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RESUMO 

Desde antes das primeiras civilizações até o século XIX, o uso de extratos de 

produtos naturais de plantas, animais e minerais foi o principal meio para tratamento 

de doenças. A biodiversidade do bioma marinho é enorme e seus organismos têm 

mostrado importância para o descobrimento de novos fármacos, embora, até algumas 

décadas atrás, esse ecossistema tenha sido menos explorado que o ambiente 

terrestre. As macroalgas encontradas em águas rasas foram um dos primeiros 

organismos marinhos estudados, sendo as algas vermelhas (Rhodophyta), o grupo 

mais numeroso e com alta produção de metabólitos bioativos. Os micro-organismos 

vivendo em simbiose com organismos marinhos podem afetar a produção metabólica 

de algas e outros hospedeiros. Este estudo de bioprospecção visou analisar extratos 

do fungo endofítico Hypoxylon investiens, isolado da alga marinha vermelha 

Asparagopsis taxiformis. Oito substâncias foram purificadas com o uso de técnicas 

cromatográficas, em especial a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-DAD), e 

então, identificadas com base nos dados de ressonância magnética nuclear (RMN) 

uni e bidimensional, espectrometria de massas (EM) e espectroscopia UV-Vis. Foram 

identificadas as dicetopiperazinas ciclo(Pro-Tir),  ciclo(Pro-Phe) e ciclo(Pro-Leu), além 

de três isocumarinas: 5-hidroximetil-meleína, 4-hidroxi-5-metilmeleína e 5-

metilmeleína, e ainda, duas tetralonas: nodulisporona e isosclerona. Além das 

substâncias purificadas por CLAE, foram identificados quatro ácidos orgânicos de 

baixo peso molecular:  ácidos 3-(4-hidroxifenil)láctico, 5-hidroxi-indolacético, 3-

hidroxibutírico e homogentísico, e o monossacarídeo D-manitol, utilizando 

cromatografia a gás acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). As frações 

At01Fr1 a At01Fr5, resultantes do fracionamento preliminar do extrato de H. 

investiens mostraram inibição fraca a moderada das enzimas acetilcolinesterase e 

butirilcolinesterase, envolvidas na Doença de Alzheimer, sendo o melhor resultado, 

obtido para At01Fr4, com inibição moderada (GI = 48,3%) e seletiva de 

acetilcolinesterase. Estes dados confirmam a alta quimiodiversidade de endófitos do 

ambiente marinho e sugerem a necessidade de estudos adicionais, visando a 

exploração racional dos produtos naturais e de seu potencial biológico, contribuindo 

ainda para aprofundar o conhecimento deste importante bioma no contexto de 

práticas de sustentabilidade. 

Palavras chave: fungos endofíticos, Hypoxylon investiens, alga marinha, Asparagopsis 
taxiformis, quimiodiversidade, citotoxicidade, inibidores de colinesterase, RMN. 



ABSTRACT 

Since the earliest civilizations through the 19th century, the use of extracts from 

plants, animals and even minerals was the major option for the treatment of 

diseases. The biodiversity of the marine environment is huge and its organisms are 

also important for the discovery of new drugs, although it has been less explored 

than terrestrial biomes until a few decades ago. The macro-algae found in shallow 

waters were one of the first marine organisms to be studied, with emphasis on red 

algae (Rhodophyta), which encompasses the highest number of species and high 

production of bioactive metabolites. Microorganisms, as fungi and bacteria, living in 

symbiosis with macro-organisms can affect the metabolic production of algae, 

invertebrates and other host marine organisms. This bioprospection study aimed to 

analyze crude extracts of the endophytic fungus Hypoxylon investiens, which had 

been isolated from the red algae Asparagopsis taxiformis. Eight compounds were 

purified using chromatographic techniques, and were further identified based on 1D 

and 2D nuclear magnetic resonance (NMR), mass spectrometry (MS) and UV-Vis 

spectroscopy. Diketopiperazines cyclo (Pro-Tyr), cyclo (Pro-Phe) and cyclo (Pro-Leu) 

were identified, along with three isocoumarins: 5-hydroxymethyl-mellein, 4-hydroxy-

