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RESUMO 

 

A tuberculose (TB) permanece como uma grave ameaça para saúde pública em 

todo o mundo. A longa duração do tratamento e o aparecimento de cepas 

resistentes aos medicamentos incentivam a busca por novos fármacos anti-TB. 

Nos casos clínicos severos da doença associados à inflamação exacerbada, a 

terapia adjuvante pode proporcionar a prevenção dos danos teciduais e aumento 

da capacidade do organismo na eliminação ou contenção do bacilo. Neste 

contexto, novas substâncias que possuam propriedades dual, antimicobacterianas 

e anti-inflamatórias, representam uma potencial ferramenta terapêutica. Os 

produtos naturais são uma importante fonte para obtenção de novos compostos, 

dentre eles os fungos endofíticos são reconhecidos como produtores de 

metabólitos secundários com importantes atividades biológicas. Neste estudo, 51 

amostras de fungos endofíticos obtidas de quatro espécies vegetais (A. 

tomentosa, O. notata, S. schottiana e T. bullata) foram avaliados quanto a ação 

anti-inflamatória e citotoxidade em cultura de macrófagos RAW 264.7 estimulados 

por LPS e quanto a capacidade de inibir  o crescimento das cepas M. bovis BCG 

e M. tuberculosis H37Rv e M299. O extrato bruto (Tb1), a fração em acetato de 

etila (Tb1A) e a substância isolada desta fração (lasiodiplodina), oriundas do 

fungo endofítico Sordaria sp, obtido de Tocoyena bullata, foram selecionados para 

testes mais aprodundados. Estas amostras foram capazes de inibir a produção de 

NO, PGE2, TNF-α e IL-1β, destacando-se a lasiodiplodina na inibição da produção 

de TNF-α. Também foi observado que estas amostras foram capazes de inibir o 

crescimento de micobactérias tuberculosas e não tuberculosas in vitro, e de inibir 

o crescimento intracelular em cultura de macrófagos infectados por Mtb. A 

lasiodiplodina mostrou efeito terapêutico no tratamento da TB pulmonar severa, 

induzida em camundongos C57Bl/6 por cepa Mtb hipervirulenta, apresentando 

redução da patologia pulmonar, do influxo de leucócitos e da produção de 

citocinas pró-inflamatórias. As amostras Tb1, Tb1A e a lasiodiplodina 

apresentaram atividade dual e são promissoras para o desenvolvimento de novos 

fármacos para o tratamento da TB pulmonar severa. 

 

Palavra-chave: tuberculose pulmonar, Inflamação,  tratamento adjuvante e 

lasiodiplodina. 
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ABSTRACT 

 

Tuberculosis (TB) remains a serious threat to public health worldwide. The long 

duration of therapy and emergence of M. tuberculosis (Mtb) strains resistant to 

multiple drugs encourages the search for new anti-TB drugs. Severe TB cases 

associated with exarcebated inflammation require additional anti-inflammatory 

adjuvant therapy to prevent tissue damage and increase the ability of organism to 

eliminate or contain the Mtb. In this context, new substances that combine dual 

properties, antimycobacterial and anti-inflammatory, represent a potential 

therapeutic tool. Natural products are an important source for obtaining new drugs, 

among them the endophytic fungi are recognized as producers of 

bioactive secondary metabolites. In this study, 51 samples of endophytic fungi 

obtained from four plant species (A. tomentosa, O. notata, S. schottiana and T. 

bullata) were evaluated for anti-inflammatory activity and cytotoxicity in LPS-

stimulated RAW 264.7 macrophages culture as well as ability to inhibit the growth 

of M. bovis BCG and M. tuberculosis (H37Rv and M299). Crude extract (Tb1), 

fraction in ethyl acetate (Tb1A) and the isolated substance of this fraction, 

lasiodiplodin, from endophytic fungus Sordaria spp culture isolated from T. bullata 

were selected for additional tests. These samples inhibited the NO, PGE2, TNF-α 

and IL-1β production, highlighting lasiodiplodine in the inhibition of TNF-α 

production. It was also observed that these samples were able to inhibit the growth 

of tuberculous and non-tuberculous mycobacteria in vitro and intracellular growth 

in infected macrophages. Lasiodiplodine showed therapeutic effect in C57BL/6 

mice infected with hypervirulent Mtb strain. The treatment with lasiodiplodine led to 

reduction of pulmonary pathology, leukocyte influx and proinflammatory cytokine 

production. Tb1, Tb1A and lasiodiplodine showed dual activity and are promising 

for the development of new drugs for the treatment of severe pulmonary TB. 

 

Key words: pulmonary tuberculosis, inflammation, adjuvant treatment and 

lasiodiplodin.
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1.  INTRODUÇÃO 

 

 1.1. O gênero Mycobacterium 

 

As micobactérias pertencem ao gênero Mycobacterium, que compreende mais 

de 160 espécies/subespécies de bactérias, contendo espécies patogênicas ao 

homem e animais, potencialmente patogênicas (M. kansasii, M. abscessus e M. 

avium) ou raramente patogênicas (M. smegmatis e M. gordonae). Algumas 

espécies se destacam por serem patógenos de importância clínica, grupo onde se 

inclui M. tuberculosis, M. leprae e M. ulcerans, os quais são agentes causadores 

da tuberculose humana, hanseníase e úlceras de Buruli, respectivamente 

(TORTOLI, 2006; ORGEUR e BROSCH, 2017). 

O gênero Mycobacterium é constituído por micobactérias tuberculosas, 

pertencentes ao complexo M. tuberculosis (MTBC) e por micobactérias não 

tuberculosas (MNT) (JOHNSON e ODELL, 2014). 

MTBC compreende as micobactérias causadoras da tuberculose, sendo 

elas: M. tuberculosis (Mtb), M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, M. 

caprae, M. canetti, M. orygis e M. pinnipedii. Estas espécies possuem diferentes 

padrões de tropismo por hospedeiro, virulência, patogenicidade e resistência a 

fármacos, (COSMA et al., 2003, TORTOLI, 2006).  

O principal agente etiológico da tuberculose (TB) humana é o M. 

tuberculosis, um bacilo intracelular facultativo, em forma de bastonete, não 

encapsulado, imóvel, sem flagelos e esporos.  

Outras espécies de micobactérias podem induzir um quadro clínico 

semelhante a TB, como M. kansasii (Mkan), a segunda MNT mais comum e 

potencialmente patogênica, e responsável por grande parte das infecções por 

MNT na população humana (JOHNSON e ODELL, 2014). 

Em geral, as micobactérias apresentam tamanho entre 1 a 10 micrômetros 

de comprimento e 0,2 a 0,6 micrômetros de largura. É um patógeno aeróbico 

obrigatório dividindo-se a cada 12 e 16 horas, o que explica o fator do 

desenvolvimento da doença crônica (MURRAY et al., 2010; ORME, 2014). 

 A estrutura da parede celular (Figura 1) consiste de uma membrana 

interna recoberta por uma camada espessa de peptideoglicanos (PGL) 

covalentemente ligado a moléculas de ácidos micólicos, que por sua vez estão 
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associados à arabinogalactanos, recoberto por lipídios livres, glicolipídios, 

polipeptídeos e lipoproteínas (MURRAY et al., 2010). Os ácidos micólicos são os 

principais lipídios presentes na parede celular micobacteriana e encontrados em 

diferentes espécies de micobactérias.  A proporção e o tipo de ácidos micólicos 

afetam a patogenicidade e a virulência, sendo alvo de vários fármacos 

(GROENEWALD et al., 2013). O glicolípidio micobacteriano trealose-dimicolato 

(TDM) é um importante fator de virulência fundamental na patogênese e na 

persistência de lesões crônicas e granulomatosas, e, portanto, o representante 

mais estudado desta classe (KARAKOUSIS et al., 2004). 

A composição da parede celular confere características importantes ao 

gênero, como: hidrofobicidade, antigenicidade, crescimento lento, resistência a, 

detergentes e antibióticos utilizados na terapia. Em virtude da complexa 

composição lipídica (50% do peso seco), os bacilos são resistentes à 

descoloração com solução álcool-ácida após coloração com fucsina fenicada, por 

isso a denominação de bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) (MURRAY et al., 

2010; CHEN et al., 2012). 

