum, em meio de ext. de malte, nos permitiu 

a obtenção e identificação de 11 substâncias, sendo quatro compostos fenólicos, três 

dicetopiperazinas e quatro pirrololactonas. Destaca-se ainda, que o extrato obtido 

apresentou potencial antioxidante e antiglicante elevado em comparação com os 

controles positivos, em que estas potencialidades podem estar relacionadas aos 
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compostos fenólicos, substâncias reconhecidas pela ação contra estresses 

oxidativos.  

Além disso, levando-se em consideração que este endófito foi isolado dos 

frutos maduros de S. cumini (L.) Skeels, e que os frutos têm atividade antioxidante 

reconhecida, sugere-se que o endófito P. stromaticum possa ser o responsável pela 

atividade apresentada por estes frutos.  

Os resultados obtidos do co-cultivo dos endófitos demonstraram uma 

produção metabólica diferenciada quando comparada à produção das monoculturas, 

observando a produção de oito substâncias que não apresentaram registros nas 

bases de dados pesquisadas sendo, portanto, consideradas inéditas, ainda a serem 

identificadas. Esta produção metabólica constata que estes micro-organismos são 

influenciados na presença do outro micro-organismo, e comprova que a prática de co-

cultura de micro-organismos pode ser uma boa abordagem para a obtenção de 

substâncias novas. 

Espera-se que os resultados apresentados neste trabalho contribuam para a 

compreensão da quimiodiversidade dos endófitos B. parva e P. stromaticum, 

considerando-se os poucos estudos a eles relacionados. 

Os resultados obtidos neste trabalho são muito encorajadores, pois reforçam 

o conhecimento da grande diversidade química e potencialidade biológica dos 

metabólitos secundários produzidos por micro-organismos associados a espécies 

vegetais, principalmente quando considera-se a taxa de extinção da biodiversidade 

que abriga inúmeros endófitos que nem sequer foram descritos e consequentemente 

explorados do ponto de vista químico e biológico. 
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