5-methylmellein and 5-methylmellein, and two tetralones: nodulisporone and

isosclerone. In addition, four low molecular weight organic acids: acids 3-(4-

hydroxyphenyl)lactic, 5-hydroxy-indolacetic, 3-hydroxybutiric and homogentisic, and 

the monosaccharide D-mannitol, were identified by gas chromatography coupled to 

mass spectrometry (GC-MS). Fractions At01Fr1 to At01Fr5, resulting from the 

preliminary fractionation of H. investiens extract, showed weak to moderate inhibition 

of acetylcholinesterase and butirylcholinesterase enzymes, involved in Alzheimer 

disease. Best results were obtained for At01Fr4, which showed moderate (GI = 

48,3%) and selective inhibition of acetylcholinesterase. Such data confirm the high 

chemodiversity of marine endophytes and suggest the need for additional studies, 

aiming the rational exploration of natural products and their biological potential, and 

contributes to deepen the knowledge on this important biome in the context of 

sustainability. 

Key words: marine fungi, Hypoxylon investiens, Asparagopsis taxiformis, 
chemodiversity, cytotoxicity, cholinesterase inhibitors, NMR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Produtos Naturais 

 

Uma das peculiaridades do ser humano é a capacidade de observar e 

manipular a natureza de maneira que nenhum outro ser vivo consegue, uma 

característica fundamental para evolução e sobrevivência da nossa espécie. Desde 

épocas pré-históricas até o século XIX, o uso de extratos e misturas de produtos 

naturais era praticamente a única opção para o tratamento das diversas doenças e 

distúrbios do corpo humano. Registros milenares, como os dos chineses e 

mesopotâmicos, revelam o uso de diversas plantas, animais e minerais para o 

preparo de remédios. (PATWARDHAN, 2004)  

Os estudos fitoquímicos e microbiológicos se intensificaram com o avanço 

das técnicas de isolamento e elucidação estrutural, contribuindo para o avanço da 

farmacologia moderna, que busca o tratamento de doenças através de substâncias 

isoladas e não somente de extratos.  A partir do século 19 começaram a surgir 

importantes fármacos: a morfina (1) foi isolada em 1804 da papoula (Papaver 

Somniferum) e até hoje é utilizada como analgésico. Em 1820 Caventou e Pelletier 

isolaram a quinina (2), um alcalóide anti-malárico presente nas cascas de algumas 

espécies de Cinchona. Outro exemplo clássico de bioprospecção é o isolamento da 

efedrina (3) em 1887, que foi utilizada no tratamento de asma. (CRAGG; NEWMAN, 

2013)     

 

                           1                                        2                                          3 

 

Muitos dos agentes terapêuticos disponíveis atualmente foram desenvolvidos 

devido ao avanço da química sintética, embora quase metade dos novos fármacos 

das últimas décadas tenham sido obtidos diretamente de produtos naturais ou são 
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baseados nas estruturas das sustâncias isoladas a partir de fontes naturais. 

(NEWMAN; CRAGG, 2016) Um exemplo é a podofilotoxina (4) que foi isolada da 

Podophyllum peltatum e se liga irreversivelmente com a tubulina, o que impede o 

crescimento da célula tumoral. O etoposídeo (5) e o teniposídeo (6) são derivados 

sintéticos da podofilotoxina, poré m possuem mecanismo de ação diferente desta: a 

morte celular ocorre devido inibição da topoisomerase II, impedindo a clivagem do 

complexo enzima-DNA, induzindo a apoptose celular. Esses três compostos são 

utilizados no tratamento de câncer de pulmão, leucemias, linfomas, sarcoma de 

tecido mole, neuroblastoma, entre outros. (HANDE, 2006)  

              

4                                           5                                                 6 

 

1.2 Organismos Marinhos 

 