 

 

Figura 1- Representação esquemática da estrutura da parede celular micobacteriana. As letras 
representam (A) membrana plasmática, (B) peptideoglicanos, (C) arabinogalactanos, (D) 
lipoarabinomananas manosiladas, (E) proteínas associadas à membrana plasmática e a parede 
celular, (F) ácidos micólicos e (G) moléculas de glicolipídios associados aos ácidos micólicos 
(Adaptado de KARAKOUSIS et al., 2004). 
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1.2.  Tuberculose 

 

A tuberculose é uma das doenças mais antigas da história afetando a 

população desde a Antiguidade. Ainda em registros arqueológicos já foi 

demonstrada a presença da doença entre diversos povos (CAMPOS e PIANTA et 

al., 2001).  Os sinais clínicos da TB, responsáveis por alterações ósseas 

características, como deformidades tuberculosas, lesões erosivas e colapso das 

vértebras (doença de Pott) foram primariamente identificadas em múmias 

egípcias (CHAN et al., 2013).  

Existe um consenso de que o fluxo migratório europeu em virtude das 

expedições marítimas de colonização possibilitou a disseminação da doença no 

continente americano e a transmissão da TB levou a morte de milhares de 

indígenas. No Brasil, a disseminação da TB tem sido atribuída à vinda dos 

colonizadores jesuítas, que ao migrarem portando a doença, transmitiam-na aos 

índios através do convívio com os nativos (CAMPOS e PIANTA et al., 2001). 

 

.  

 

Figura 2 - Taxa de incidência de TB no mundo em 2016. Casos estimados de TB por 100 mil 
habitantes (Adaptado de WHO, 2017). 
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A TB é uma das doenças infecciosas com maior taxa de mortalidade no 

mundo (Figura 2). Estima-se que um terço da população mundial esteja infectada 

por Mtb. Ao longo da vida somente 10% destes indivíduos desenvolvem a 

doença, enquanto a contenção da infecção em estágio latente com lenta 

progressão ocorre em 90% das pessoas infectadas o que representa um amplo 

reservatório para novos casos de TB ativa (OTTENHOFF e KAUFMANN, 2012). 

Em 2016, foram notificados 10,4 milhões de casos de TB, sendo destes, 1,1 

milhão de indivíduos portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

(WHO, 2017).  A maioria dos casos de co-infecção entre TB e HIV se concentra 

nos países africanos. Estima-se que em 2016, cerca de 1,4 milhão de mortes por 

TB ocorreram entre indivíduos HIV-negativo e 0,4 milhão de mortes em pacientes 

HIV-positivo, totalizando aproximadamente 1,8 milhão de óbitos (WHO, 2017).  

No Brasil, foram notificados 84 mil novos casos da doença em 2015 e 7,7 mil 

óbitos em decorrência da mesma (WHO, 2017). O Estado do Rio de Janeiro (RJ) 

possui a maior taxa de incidência de TB dentre os Estados da Região Sudeste, o 

que pode ser explicado, em parte, pela elevada proporção da população residindo 

em áreas urbanas (mais de 96%, segundo o Censo IBGE de 2010) e alta 

densidade demográfica (368 habitantes/Km2) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

Vários fatores influenciam o aumento do número de casos de TB, destacando-

se o aparecimento de cepas resistentes aos medicamentos disponíveis para o 

tratamento e o aumento dos casos de co-infecção com o HIV. Acrescentam-se a 

estes, a desnutrição, o tabagismo, o consumo excessivo de álcool, diabetes, 

poluição do ar, flutuação populacional e a baixa condição socioeconômica 

(KUMAR et al., 2011; KOUL et al., 2011). 

A ausência ou tratamento inadequado associado a uma diminuta supervisão 

durante o período de terapia conduz ao aumento na prevalência de cepas Mtb 

resistentes a múltiplos fármacos (MDR-TB) ou extensivamente resistentes a estes 

(XDR-TB). O tratamento dos casos de TB resistente possui baixa taxa de 

sucesso, além de elevarem a duração do tratamento e apresentarem inúmeros 

efeitos adversos (WHO, 2017). 

Em adição ao aumento do número de casos de TB, também foi observado 

crescente prevalência de doenças pulmonares causadas por MNT em várias 

partes do mundo (PREVOTS et al., 2010). Nos países em desenvolvimento, os 

casos de infecções provocadas por MNT são subestimados, devido à baixa 
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realização da rotina de cultivo das espécies a partir de amostras suspeitas e a 

dificuldade de obtenção do diagnóstico diferencial da TB. No Estado do Rio de 

Janeiro, cerca de 60% dos pacientes identificados com infecção pulmonar por 

MNT foram inicialmente diagnosticados e tratados de forma empírica para TB 

(MELLO et al., 2013). 

A OMS destaca a importância da terapia adequada e de qualidade para a TB 

sensível ao tratamento padrão pré-estabelecido, além de ferramentas de 

diagnóstico ideais, como a melhor forma de prevenção contra o surgimento e 

propagação de cepas resistentes de Mycobacterium. Ademais, a busca por novos 

fármacos mais efetivos e de menor toxicidade têm sido amplamente incentivado.  

 

1.3.  Resposta imune e imunopatologia da tuberculose 

 

M. tuberculosis é transmitido através da liberação de aerossol contendo 

partículas infecciosas, proveniente da tosse de indivíduos acometidos pela 

doença pulmonar ativa e posterior inalação das gotículas de aerossol contendo o 

bacilo por indivíduos saudáveis (ARRANZ-TRULLÉN et al., 2017). O 

desenvolvimento da doença está associado ao tempo de duração e intensidade 

da exposição (ORME, 2011). 

Os indivíduos expostos ao Mtb podem manifestar diferentes características da 

doença, podendo ocorrer um espectro de manifestações clínicas com diferença 

no tipo, extensão da patologia desenvolvida no pulmão e intensidade da 

progressão da doença (LOPEZ et al., 2003).  

Diferentemente da TB, a via de transmissão da MNT, Mkan, não é bem 

definida, contudo pode ser ingerida ou inalada e a transmissão entre humanos é 

incomum (RICKETTS et al., 2014). Após a infecção pulmonar por Mkan, o 

desenvolvimento da doença é lento e pode desencadear sinais clínicos 

semelhantes aos da TB, incluindo febre, dor no peito, tosse, suores noturnos e 

perda de peso, nos estágios mais avançados e severos da doença 

(MATVEYCHUK et al., 2012). 

Após inalação, M. tuberculosis pode ser eliminado pelas células imunes; entrar 

em fase de latência havendo controle do crescimento bacilar pelas células 

inflamatórias recrutadas através da formação do granuloma ou pode ocorrer a 

multiplicação bacilar evoluindo para uma doença ativa, o que está relacionado à 
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virulência da cepa infectante, fatores genéticos do hospedeiro entre outros 

(Figura 3) (SUBBIAN et al., 2011; CHANDRASEKARAN et al., 2017).  

 

 

 
 
Figura 3- Sequência de eventos da infecção por M. tuberculosis e a progressão da doença 
(Adaptado de KUMAR et al., 2011). 

 

A resposta imunológica inata se inicia com os macrófagos alveolares e do 

parênquima pulmonar fagocitando as micobactérias inaladas, o que ocasiona o 

recrutamento adicional de outras células inflamatórias, tais como monócitos, 

células dendríticas, neutrófilos, que se tornam células permissíveis para 

propagação bacilar. Entretanto, Mtb possui mecanismo de evasão à maturação e 

fusão fagolisossomal (BEHAR et al., 2011).  

A ativação celular induz a produção de diversas citocinas (TNF-α, IL-12, IL-1), 

quimiocinas e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (óxido nítrico - NO) 

(THAISS e KAUFMANN, 2010).  

As células dendríticas são responsáveis pela apresentação dos antígenos 

micobacterianos às células T naive do linfonodo torácico e sua ativação celular 

tornando estas células efetoras (KRUTZIK e MODLIN, 2004). 
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As células TCD4+, após ativação, se diferenciam no subconjunto de células T 

helper 1 (Th1), produzindo mediadores químicos responsáveis pela infiltração 

celular inflamatória, organização do granuloma e aumento da resposta 

microbicida dos macrófagos (Figura 4) (JAYACHANDRAN et al., 2007; LYADOVA 

e PANTELEEV et al., 2015).  

