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Resumo 

Os fungos do gênero Pestalotiopsis da ordem Melaconiales, família Amphisphariaceae, 

demonstram potencial biotecnológico como fonte de recursos naturais na busca de 

fármacos. Esta pesquisa avaliou a atividade anticandida de Pestalotiopsis spp isolados da 

Amazônia. 24 linhagens foram cultivadas em Erlenmeyer (250mL), com 100mL de BDL, 

por 25 dias, 24°C. O meio fermentado extraído com AcOEt e o micélio com 

MeOH:AcOEt(1:1). Testados frente à Candida albicans (Fiocruz-CFAM–1342). Utilizou-

se método de diluições em caldo, com NBT como revelador e Nistatina (2.0mg mL-1) 

controle positivo. 11 demonstraram resultado positivo, seis do micélio e cinco de meio 

líquido. O meio líquido é geralmente a fonte mais rica de moléculas bioativas. Contudo, 

isolou-se substâncias bioativas do micélio, indicando que o extrato do micélio também 

deve ser investigado na busca de compostos bioativos desse gênero. As linhagens são 

promissoras a atividade anticandida, por apresentarem atividade em quase 23% dos 

extratos avaliados. 
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Introdução 

Na biotecnologia os fungos já são utilizados há séculos, desde a fermentação de 

bebidas alcoólicas no antigo Egito, como também servindo de alimentos desde a idade 
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média na Europa, passando pela fabricação de pães e queijos na atualidade, até a produção 

de compostos bioativos através de sua capacidade metabólica, como por exemplo, a 

produção de antibióticos como a penicilina e ácidos (Borzani et al., 2001). 

O gênero Pestalotiopsis pertence à ordem Melaconiales, família Amphisphariaceae 

caracteriza-se pela presença de conidióforo dentro do corpo de frutificação denominado 

acérvulo. Os conídios apresentam cinco células, sendo três medianas de coloração marrom 

e duas células hialinas (apical e basal), com dois ou mais apêndices apicais. (Jeewon et al., 

2002).  

No Brasil o gênero tem sido encontrado associado a espécies tropicais, este fato 

demonstra a capacidade de adaptação e a importância ecológica do gênero (Hanada et al., 

2010). Os endofíticos pertencentes ao gênero Pestalotiopsis tem demonstrado um grande 

potencial biotecnológico, sobretudo para a indústria farmacêutica, tanto da obtenção de 

compostos antimicrobianos, isolando antifúngico como o de P. adusta, quanto na obtenção 

de compostos com atividade citotóxica frente a células tumorais humanas, como isolados 

de P. photiniae (Che et al., 2009). 

Esse gênero tem sido isolado como endofítico de diversas plantas tropicais e tem 

sido utilizado também como organismo modelo em diversos estudos de pesquisa básica e 

aplicada (Hanada et al., 2010; Strobel et al., 1996). A diversidade de compostos isolados 

produzidos por fungos desse gênero demonstra como esse gênero é rico do ponto de vista 

de seu metabolismo secundário, o que o coloca como uma fonte de recursos naturais 

importantes para estudos relacionadas a busca de novos fármacos. Neste trabalho avaliou-

se a atividade anticandida dos extratos obtidos de linhagens de Pestalotiopsis associadas a 

espécies vegetais Amazônicas. 

 

Material e Métodos 

Foram selecionadas 24 linhagens de Pestalotiopsis isoladas de espécies 

Amazônicas inoculadas em triplicata, em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com 100 mL de 

meio líquido batata-dextrose (BD), acrescido de 0,2% de extrato de levedura sob condições 

estéreis (Souza et al., 2004). 

Os frascos foram incubados por um total de 25 dias, sob temperatura de 24°C. Os 

parâmetros de tempo e temperatura de cultivo foram determinados pelas necessidades 

fisiológicas do gênero. Os constituintes fixos foram divididos em extracelulares (meio de 

cultura fermentado) e intracelulares (micélio) para extração com solventes orgânicos 
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conforme descrito a seguir: AcOEt 100%, por 3 vezes, para o meio de líquido fermentado, 

e o micélio foi macerado em MeOH:AcOEt (1:1) por 48h e depois filtrado, por 3 vezes. 

Todas as amostras foram secas em rotaevaporador e pesados. Todos os 48 extratos obtidos 

foram avaliados quanto a atividade anticandida, e para isso foi utilizada uma estirpe de 

Candida albicans, cedida pela coleção de microrganismos patogênicos da Fiocruz – AM 

código CFAM-1342, os testes foram determinados pelo método de diluições sucessivas em 

caldo, conforme recomendado pelo Subcommitte on Antifungal Susceptibility Testing do 

US National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 1997). 

O bioensaio foi realizado em placas de 96 poços com 100µL de caldo saboraud 

dobrado, 100µL de solução dos extratos teste (2.0 mg.mL-1), e 10 µL  de suspensão fúngica 

com 1.0x107 UFC.mL-1, seguido por incubação a 37°C (24h) em triplicatas. Para solução 

dos extratos teste, estes foram dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO) a uma 

concentração de 10% completado o volume final (90%) com água destilada autoclavada. 

A bioatividade foi registrada como ausência de coloração nos poços depois da 

adição de 10µL de revelador azul de nitrotetrazólio (NBT). Nistatina (2,0mg.mL-1) foi 

usado como controle positivo e cultivo em meio saboraud, sem aditivos, foi usado como 

controle negativo. 