Os organismos marinhos podem ser tão diversos e abundantes quanto os 

terrestres e ambos são fontes de substâncias importantes para a cura de patologias 

e/ou a manutenção de uma vida saudável. Apesar dos mares e oceanos 

constituírem um dos maiores ecossistemas do planeta, os organismos marinhos 

foram bem menos explorados que os terrestres, principalmente devido a maior 

dificuldade de coletar espécimes (GERWICK; MOORE, 2012). Uma das primeiras 

descobertas com produtos naturais marinhos biologicamente ativos só foi relatada 

na década de 1950 por Bergmann e Feeney, que isolaram dois nucleosídeos 

(espongouridina e espongotimidina) da esponja Tectitethya crypta. (BERGMANN; 

FEENEY, 1951) 
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Apesar dos estudos com organismos marinhos terem começado nos anos 40, 

foi somente nos anos 70 que houve o aumento considerável na descoberta de novos 

produtos naturais marinhos. Nesses primeiros 30 anos foram relatadas 50 novas 

substâncias (Figura 1), o que equivale a menos de 0,2% do total de 26.000 produtos 

naturais marinhos conhecidos atualmente. (LEAL; CALADO, 2015) 

 

 

 

Fonte: Leal; Calado, 2015. 

 

Devido as diferentes condições de crescimento, os organismos marinhos 

apresentam diferenças na produção metabólica em relação aos terrestres. No geral, 

os organismos marinhos apresentam metabólitos com cadeias e anéis maiores, mais 

substituintes halogenados, são mais hidrofóbicos e possuem menos anéis 

aromáticos. (SHANG et al., 2018) 

Essa diversidade de metabólitos e a falta de estudos do ecossistema marinho 

têm chamado a atenção dos pesquisadores pelo grande potencial de descoberta de 

novos compostos bioativos. Essa questão é especialmente importante para o Brasil, 

já que temos uma das maiores costas marinhas do mundo e, ainda assim, a 

descoberta de novos compostos a partir dos mares da América do sul (538) continua 

menor do que na Coréia do Sul (848) (Figura 2). (BLUNT et al., 2016) 

 

 

Figura 1 Quantidade de produtos naturais marinhos inéditos descobertos de diferentes 

filos entre 1940 e 2012. 
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Fonte: Blunt et al., 2016. 

 

1.3 Algas vermelhas 

 

As macro-algas encontradas em águas rasas foram um dos primeiros 

organismos marinhos a serem estudados por serem de fácil coleta. Ainda assim 

existem muitas espécies de algas a serem estudadas, sendo que só no Brasil foram 

identificadas 111 novas espécies da classe Rhodophyceae no período de 2010 a 

2015. (MENEZES; BICUDO; MOURA, 2015) 

As macro-algas vermelhas (Rhodophyta) se destacam como o grupo com 

maior número de espécies (aproximadamente 7000) e por apresentarem alta 

variedade de metabólitos bioativos. (GUIRY, 2012)  

Essas algas podem ser encontradas em diversas regiões do globo, a maioria 

no fundo do mar, mas também podem viver ligadas em substratos rochosos perto da 

costa. São conhecidas espécies produtoras de metabólitos halogenados com 

diferentes estruturas. (FAULKNER, 2001) 

Figura 2 Locais de coleta de organismos marinhos que originaram produtos naturais 

inéditos entre 1965 e 2014. 



23 
 

 

Devido a maior acessibilidade em relação a outros organismos marinhos e 

devido à sua grande quimiodiversidade, as algas continuam sendo uma das 

principais fontes de material para estudo com produtos naturais marinhos. 

A alga vermelha Asparagopsis taxiformis (Figura 3), utilizada para o 

isolamento dos fungos endofíticos estudados nesse trabalho, foi coletada no litoral 

norte do Estado de São Paulo. Estudos demonstraram que essa espécie produz 

substâncias com atividade antibacteriana (MANILAL; SELVIN; GEORGE, 2012), 

leishmanicida (GENOVESE et al., 2009) e antifúngica (EL-BAROTY et al., 2007).  

 

 

 

Fonte: Medina, 2016. 