 
 
Figura 4- Resumo da resposta imune inata e adaptativa na tuberculose (Adaptado de KAUFMANN 
et al., 2010).  
 

Outros tipos celulares, tais como TCD8+ e células TCD4+ do subtipo Th17 

também atuam na resposta imune a TB (COOPER, 2009). A formação do 

granuloma (Figura 5) é um mecanismo imune para restringir a área de infecção 

bacilar e prevenir a disseminação. A morte necrótica de células infectadas no 

interior do granuloma conduz a formação do centro caseoso e fatores 

circunstanciais determinam se o hospedeiro desenvolverá a doença na sua forma 

ativa ou se permanecerá a forma latente (DORHOI et al., 2011). Embora a 

resposta imune possa controlar a proliferação micobacteriana na maioria dos 

casos, alguns bacilos persistem nas massas necróticas intragranulomatosas 

formadas em decorrência da morte dos neutrófilos e macrófagos (AMARAL et al., 

2015).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cooper%20AM%22%5BAuthor%5D
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Figura 5- Estrutura do granuloma na TB. O recrutamento de macrófagos ativados, outros 
leucócitos e células T e B para o pulmão, conduz a formação do granuloma. Eventualmente, a 
progressão da doença pode ocorrer e possibilitar a liberação do bacilo a partir do centro necrótico 
para espaços aéreos intactos possibilitando a transmissão (Adaptado de KAUFMANN et al., 2010). 

 

Em geral, a produção de mediadores pró-inflamatórios, tais como o TNF- e 

NO, pelos macrófagos infectados é essencial para a proteção contra 

micobactérias. No entanto, durante o curso da doença pulmonar ativa em casos 

clínicos severos da TB, a produção excessiva dos fatores pró-inflamatórios 

desempenham uma função deletéria, contribuindo para o agravamento da 

patologia (GARLANDA et al., 2007). 

Cepas micobacterianas virulentas induzem morte por necrose dos macrófagos 

infectados permitindo a disseminação da bactéria e infecção de novas células 

permissíveis. A necrose amplia as áreas de lesão pulmonar e a destruição de 

brônquios e vasos (GARLANDA et al., 2007; LYADOVA et al., 2010). Além disso, 

o acúmulo de neutrófilos no foco inflamatório decorrente da morte necrótica das 

células infectadas favorece a disseminação bacteriana, uma vez que são células 

permissíveis e de vida curta, além de liberarem uma gama de produtos 

microbicidas e citotóxicos que contribuem para a patologia pulmonar, 

desenvolvimento de áreas de necrose e formação de cavernas conduzindo a 

danos permanentes no pulmão e incapacidade funcional em longo prazo 

(GROMMES e SOEHNLEIN, 2011).  

Neste contexto, têm sido proposto a utilização de um tratamento anti-

inflamatório adjuvante associado à terapia anti-TB padrão para reduzir o quadro 
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inflamatório deletério desenvolvido em indivíduos hiper-reativos (ZUMLA et al., 

2015) .  

 

1.4. Tratamento da tuberculose 
 

  O tratamento da TB foi estabelecido pela OMS e baseia-se na utilização 

dos fármacos rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (Figura 6) por 2 

meses, seguidos por mais 4 meses de tratamento com isoniazida e rifampicina, 

tendo uma taxa de cura de 83% dos pacientes (ALMATAR et al., 2017).  
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Figura 6 - Estrutura química dos fármacos de primeira linha utilizados no tratamento convencional 
da tuberculose. 

 

Nos casos de MDR-TB, resistência a isoniazida e a rifampicina, e XDR-TB 

(resistência adicional a qualquer fluoroquinolona e pelo menos um medicamento 

injetável de segunda linha), a taxa de cura é muito baixa, e exige a utilização de 

fármacos de segunda e terceira linha, tais como: Canamicina, Amicacina, 

Ciprofloxacina e Levofloxacina (Figura 7), que são geralmente injetáveis, mais 

caros e com maiores efeitos adversos (WHO, 2017). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1043661817310514?via%3Dihub#!
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Figura 7 - Estrutura química dos fármacos de segunda e terceira linha utilizados no tratamento da 
tuberculose. 

 

É de suma importância se buscar novos fármacos anti-TB mais potentes 

para evitar o surgimento de novos casos de TB e de cepas resistentes à terapia 

padrão. Deve-se considerar, no entanto, a avaliação da eficácia da substância 

nos diferentes estados fisiológicos e de replicação de M. tuberculosis, substâncias 

mais eficazes que possibilitem a diminuição do período de tratamento 
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favorecendo a conclusão da terapia, redução dos efeitos adversos, do risco de 

resistência e o custo (ORME, 2011).  

Nos últimos 10 anos, diversas organizações de saúde e científicas têm 

incentivado o estudo e desenvolvimento de fármacos promissores para o 

tratamento da TB resistente. Em 2014, a OMS implementou o uso da bedaquilina 

e delamanida (Figura 8) como parte do tratamento para MDR-TB quando as 

demais alternativas não forem eficazes e disponíveis. Atualmente, a pretomanida 

(Figura 8) encontra-se em desenvolvimento clínico de Fase III e outros fármacos 

já utilizados na clínica terapêutica têm sido reavaliados quanto a novas doses de 

utilização e novas combinações de tratamento (WHO, 2017). 

A busca por novas substâncias com propriedades dual, anti-inflamatória e 

antimicobacteriana, constitui uma nova estratégia terapêutica para os casos 

severos da TB pulmonar relacionados a resposta inflamatória deletéria 

(VENTURA et al., 2015b).   
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Figura 8 - Novas substâncias avaliadas pela OMS para o tratamento da MDR-TB. 
 
 
 

1.5. Tratamento adjuvante direcionado a inflamação 
    

A terapia adjuvante consiste na utilização de imunomoduladores, de forma 

complementar ao tratamento anti-TB com antibióticos, com objetivo de atuar na 

redução da resposta inflamatória excessiva, reparação ou prevenção dos danos 

teciduais necróticos e aumento da capacidade do organismo na eliminação ou 

contenção do Mtb hiper-reativos. Diferentes abordagens de terapia adjuvante ao 
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tratamento da TB resistente têm sido incentivados, destacando-se principalmente 

o uso de anti-inflamatórios (HAWN et al., 2013; ZUMLA et al., 2015).  

O tratamento anti-inflamatório adjuvante direcionado a casos severos de TB 

extrapulmonar já tem sido explorado na clínica terapêutica, com a utilização de 

glicocorticoides, tais como: dexametasona e prednisolona, em associação a 

terapia anti-TB padrão nos casos de meningite e pericardite tuberculosa 

(BUONSENSO et al., 2010 e PRASAD e SINGH, 2008). Contudo, a utilização 

desta abordagem necessita de estudos adicionais para os casos de TB pulmonar 

(ZUMLA et al., 2014). 

Além dos glicocorticoides, os anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) têm 

sido avaliados no tratamento adjuvante anti-TB em modelos murinos, uma vez 

que os efeitos adversos dos glicocorticoides limitem severamente seu uso embora 

os AINEs também os apresentem. 

Novas substâncias que possuam a combinação de propriedades 

antimicobacteriana e anti-inflamatória podem proporcionar uma vantagem 

importante no seu uso contra a TB pulmonar severa. 

 

1.6. Produtos naturas como fonte de novos fármacos 
 

Os primeiros relatos sobre o uso de produtos naturais com finalidade 

terapêutica datam aproximadamente 2600 a.C, com a utilização de plantas para o 

tratamento de enfermidades. Nos dias atuais, cerca de 80% da população de 

países em desenvolvimento utiliza de plantas medicinais na atenção primária à 

saúde (SOFOWORA et al., 2013) e os estudos químicos, farmacológicos e 

clínicos dos medicamentos populares são derivados principalmente de plantas, 

formando uma ampla base de medicamentos desta origem (CHAPLA et al., 2012).  

No Brasil, entre os anos de 2013 e 2015, foi registrado um aumento de 161% 

na busca por tratamentos à base de plantas medicinais e medicamentos 

fitoterápicos pelo Sistema Único de Saúde (SUS). A partir do Plano Nacional de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos, o Ministério da Saúde têm investido desde 

2012, mais de R$ 30 milhões em 78 projetos com plantas medicinais e 

fitoterápicos no âmbito do SUS (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017).  