 

Resultados e Discussão 

Dos 48 extratos brutos testados frente a C. albicans 11 demonstraram resultado 

positivo, desses, seis foram obtidos da maceração do micélio extraído com MeOH:AcOEt e 

cinco foram obtidos da extração líquido-líquido do meio líquido fermentado extraído com 

AcOEt. As linhagens de Pestalotiopsis que apresentaram resultado positivo foram 

codificadas como P10, P11, P12, P47, P46, P40, P31, P19, P23 e P33, sendo que a 

linhagem P10 apresentou resultado tanto no extrato obtido do meio líquido fermentado, 

quanto no extrato bruto obtido do micélio, completando os onze extratos brutos com 

resultado positivo. 

O número de linhagens com resultado positivo demonstra o potencial desse gênero 

para obtenção de substâncias bioativas. Da mesma forma os resultados obtidos revelaram 

que linhagens de diferentes hospedeiros apresentaram atividade, o que indica que esse 

gênero possui uma versatilidade metabólica provavelmente promovida pela interrelação 

com seu hospedeiro, como o descrito em trabalhos como o de Strobel et al., (1996). 
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De forma geral, os trabalhos com esse gênero têm demonstrado que uma boa 

seleção do hospedeiro para o isolamento de linhagens desse gênero é fundamental para a 

obtenção de linhagens com potencial biotecnológico (Strobel et al., 1996).  

Dentre os resultados obtidos também chama atenção o modo de cultivo, pois das dez 

linhagens que apresentaram resultado positivo frente a C. albicans oito foram cultivadas 

sob agitação (P10, P11, P12, P46, P31, P19, P23 e P31) e apenas duas em modo estático 

(P40 e P47). Essa informação demonstra que a aeração deve ser um fator a ser levado em 

consideração quando se busca compostos bioativos obtidos dessas linhagens. 

Dentre as linhagens que apresentaram resultados positivos duas (P11 e P12) foram 

isoladas da casca do caule de Rollinia sp, um gênero de anonácea bem conhecida na região 

Amazônica. Outras duas linhagens (P19 e P47) foram isoladas das raízes da Euterpe 

oleracea, a espécie conhecida popularmente como açaizeiro. Também apresentaram 

resultados positivos linhagens de Pestalotiopsis isoladas do caule de Myrcia guianensis 

(P23), uma Myrtaceae bem distribuída na região amazônica, conhecida popularmente 

como pedra-ume-caá ou vassourinha. Duas linhagens foram isoladas de Basidiomicetes 

(P31 e P33). 

Os trabalhos de isolamento de compostos de Pestalotiopsis, nos diferentes meios de 

cultivo, tem mostrado que o meio líquido fermentado é a fonte mais rica de moléculas 

bioativas quando comparada com os extratos do micélio (Che et al., 2009). Contudo em 

trabalho realizado por Wray et al., (2011) foi possível o isolamento de Pestalotiopsonas, 

uma cromona presente no micélio de Pestalotiopsis sp, sendo que uma de suas isoformas 

mostrou citotoxidade moderada, indicando que o extrato do micélio também deve ser 

investigado quando se busca compostos bioativos de fungos desse gênero. 

Das espécies que apresentaram atividade biológica podemos destacar a espécie P. 

microspora, comumente descrita como endófito de uma variedade de espécies vegetais, 

tanto plantas de clima tropical quanto temperado, bastante versátil do ponto de vista 

metabólico, produzindo compostos bioativos como o taxol, ácido torreiânico, ácido 

ambuíco entre outros (Strobel, 1996, Lee et al., 1996; Li et al., 2001). 

A linhagem P40 foi isolada das folhas de uma espécie de Gustavia elliptica, além e 

uma linhagem isolada dos espinhos de Pinus elliottii (P10). Das dez linhagens que 

apresentaram resultado positivo frente a C. albicans oito foram cultivadas sob agitação, em 

incubadora B.O.D. (P10, P11, P12, P46, P31, P19, P23 e P31) e apenas duas em modo 

estático (P40 e P47). 
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Podemos destacar também os resultados de P10, identificada por biologia molecular como 

P. disseminata (B5-3) que apresentou resultados positivos tanto nos extratos de seu meio 

líquido fermentado quanto de seu micélio. A capacidade metabólica de fungos dessa 

espécie já foi descrita anteriormente por Gloer et al., (2006), no isolamento das 6-

Hidroxipunctaporonina A e B, sesquiterpenos em que a forma B apresentou atividade 

contra Staphylococcus aureus (ATCC 29213). 

 

Conclusões  

As linhagens testadas são promissoras a obtenção de compostos com atividade 

anticandida, por apresentarem atividade em quase 23% dos extratos.  

A produção de compostos com atividade anticandida demonstrou depender da 

aeração para sua obtenção.  

A maioria dos extratos com bioatividade foi obtida do meio líquido, o que 

demonstra que este é uma fonte mais rica dessas biomoléculas.  

Através do trabalho foi possível selecionar 11 linhagens do gênero Pestalotiopsis 

para etapas subsequentes de investigação, sendo elas o isolamento e identificação de 

compostos com propriedade biativas. 
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