 

1.4 Fungos endofíticos 

 

Assim como no ambiente terrestre, os organismos marinhos podem viver 

associados a micro-organismos como fungos e bactérias, o que pode ser 

fundamental para a sobrevivência dos dois organismos. Os micro-organismos 

endofíticos vivem entre os tecidos do hospedeiro onde conseguem obter nutrientes 

Figura 3 Alga marinha Asparagopsis taxiformis coletada na região de Ubatuba (SP). 
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sem provocar danos, podendo até produzir substâncias que protegem o hospedeiro 

de agentes patógenos ou ajudam em seu desenvolvimento. Para sobreviver nesse 

ambiente os endófitos precisam resistir ao sistema imunológico do hospedeiro e 

vencer a competição por nutrientes com outros micro-organismos, por isso a maioria 

dos endófitos dominantes são produtores de metabólitos secundários que agem 

como antifúngicos, anticarcinogênicos, imunossupressores ou antioxidante.  (JIA et 

al., 2016; KLIMOVA; PEÑA; SÁNCHEZ, 2016) 

A importância da simbiose entre organismos para obtenção de substâncias é 

cada vez mais evidente, já que estudos revelaram que diversos compostos bioativos 

isolados de organismos marinhos, na verdade foram sintetizados pelos seus micro-

organismos associados. (OLIVEIRA; FELÍCIO; DEBONSI, 2012) 

A variação de fatores como a temperatura, água, quantidade de luz, tipo de 

nutrientes e pH podem mudar drasticamente o desenvolvimento de uma espécie, 

podendo alterar a quantidade e as espécies de micro-organismos vivendo em 

simbiose com o hospedeiro. (KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012) 

Devido a biodiversidade de organismos hospedeiros e a dificuldade de 

identificar micro-organismos, a quantidade de fungos endofíticos estudados ainda é 

pequena. Estimativas demonstram a existência de mais de um milhão de espécies 

de fungos endofíticos, sendo que menos de 10% foram estudados. (STROBEL; 

DAISY, 2003) 

 

1.5 Fungos do gênero Hypoxylon 

 

O gênero Hypoxylon, pertencente à família Xylariaceae, é constituído de 

aproximadamente 130 espécies (ÜHLBAUER et al., 2002). Esse gênero é um dos 

poucos da família que produzem metabólitos secundários policetídicos do tipo 

azafilonas (ZHANG et al., 2016). Diversas substâncias que apresentaram atividades 

biológicas foram isoladas de fungos desse gênero como, por exemplo, a 

Menisporopsina A (7). Esse macrociclo, isolado de H. oceanicum, apresentou 

atividade antimalárica, antimicrobiana e citotóxica contra a linhagem BC-1 (câncer 

de mama) (CIMMINO et al., 2017). O Hypoxylonol C (8), que é um derivado do 

benzofluoranteno, foi encontrado em H. truncatum e apresentou atividades 

antiproliferativa, antiangiogênica e citotóxica (FUKAI et al., 2012; FUKAI et al., 2014). 

Da espécie H. croceum foram isoladas a sordarina (9) e hipoxilactona (10), sendo 
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que ambas apresentaram atividade antifúngica (DAFERNER et al., 1999). O Riquenil 

A (11) é um derivado trifenílico com atividade citotóxica e antioxidante, sendo que 

essa substância foi encontrada nas espécies H. fendleri e H. rickii. (INTARAUDOM 

et al., 2017; KUHNERT et al., 2015) 

8 

9 

11 

7 

10 
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A espécie H. investiens possui poucos estudos de prospecção químico-

biológica, por isso seu potencial para obtenção de compostos bioativos é pouco 

conhecido. Chang e colaboradores (2014) descreveram o isolamento de 29 

substâncias dessa espécie (Figura 4) sendo que algumas foram descritas pela 

primeira vez como produtos naturais (15-21) e outras são substâncias já conhecidas 

(22-40). 

Figura 4 Substâncias isoladas do fungo H. investiens. 