Os produtos naturais desempenham um papel fundamental na busca de novas 

substâncias e no desenvolvimento desta área interdisciplinar, sendo as 
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substâncias de origem natural responsáveis por 34,4% dos medicamentos 

aprovados para tratamento de infecções (NEWMAN e GRAGG, 2016). 

Na última década, a pesquisa científica tem voltado à atenção para outras 

fontes de produtos naturais além das plantas, avançando os estudos para fontes 

até então pouco investigadas, como micro-organismos marinhos e endofíticos, 

representando um grande avanço na área dos antibióticos, imunossupressores e 

medicamentos antineoplásicos (RAJAMANIKYAM et al., 2017).  

Os micro-organismos desempenham um papel importante como fonte de 

moléculas bioativas que podem ser utilizadas na clínica terapêutica, e destes, os 

micro-organismos endofíticos apresentam uma enorme diversidade e adaptação 

especializada tornando-se uma área excitante de estudo na busca de novos 

medicamentos e substâncias (PADHI et al., 2013).  

 
 
1.7.  Fungos endofíticos 

 

 Os fungos endofíticos são micro-organismos em forma de micélio, que 

residem nos tecidos vegetais de plantas, com associação simbiótica, sob as 

camadas de células da epiderme sem causar sintomas ou danos aparentes para 

o hospedeiro. Esta definição inclui praticamente todo o espectro de interações 

simbióticas que ocorrem entre os fungos e as plantas: comensalismo, mutualismo 

e raramente parasitismo (DHANYA e PADMAVATHY, 2014). 

As populações de fungos endofíticos são amplamente afetadas pelas 

condições climáticas e capazes de aumentar a capacidade da planta de tolerar 

vários tipos de estresses abióticos e bióticos e a resistência do vegetal a insetos e 

pragas. Eles produzem fitohormônios e outras substâncias bioativas úteis para 

plantas, favorecendo seu desenvolvimento, sobrevivência e sustentabilidade 

(WANG  et al., 2012; DHANYA e PADMAVATHY,  2014 e NISA et al., 2015). 

A população de fungos endofíticos em uma espécie de planta é altamente 

diversa e depende de características como: espécie hospedeira, estágio de 

desenvolvimento do hospedeiro e condição ambiental. O fungo endofítico 

permanece todo ou parte de seu ciclo de vida colonizando tecidos vegetais 

saudáveis de forma inter e/ou intracelular. Estes micro-organismos têm sido 

isolados a partir de muitos tipos de plantas; árvores, ervas, algas e plantas 

herbáceas (NISA et al., 2015; GOUDA et al., 2016). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5041141/#B47
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Supõe-se que em cada planta coexista uma comunidade de dezenas de 

espécies de organismos endofíticos, muitos dos quais ainda são táxons não 

identificados podendo ultrapassar mais de 300.000 espécies de plantas já 

conhecidas (WANG et al., 2012). Diversos autores divergem quanto à quantidade 

de espécies de fungos presentes no planeta Terra. Blackwell (2010) reportou que 

estimativas recentes sugerem que existam mais de 5,1 milhões de representantes 

de fungos. Isto demonstra o potencial químico e biológico envolvendo o estudo de 

metabólitos secundários produzidos por fungos. 

 Substâncias naturais provenientes de fungos endofíticos ainda é um 

recurso da nossa biodiversidade muito pouco estudado, embora sejam uma fonte 

rica e confiável de compostos naturais apresentando uma diversidade de 

atividades biológicas (NICOLETTI et al., 2013).  

A investigação química de membros do gênero dos fungos endofíticos 

resultou na descoberta de vários metabólitos secundários bioativos incluindo: 

alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenos, policetonas e fenóis, assim como 

algumas substâncias cloradas com diversas características estruturais. Até 2003, 

cerca de 4.000 metabólitos secundários bioativos obtidos a partir de fungos já 

haviam sido descritos. A maioria destes metabólitos (Figura 9) é produzida por 

fungos chamados "criativos", que incluem espécies dos gêneros Acremonium, 

Aspergillus, Fusarium e Penicillium (WANG et al., 2012 e PADHI et al., 2013). 
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Figura 9 – Estrutura química de substâncias bioativas produzidas por fungos endofíticos (CHAPLA et al., 

2012). 

 

Estudos recentes mostraram que produtos naturais produzidos por 

diferentes fungos endofíticos possuem potencial antioxidante (PADHI et al., 2013), 

atividade antibacteriana, antitumoral (BASHYAL et al., 2005), antifúngica, antiviral 

(WANG et al., 2002), antiparasitária, neuroprotetiva, antidiabética, 

anticolinesterásica e citotóxica (CHAPLA et al., 2012). 

A ampla possibilidade neste campo de pesquisa pode ser observada no 

fato de que extratos brutos a partir de diferentes caldos de cultura mostraram 

atividade antimicrobiana contra fungos patogênicos, leveduras e bactérias 

(GUIMARÃES et al., 2008). 
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O potencial anti-inflamatório ou antimicobacteriano de produtos naturais de 

fungos endofíticos possui poucas descrições na literatura. Foi mostrado que 

extratos metanólicos dos fungos endofíticos Aspergillus fumigatus e Fusarium sp. 

apresentaram atividade antioxidante, anti-inflamatória ao inibir a produção de 15-

LOX e COX-2; além de inibirem o crescimento bacteriano de K. pneumoniae, S. 

aureus, B. subtillis e S. flexneri (RUMA et al., 2013).   

O extrato metanólico obtido a partir de meio de arroz do fungo endofítico 

Nigrospora sphaerica e o extrato em acetato de etila obtido a partir do 

sobrenadante do meio PDB (Potato Dextrose Broth) deste mesmo fungo exibiram 

atividade antibacteriana frente a diversas bactérias gram-positivas e gram-

negativas, com potencial destacado frente cultura de Staphylococcus aureus 

(SANTOS et al., 2015).  

O extrato etanólico do sobrenadante da cultura de Fusarium sp. e o ácido 

fusárico isolado do mesmo demonstrou atividade antimicobacteriana para a cepa 

atenuada M. bovis BCG e para a cepa de baixa virulência M. tuberculosis H37Rv 

(PAN et al., 2011).  

Nosso grupo de pesquisa tem estudado diversos produtos bioativos sobre 

o enfoque da atividade dual para o tratamento adjuvante da TB pulmonar severa. 

Foi demonstrado efeito dual para a classe das chalconas sintéticas em testes in 

vitro e no modelo murino de TB pulmonar severa (VENTURA, 2015a) e para o 

extrato hidroalcóolico de Passiflora mucronata e suas frações hexânica e 

diclorometânica (HEGGDORNE-ARAÚJO et al., 2017). Entretanto, substâncias 

naturais provenientes de fungos endofíticos apresentando atividade dual não têm 

sido identificadas. 

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba localizado na região Norte 

do Estado do Rio de Janeiro (Brasil), envolve as planícies fluviais e marinhas do 

litoral dos municípios de Macaé, Quissamã e Carapebus (FUNDAÇÃO DOM 

CINTRA, 2005). Possui uma vegetação característica por combinar fatores 

químicos e físicos, como elevada temperatura, salinidade, deposição de salsugem 

e exposição solar (COGLIATTI-CARVALHO et al., 2001). Todas estas 

características favorecem a produção de metabólitos secundários, portanto, o 

direcionamento dos estudos sobre esta perspectiva são de grande interesse, 

focando no isolamento e no estudo farmacológico de substâncias provenientes de 

espécies vegetais desta região.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=dos%20Santos%20IP%5Bauth%5D
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2. JUSTIFICATIVA  
 

O aumento no número de casos de TB está intimamente associado a 

crescente prevalência de cepas Mtb multi e extensivamente resistentes aos 

fármacos utilizados na terapia anti-TB padrão representando uma ameaça à 

capacidade de controle da TB. Casos clínicos severos de TB, pulmonar, comum 

em indivíduos com MDR-TB, estão frequentemente associados a uma resposta 

inflamatória deletéria e alta taxa de transmissibilidade do bacilo.  

Neste contexto, a utilização de uma abordagem terapêutica adjuvante 

direcionada a redução da resposta inflamatória do paciente e dos danos teciduais 

associados, em combinação com fármacos anti-micobacterianos, pode melhorar 

os resultados do tratamento e preservar a função pulmonar.  

Existe uma necessidade urgente de obtenção de novas substâncias mais 

eficazes e menos tóxicas contra cepas Mtb resistentes.  Em adição, a abordagem 

estratégica de terapia adjuvante para os casos severos de TB estimula a busca 

por novos fármacos com atividade dual, anti-inflamatória e antimicobacteriana, 

onde várias substâncias naturais de diferentes origens têm sido investigadas e 

representam uma ferramenta potencial.  

Os fungos endofíticos apresentam uma área importante de estudo e 

inúmeros trabalhos demonstraram que substâncias obtidas de fungos endofíticos 

possuem potencial farmacológico incluindo efeito anti-inflamatório e 

antimicobacteriano. 

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba possui vasta bioflora 

contendo diversas espécies que são descritas por suas propriedades 

farmacológicas, contudo, espécies de fungos endofíticos provenientes destas 

ainda não foram estudadas quanto ao potencial dual, antimicobacteriano e anti-

inflamatório, incentivando estudos acerca deste âmbito.  
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3. OBJETIVOS 
 

3.1. Objetivo geral 
 

Estudar o potencial dos extratos, frações e substância isolada oriundos de 

fungos endofíticos obtidos das espécies vegetais: Stachytarpheta schottiana, 

Ocotea notata, Anemia tomentosa e Tocoyena bullata, quanto à capacidade 

antimicobacteriana e anti-inflamatória visando aplicação terapêutica para 

tratamento da TB pulmonar severa.  

 

3.2. Objetivos específicos 
 

 Avaliar os extratos, frações e substância isolada dos fungos endofíticos 

quanto à inibição da produção de NO, TNF-α, IL-1β e PGE2 em cultura de 

macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS; 

 Avaliar a citotoxidade celular das amostras através da análise da atividade 

mitocondrial da cultura de macrófagos RAW 264.7 tratada utilizando o método de 

MTT Realizar o screening dos extratos, frações e substância isolada dos fungos 

endofíticos quanto à capacidade de inibir o crescimento da cultura bacteriana de 

M. bovis BCG, M. tuberculosis (H37Rv e M299);Investigar o potencial antioxidante 

das amostras mais ativas através do sequestro do radical NO 

 Verificar o efeito das amostras mais ativas na expressão enzimática da iNOS 

e COX-2; 

 Avaliar a capacidade das amostras mais ativas em inibir o crescimento de 

cepas M. kansasii em cultura bacteriana; 

 Verificar o potencial das amostras em inibir o crescimento micobacteriano em 

cultura de macrófagos infectados; 

 Avaliar os efeitos terapêuticos da substância isolada lasiodiplodina em modelo 

murino de TB pulmonar severa induzida em camundongos C57Bl/6 por cepa 

hipervirulenta.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1. Obtenção dos extratos, frações e substâncias isoladas de fungos 

endofíticos  

   

As amostras de fungos endofíticos foram obtidas através de uma parceria 

entre o Laboratório de Biologia do Reconhecer- LBR/UENF e o Laboratório de 

Produtos Bioativos (LaProdBio)/ UFRJ Campus Macaé, em colaboração com a 

Profª Drª Denise Guimarães e o Prof° Dr° Willian Jonis Andrioli. 

A coleta das espécies vegetais, o isolamento e cultivo dos fungos 

endofíticos para obtenção dos extratos, frações e substância isolada foram 

realizados pelos colaboradoes da UFRJ Campus Macaé e descritas brevemente 

abaixo.  

O material vegetal das espécies Stachytarpheta schottiana (Verbenaceae), 

Ocotea notata (Lauraceae), Anemia tomentosa (Anemiaceae), Tocoyena bullata 

(Rubiaceae), foi lavado em água corrente e esterilizado superficialmente em 

banhos de imersão em álcool etílico, solução de hipoclorito de sódio e em água 

destilada estéril de acordo com tempos e concentrações pré-estabelecidas para 

preservação da espécie endofítica. Em seguida, pequenos fragmentos do material 

vegetal foram inoculados em placas de Petri contendo meio batata dextrose ágar 

(BDA) indicado para crescimento fúngico. Vinte quatro horas após a inoculação 

do material vegetal iniciou-se o isolamento dos fungos (GUIMARÃES, 2006). 

A coleta e purificação das diferentes linhagens de fungos foram feitas pelo 

repique em tubos de ensaio slant, contendo meio BDA e o estoque das linhagens 

para preservação foi realizado em água estéril (CASTELLANI, 1939) e óleo 

mineral. 

Para o cultivo de cada fungo, a fim de isolar possíveis substâncias 

bioativas, estes foram crescidos em placas de Petri contendo meio BDA. Após 

este período, o micélio crescido foi transferido para meio sólido de arroz ou líquido 

PDB para fermentação. Posteriormente foram realizados procedimentos de 

extração com solventes orgânicos para obtenção dos extratos brutos.  

Posteriormente, o extrato bruto proveniente do meio de cultivo de arroz do 

fungo Sordarium sp, isolado de T. bullata, foi fracionado em diferentes solventes 

http://www.teses.usp.br/index.php?option=com_jumi&fileid=17&Itemid=160&id=17A57B22A7A1&lang=pt-br
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orgânicos (hexano, acetato de etila, butanol e etanol) e também a fração aquosa. 

A partir da fração em acetato de etila de TB1 foi isolado a lasiodiplodina (Figura 

 10).  

 

 

O

OOH

OH

 

Figura 10- Estrutura química da lasiodiplodina.  
 

As frações em acetato de etila e hexânica dos fungos endofíticos obtidos 

das espécies vegetais A. tomentosa, O. notata e S. schottiana foram submetidas 

aos ensaios antimicobacterianos, bem como a substância lasiodiplodina. A lista 

das amostras avaliadas está apresentada na Tabela 1.  

As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO) na 

concentração de 20 mg/mL e esterilizados por filtração em membrana de nylon 

0,22 µm (Millipore). Após serem filtradas, as amostras foram aliquotadas e 

conservadas em freezer -20ºC.  
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Tabela 1- Identificação das amostras de fungos endofíticos avaliados. 

XX – Microorganismo fúngico não identificado. 

 

PLANTA AMOSTRAS SIGLA 
LOCAL DE 

ISOLAMENTO 
IDENTIFICAÇÃO 

FÚNGICA 

Anemia 
tomentosa 

A (Fr. em acetato de etila) 
 
H (Fr. Hexânica) 

 
 

AT1 A 
Folha XX 

AT1 H 

AT2 A 
Folha XX 

AT2 H 

AT3 A 
Folha XX 

AT3 H 

AT4 A 
Folha XX 

AT4 H 

AT5 A 
Esporo XX 

AT5 H 

AT6 A 
Esporo Fusarium oxysporum 

AT6 H 

AT7 A 
Esporo XX 

AT7 H 

AT8 A 
Raiz XX 

AT8 H 

AT9 A 
Raiz XX 

AT9 H 

Ocotea notata 

A (Fr. em acetato de etila) 
 
H (Fr. Hexânica) 

 
 

ON1 A 
Caule XX 

ON1 H 

ON2 A 
Caule XX 

ON2 H 

ON3 A 
Caule Penicillum clarisporta 

ON3 H 

ON4 A 
Folha Annulohypoxylon stygium 

ON4 H 

ON5 A 
Folha XX 

ON5 H 

ON6 A 
Folha Penicillum citrinum 

ON6 H 

ON7 A 
Folha XX 

ON7 H 

Stachytarpheta 
schottiana 

A (Fr. em acetato de etila) 
 
H (Fr. Hexânica) 

 
 

SS1 A 
Caule XX 

SS1 H 

SS2 A 
Folha XX 

SS2 H 

SS3 A 
Folha Aspergillus sclerotiorum 

SS3 H 

SS4 A 
Folha XX 

SS4 H 

SS5 A 
Raiz XX 

SS5 H 

SS6 A 
Raiz XX 

SS6 H 

Tocoyena 
bullata 

Extrato Bruto Tb1 

Folha Sordaria spp 

Acetato de etila Arroz Tb1 A 

Acetato de etila PDB Tb1 Ap 

 Etanólica Tb1 E 

 Butanólica Tb1 B 

 Aquosa Tb1 Aq 

Substância isolada Lasio 
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4.2. Cultivo celular e tratamento com amostras de fungos endofíticos  

 

As linhagens murinas de macrófagos RAW 264.7 e fibroblastos L929 foram 

obtidos da ATCC (VA, USA) e cultivados em meio de cultura DMEM-F12 

suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) (Gibco/ Invitrogen, NY, USA), 

sendo mantidos a 37°C e 5% de CO2. Quando em experimentação, os 

macrófagos RAW 264.7 (5x105 células/mL) foram plaqueados com meio DMEM-

F12 suplementado com 2% SFB, na presença ou ausência das amostras dos 

fungos endofíticos (4, 20, 100 e 500 µg/mL) e/ou LPS (1 µg/mL, Escherichia  coli  

055:B5; Sigma-Aldrich, USA) . A placa foi mantida em estufa e após 24 h, o 

sobrenadante da cultura foi coletado para avaliação dos parâmetros inflamatórios. 