Fonte: Chang et al., 2014; adaptado pelo autor. 
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Um estudo recente revelou ainda que essa espécie é produtora das enzimas 

amilase, celulase, lipase e lacase, que apresentam potencial de aplicação em 

diversos bioprocessos. A lacase, por exemplo, pode ser usada na desintoxicação de 

efluentes de fábricas de papel, biorremediação de solos contaminados, síntese de 

polímeros e na catálise em reações para síntese de fármacos (TOGHUEO et al., 

2017).  

Esse fungo também foi estudado anteriormente em nosso grupo de pesquisa 

(SILVA, 2016), tendo sido possível isolar duas substâncias inéditas derivadas do 

naftaleno (41 e 42), além do ácido 3-nitropropanóico (43), obtido com alto 

rendimento (Figura 5). 

Figura 5 5’-metoxi-1,2,3,4-tetraidro-1,1’-binaftaleno-2,4,4’,8-tetrol (41), 8'-metoxi-1,2,3,4-

tetraidro-1,1'-binaftaleno-2,2',4,8-tetrol (42) e o ácido 3-nitropropanóico (43)  isolados de 

H. investiens.

Fonte: Silva, 2016. 

O presente estudo visa continuar a busca por metabólitos bioativos a partir do 

extrato do fungo H. investiens, já que no estudo anterior foram identificadas frações 

promissoras que possivelmente continham outros derivados de naftaleno, além da 

importância do reisolamento dos binaftalenos para estudos de bioatividade e 

determinação da estereoquímica. 

41 42 43 
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5 CONCLUSÃO 

Os extratos do fungo endofítico Hypoxylon investiens, isolado da alga marinha 

vermelha Asparagopsis taxiformis, investigados neste trabalho foram submetidos a 

análises químicas e de atividade biológica no contexto de estudos de bioprospecção. 

As metodologias utilizadas para cultivo da linhagem fúngica foram otimizadas e 

resultaram na seleção do meio de malte para produção do extrato em escala 

ampliada. Com o uso da técnica cromatográfica CLAE-DAD, foi possível isolar três 

dicetopiperazinas: ciclo(Pro-Tir),  ciclo(Pro-Phe) e ciclo(Pro-Leu), duas tetralonas: 

nodulisporona e isosclerona, e três isocumarinas: 5-hidroximetil-meleína, 4-hidroxi-5-

metilmeleína e 5-metilmeleína. Essas substâncias foram identificadas utilizando 

RMN uni e bidimensional, espectrometria de massas e espectroscopia UV-Vis. 

Também foram identificados quatro ácidos orgânicos de baixo peso molecular:  

ácidos 3-(4-hidroxifenil)láctico, 5-hidroxi-indolacético, 3-hidroxibutírico e 

homogentísico, e ainda, o monossacarídeo D-manitol por CG-EM..  

Os extratos brutos e frações semipurificadas foram analisados em ensaios 

para avaliação de atividade anticolinesterásica e citotóxica e apresentaram atividade 

fraca a moderada. No estudo anticolinesterásico, a fração At01Fr4 apresentou 

seletividade e moderada atividade inibitória de acetilcolinesterase de enguia elétrica 

(AChEee) com grau de inibição de 48,4%. No estudo de citotoxicidade com as 

linhagens MCF-7 e HCT-116, os extratos apresentaram atividades fracas. Diversas 

bioatividades foram relatadas na literatura para as substâncias isoladas, sugerindo 

que a fermentação desse fungo, em outras condições de cultivo, pode levar a uma 

maior produção de metabólitos bioativos além de possíveis substâncias inéditas. 

Considerando que o fungo H. investiens foi ainda pouco estudado, com raros 

relatos na literatura, este trabalho também contribui para aumentar o conhecimento 

referente à quimiodiversidade de micro-organismos associados a organismos marinhos, 

uma área dos estudos com produtos naturais ainda pouco explorada no Brasil. De forma 

global, nossos dados sugerem a necessidade de estudos adicionais, visando a 

exploração racional dos produtos naturais do ambiente marinho e de seu potencial 

biológico, contribuindo ainda para aprofundar o conhecimento deste importante 

bioma no contexto de práticas de sustentabilidade. 
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