Os fibroblastos murinos L929 foram plaqueados (2,5x105 células/mL) com DMEM-

F12 suplementado com 10% SFB, 24 h antes da coleta de sobrenadante 

proveniente da cultura de macrófagos tratada. Quando em experimentação, o 

sobrenadante da cultura das células L929 foi retirado e 50 µL/poço de DMEM-F12 

suplementado com 10% SFB e actinomicina D (2 µg/mL) foram adicionados. 

Posteriormente, 50 µL/poço do sobrenadante coletado da placa de RAW 264.7 

estimulada com LPS e tratada por 24h foram transferidas para a mesma.  

 

4.2.1. Quantificação da produção de NO 

 

A produção de NO pelos macrófagos foi estimada indiretamente, medindo-

se a concentração de nitrito. Cinquenta microlitros de cada sobrenadante (obtido 

conforme item 4.2) foram acrescentados a 50 µL de reagente de Griess (p-

aminobenzenosulfonamida 1% + diidrocloreto de naftilenodiamino 0,1% em 5% de 

ácido fosfórico, Sigma Aldrich). Após 10 min, a absorbância foi mensurada a 570 

nm em espectrofotômetro de placa (Dinatech MR5000). A concentração de nitrito 

no sobrenadante foi determinada em µM utilizando como referência uma curva de 

nitrito de sódio decrescida do valor obtido com os aditivos sem células (GRIESS, 

1939). O fármaco padrão, L-NMMA (Acetato de NG- metil-L-arginina) (Figura 11) 

conhecido pela inibição da iNOS, foi utilizado, na concentração de 20 µg/mL 

(40,86 ± 1,06%, IC50 78,3 ± 6,5 µg/mL) para comparação da atividade inibitória 

com as apresentadas pelos extratos dos fungos endofíticos em estudo. Em 

concentrações maiores, o fármaco apresentou citotoxidade elevada e em 
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concentrações menores não foi capaz de manter sua atividade inibitória 

(VENTURA, 2015b). As quantidades obtidas em µM de NO no sobrenadante de 

cada amostra foram comparadas ao controle negativo de produção de NO, cultura 

de macrófagos sem estímulo e tratamento, e ao controle positivo de produção de 

NO, macrófagos estimulados com LPS e não tratados e.   

 

NH NH

NH

NH2

O

OH

 

Figura 11- Estrutura química do inibidor padrão de iNOS, L-NMMA (VALLANCE e LEIPER, 2002). 

 

4.2.2. Avaliação da toxidade celular em cultura de macrófagos  

 

O teste de citotoxidade celular das amostras de fungos endofíticos foi 

efetuado através da avaliação do potencial mitocondrial em metabolizar o 3-

(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazol (MTT) a um cristal de formazan.  

Após 24 h a cultura celular ser tratada conforme o item 4.2, foi acrescido 10 

µL/poço da solução de MTT (5 mg/mL, Sigma Aldrich) e incubado por 2 h a 37ºC 

e 5% CO2. Posteriormente, o sobrenadante da placa foi removido e os cristais de 

formazan obtidos foram solubilizados em isopropanol adicionado de ácido 

clorídrico (HCl) (4mM) (MOSMANN, 1983). A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro de placa a 570 nm (Dinatech MR5000). O percentual de 

viabilidade obtido através do método do MTT foi convertido à percentual de 

citotoxidade utilizando como referência os valores obtidos nos controles utilizados, 

segundo a fórmula: 100- ((D.O.amostra – D.O. C+) *100/ D.O. C- - D.O. C+). Como 

controle positivo de mortalidade foi utilizado a cultura de macrófagos estimulados 

e não-tratados acrescida de 10 µL de Triton X-100 a 0,1% e como controle 

negativo, acultura de macrófagos estimulados e não-tratados. Ressalta-se que o 

controle do solvente DMSO (Sigma Aldrich) usado na dilução das substâncias 

também foi empregado neste ensaio.  
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4.2.3. Bioensaio indireto para quantificação da produção de TNF-α 

 

O bioensaio indireto permite avaliar a presença de TNF-α no sobrenadante 

da cultura de macrófagos RAW 264.7, uma vez que os fibroblastos murinos L929 

são sensíveis à presença de TNF-α. Assim, a concentração de TNF-α no 

sobrenadante da cultura está associada ao índice de morte celular. A cultura de 

fibroblastos L929 foi tratada com solução de tripsina 0,025%+ EDTA 0,2% (Vetec, 

Brasil) para remoção das células aderentes do frasco de cultivo celular. Após a 

remoção, o a solução de tripsina adicionado das células foi acrescido de igual 

volume de meio DMEM-F12 suplementado para interromper a ação da tripsina. 

Posteriormente, foi realizada uma centrifugação (1200 rpm, 4ºC por 5 min) e o 

pellet celular foi ressuspendido em em meio de cultura  para plaqueamento na 

concentração de 2,5x105 células/mL. Após 24 h em estufa de cultivo celular, os 

procedimentos seguiram o descrito no item 4.2 e então incubado por 24 h. A 

viabilidade celular foi determinada pelo método de MTT (descrito no item 4.2.2). A 

leitura foi realizada em espectrofotômetro de placa a 570 nm (MOSMANN, 1983; 

SHIAU et al., 2001). A concentração de TNF-α no sobrenadante foi mensurada 

em pg/mL usando como referência uma curva padrão de TNF-α murino 

recombinante. As quantidades obtidas em pg/mL de TNF-α no sobrenadante de 

cada amostra foram comparadas ao controle negativo de produção de TNF-α, 

cultura de macrófagos sem estímulo e não tratada, e ao controle positivo de 

produção de TNF-α, macrófagos estimulados e não tratados. 

 

4.2.4. Quantificação da produção de PGE2 e IL-1β  

 

A produção da citocina IL-1β e do mediador inflamatório lipídico PGE2 no 

sobrenadante da cultura de macrófagos tratada (conforme descrito no item 4.2) foi 

quantificado separadamente utilizando kits comerciais de ELISA (ensaio de 

imunoadsorção ligado à enzima) tipo sanduíche (IL-1β (BD Biosciences, CA, 

USA) e PGE2 (R&D Systems, MN, USA)) e a execução experimental ocorreu 

segundo o protocolo do fabricante.  

No ensaio de quantificação da produção de PGE2 foi utilizado também 

como controle positivo, o fármaco indometacina (Sigma Aldrich), AINE inibidor da 

produção de prostaglandinas (Figura 12), nas concentrações de 0,2 µg/mL, 0,04 



 

43 

 

Sanderson Dias Calixto 

 

µg/mL, 0,004 µg/mL e 0,0004 µg/mL padronizadas de acordo com Chang et al., 

2006. As amostras mais ativas foram avaliadas nas concentrações de 4, 20 e 100 

µg/mL.   

Como controle positivo da produção de ambos mediadores foi utilizado o 

sobrenadante da cultura de macrófagos estimulada e não tratada e como controle 

negativo, o sobrenadante da cultura celular não estimulada e não tratada. 

 

N

HOOCH2C

O

Cl

O

CH3  

 
Figura 12. Estrutura química da indometacina, AINE inibidor da produção de prostaglandinas. (RAO et al., 

2008). 

 

4.2.5. Avaliação da atividade antioxidante  
 

Para avaliação da atividade antioxidante foi utilizado o doador de NO, o 

nitroprussiato de sódio (SNP) diluído em PBS estéril a 100 mM. O método foi 

previamente padronizado quanto à concentração de SNP a ser utilizada e o 

tempo de incubação para maior proximidade com o ensaio celular em termos de 

quantidade em micromolar de NO (CALIXTO, 2016). A solução de SNP (5 µL) foi 

adicionada a 45 µL do meio de cultura DMEM-F12 acrescido das amostras ou do 

flavonoide rutina (Figura 13), conhecido por sua capacidade sequestradora de 

NO, nas concentrações de 4, 20 e 100 µg/mL. A placa foi incubada a temperatura 

ambiente por 1,5 h na presença de luz.  Após este período, o teste colorimétrico 

de Griess foi efetuado (como descrito no item 4.2.1) (ZHAI et al., 2009). As 

quantidades obtidas em µM de NO no sobrenadante de cada amostra foram 

comparadas ao controle negativo, somente meio de cultura, e ao controle positivo, 

meio de cultura acrescido de SNP. 
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Figura 13 - Estrutura química do nitroprussiato de sódio e do flavonoide rutina (COUTINHO et al., 
2009; ZHAI et al., 2009). 

 

4.2.6. Avaliação da expressão enzimática da iNOS e COX-2  
 

Macrófagos RAW 264.7 foram plaqueados na concentração de 2x107 

células/mL em placas de Petri e incubados por 24 h a 37ºC e 5% de CO2. Após 

este período, os macrófagos confluentes foram estimulados com LPS (1 µg/mL) e 

tratados a 100 e 20 µg/mL das amostras mais ativas (devido a não interferência 

da citotoxidade e a presença do potencial de inibição da produção dos 

mediadores inflamatórios NO e PGE2) por mais 24 h a 37ºC e 5% de CO2.  

Para confirmação da presença do estimulo celular após 24 h, o 

sobrenadante da cultura foi coletado para avaliação pelo método de Griess. Cada 

placa de petri foi então lavada com PBS 1X e a monocamada celular foi removida 

com auxílio do cell scraper, sendo transferida para microtubos e centrifugada 

(1200 rpm, 5’) para obtenção do pellet celular. Estes foram lisados com tampão 

de lise (10% SDS, 20% glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 2% azul de bromofenol e 1 

M Tris HCl, pH 6.8, contendo inibidor de proteases – Sigma Aldrich) e a 

concentração de proteínas estimada pelo método de Bradford.  

Sessenta microgramas do lisado celular foram submetidos ao gel de 10% 

SDS-poliacrilamida no sistema MiniVE Vertical Eletrophoresis System (GE- 

Healthcare). Após a eletroforese, as proteínas devidamente separadas no gel 

foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando tampão fosfato 

(Amersham Hybond- ECL, GE-Healthcare). Posteriormente, a membrana foi 

bloqueada com 2,5% de albumina sérica bovina (BSA) dissolvida em TBS 

acrescido de Tween 0,05% (PBST), overnight a 4ºC. Em seguida, a membrana foi 

lavada 3X com PBST 0,05% e incubadas com anticorpo primário anti-iNOS 

monoclonal (BD Transduction Laboratories), 1:1000, ou com anticorpo monoclonal 
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anti-COX-2 (BD Transduction Laboratories), 1:500, ambos diluídos em TBST 

0,05% acrescido de 1% de leite desnatado, por 1h, a temperatura ambiente.  

Em seguida, a membrana foi lavada 3X com PBST 0,05% e incubadas com 

anticorpo secundário anti-mouse IgG-peroxidase respectivamente (1:5000) (Santa 

Cruz Biotechnology) em TBS por 1 h, a temperatura ambiente. A membrana foi 

então lavada extensivamente com TBST 0,05% e revelada com solução de 0,5 

mg de 3,3'-diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich) em 50 mM de Tris HCl, pH 7,5 

e 0,03% de peróxido de hidrogênio.  

O peso molecular das bandas foi comparado ao peso molecular padrão 

(Full Range Rainbow - GE-Healthcare). As bandas protéicas reveladas foram 

digitalizadas utilizando scanner de alta resolução e a análise densitométrica foi 

realizada através do software ImageJ (NIH, Bethesda, MD). O valor para a 

condição estimulada (células estimuladas com LPS) foi inferido como 1 e as 

outras condições foram calculadas em correlação com este parâmetro. 

 

4.3.  Cultivo micobacteriano  

 

A cepa de BCG (vacina onco-BCG, linhagem Moreau, Copenhagem 

SEED# julho de 1978) foi cedida pelo Instituto Butantan/SP enquanto a cepa 

laboratorial de referência M. tuberculosis H37Rv  foi obtida da ATCC (27294). A 

cepa Beijing, M. tuberculosis M299, proveniente de um isolado clínico de 

pacientes com TB em Moçambique foi cedida pelo Dr. Philip Suffys (Instituto 

Oswaldo Cruz/RJ). As cepas foram cultivadas em meio Middlebrook 7H9 (DIFCO, 

Detroit, MI), acrescido de 0,05% Tween 80 suplementado com 10% de ADC 

(albumina, dextrose, catalase- Difco Laboratories) durante 7 dias até a fase mid-

log, em estufa bacteriológica à 37ºC e 5% de CO2.  

A cepa padrão de Mkan ATCC 12478 e os isolados clínicos de pacientes 

(4404 e 8835) foram genotipadas e cedidas pelo Dr. Philip Suffys. As culturas 

micobacterianas foram crescidas em meio de cultura Middlebrook 7H9 acrescido 

de 0,05% glicerol e de 10% de ADC.  

O monitoramento do crescimento micobacteriano foi efetuado através da 

medida de densidade óptica (D.O 600nm), por espectrofotometria (Biochrom, 

modelo Libra S6). As alíquotas de 1 mL (107 a 108 bactérias) foram retiradas para 

estoque e acondicionadas à -70ºC.  
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4.3.1. Ajuste da concentração micobacteriana  

 

Antes da execução dos experimentos, as culturas de Mtb em suspensão 

por 7 dias e de Mkan em suspensão por 4 dias foram agitadas no vórtex 

(BIOMATIC) e sonicadas em banho de ultrassom (Ultrasonic Maxi cleaner 800–

UNIQUE) por 1 min para dispersão dos grumos. O ajuste da concentração 

bacteriana utilizada nos experimentos foi realizado através da leitura prévia de 1 

mL da suspensão das culturas (7H9) em espectrofotômetro (Hitachi – modelo U-

1100) a 600nm, subtraído da D.O do meio de cultura 7H9 somente suplementado.  

Posteriormente, a diluição das culturas obedeceu ao critério de relação da 

densidade óptica versus número de bacilos (D.O 0,100 -2x107 bacilos/mL) para as 

cepas M. tuberculosis H37Rv e M299, (D.O 0,100 - 108 bacilos/mL) para M. bovis 

BCG, (D.O 0,200 - 5x107, 4x107 e 2x107 bacilos/mL) para M. Kansasii 

12478/ATCC, 8835  e 4404, respectivamente.  

 

4.3.2. Avaliação da atividade antimicobacteriana  

 

Durante a fase logarítmica de crescimento das cepas de Mycobacterium, 

50 µL da suspensão de cada cepa foram plaqueados em placa de 96 poços 

(1x107 CFU/mL) e acrescido das amostras de fungos endofíticos (50 µL) em 

concentração 2X maior do que a concentração final desejada (0,001; 0,01; 1; 2 e 

10 µg/mL para M. bovis BCG e 4, 20 e 100 µg/mL para ambas as cepas de Mtb e 

Mkan). A placa foi então incubada a 37°C por 7 dias para M. bovis BCG,  5 dias 

para Mtb e Mkan.  Após este período, foram adicionados 10 L/poço de solução 

de MTT e 3 h depois, 100 µL de tampão de lise (20% p/v de SDS, 50% v/v de 

DMF, Sigma Aldrich). A leitura foi realizada em espectrofotômetro de placa a 570 

nm (CAVIEDES et al., 2002). Como controle positivo de crescimento foi utilizado 

meio de cultura 7H9 suplementado acrescido de bactérias e não tratado e como 

controle negativo, somente meio de cultura suplementado.  

A atividade das amostras de fungos endofíticos foi comparada a 

rifampicina, fármaco padrão para tratamento da TB. A rifampicina foi utilizada na 

concentração de 0,0011 a 0,03 μg/mL para M. bovis BCG e nas concentrações de 

0,0032 - 1 μg/mL para a cepa H37Rv e 0,008, - 10 μg/mL para a cepa M299. Para 

os testes realizados com Mkan foi acrescentado como controle o fármaco 



 

47 

 

Sanderson Dias Calixto 

 

isoniazida (0,0032 - 2 μg/mL) além da rifampicina, tendo em vista que Mkan 

acomete principalmente indivíduos imunocomprometidos, como pacientes com 

AIDS, e nestes o regime terapêutico tradicional envolvendo rifampicina acelera o 

metabolismo hepático dos inibidores da protease do HIV, tornando-os ineficazes 

(GRAYBILL, 2001).  

Toda manipulação e cultivo das micobactérias obedeceram às normas de 

biossegurança de nível III. 

 

4.3.3. Infecção de cultura de macrófagos e quantificação do crescimento 

micobacteriano intracelular  

 

Macrófagos RAW 264.7 foram plaqueados (5x105 células/mL) em placas de 

96 poços com meio DMEM-F12 sem antibiótico e suplementado com 10% SFB 

por 24 h. Antes da infecção, as suspensões micobacterianas de Mbv BCG, Mtb 

H37Rv e M299 foram agitadas em vórtex e sonicadas conforme item 4.3.1. A 

densidade óptica foi ajustada para 0,1. A cultura de macrófagos foi infectada na 

razão MOI (Multiplicidade da infecção) 1:1 (macrófago/bactéria). A fagocitose foi 

permitida por 3 h, e logo após, as micobactérias extracelulares foram removidas 

por lavagem com PBS 1X estéril. Posteriormente, a monocamada celular 

infectada foi tratada por 4 dias com o extrato TB1, a fração em acetato de etila 

TB1A e a substância isolada lasiodiplodina nas concentrações de 4, 20 100 

µg/mL. No quarto dia após infecção, as células foram lisadas com saponina 1% 

(Sigma Aldrich) para liberar as bactérias intracelulares. As alíquotas do lisado 

celular foram diluídas em série de 10 vezes em PBS 1X estéril e plaqueadas em 

triplicata em placas de ágar 7H10 suplementadas. Após 21 dias de incubação a 

37ºC foi realizada a contagem das unidades formadoras de colônias (CFU).   

 

4.4 Infecção experimental dos camundongos e tratamento com a 

lasiodiplodina 

 

Camundongos da linhagem C57Bl/6, livres de germes, machos, com idade 

entre 6 e 8 semanas, foram fornecidos pelo biotério central do Centro de 

Biociências e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro (UENF). Os animais foram infectados e mantidos em micro-
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isoladores, distribuídos organizadamente em estantes ventiladas no biotério de 

Biossegurança nível III do Laboratório de Biologia do Reconhecer (CBB/ UENF) 

sob responsabilidade da Profª. Drª. Elena Lassounskaia. O modelo de infecção 

dos camundongos foi aprovado pela Comissão Interna de Biossegurança da 

UENF (C-CIBio-18/03, 2017) e pela Comissão de Ética em Uso Animal, CEUA, da 

UENF (protocolo nº 350-2017). Antes do procedimento de infecção experimental 

foi efetuada a preparação do inóculo. A cepa Beijing M299 foi previamente 

cultivada e a densidade óptica mensurada de acordo com o item 4.3.1 Esta cepa 

foi escolhida para infecção por desenvolver no animal infectado severa patologia 

pulmonar, com alta carga bacteriana e extensivo dano tecidual (AMARAL et al., 

2014). A dose de infecção de 100 bacilos (baixa dose) num volume de 60 µL foi 

realizada para cada animal e confirmada por contagem de CFU em placas de 

ágar 7H10 plaqueadas com o mesmo volume de inóculo instilado na traqueia do 

animal. No procedimento de infecção experimental, os animais foram inicialmente 

anestesiados por via intraperitoneal (i.p.), pela aplicação de uma alíquota de 90-

120 µL da mistura de Anazedan (xilazina, 15 mg/kg, Vetbrands) e Dopalen 

(ketamina, 110 mg/kg, Vetbrands) diluídos em PBS estéril. Para certificação da 

eficácia da analgesia nos animais, estes foram submetidos a testes de padrão de 

reflexo de acordo com as normas de bioética de experimentação animal. 

O procedimento cirúrgico foi iniciado com uma incisão transversal de 0,5 

cm na pele da região do pescoço do animal para exposição da traqueia, onde foi 

injetado o volume de 60 µL (~102 bacilos) entre os anéis cartilaginosos mais 

proeminentes, com auxílio de uma seringa hipodérmica 0,3 mL (Terumo, SP, 

Brasil). Os animais controle receberam 60 µL de PBS 1X estéril. Logo após a 

infecção intratraqueal (i.t.), a incisão foi suturada. Os animais infectados foram 

separados em dois grupos com quatro animais cada e supervisionados 

diariamente quanto aos sinais vitais e eutanasiados (inalação de CO2), se 

requerido, seguindo o protocolo de bioética animal, quando observado perda de 

peso, ausência de mobilidade e dificuldade de respiração a fim de minimizar o 

sofrimento.  
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4.4.1. Tratamentos e grupos experimentais  

 

Priorizando o estabelecimento da infecção pelo bacilo e desenvolvimento 

da resposta imune, o tratamento dos animais foi iniciado após 15 dias do 

procedimento de infecção, por via intraperitoneal (20 µL/animal), alternando o lado 

de aplicação no abdômen, diariamente durante 15 dias de tratamento. Os animais 

infectados foram distribuídos aleatoriamente em 2 grupos de 2 animais cada. Um 

grupo experimental de animal não infectado foi inserido (3 animais), de acordo 

com o protocolo a que foram submetidos: 

Grupo 1- Animais não infectados.  

Grupo 2- Animais somente infectados por Mtb e não tratados.  

Grupo 3- Animais infectados por Mtb que receberam aplicação 

intraperitoneal diária de lasiodiplodina (20 mg/Kg).  

Após o período de tratamento de 15 dias (30 dias de infecção) os animais 

foram sacrificados por exposição em câmara de CO2 e os seguintes parâmetros 

averiguados: carga bacilar (CFU) no pulmão, alterações teciduais e celulares no 

pulmão (macropatologia e histopatologia/ morfometria), relação entre o peso dos 

pulmões e o número de células contabilizados, produção de citocinas ex vivo a 

partir das células pulmonares, e análise fenotípica do infiltrado celular nos 

pulmões por citometria de fluxo. 

 
4.4.2. Obtenção de células pulmonares e dos bacilos 

 

Para a obtenção das células pulmonares foi coletado o lóbulo inferior 

esquerdo e os lóbulos superior, médio e inferior direito dos pulmões dos 

camundongos infectados ou não, os quais foram pesados e adicionados à placa 

de petri (JProlab, 21 cm2) com 3 mL de meio de cultura RPMI (Gibco/Invitrogen, 

NY, USA). Com o auxílio de pinças curvas, o órgão foi fragmentado e mantido 

acondicionado no gelo. A seguir foram adicionado 1 mL de solução de digestão 

tecidual (1 µg/mL de liberase Blendzyme 2) e 0,1 µg/mL de DNAse de pâncreas 

bovino (Sigma Aldrich) foram acrescidas e incubadas a 37ºC e 5% de CO2, por 40 

minutos sob agitação. Após este período, os órgãos imersos na solução de 

digestão foram dissociados utilizando seringas de 10 mL por 10 ciclos de 
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homogeneização e os homogenatos obtidos filtrados em cell strainer com poro de 

40 µm (BD Bioscience, CA, USA).  

O homogenato isento de matriz tecidual foi destinado à quantificação 

micobacteriana através da diluição decimal seriada e plaqueamento em placa de 

ágar 7H10 suplementada. As placas foram lacradas e incubadas em estufa 

bacteriológica a 37ºC por 21 dias e o CFU quantificado.  

O restante do homogenato foi processado para obtenção de células. As 

hemácias foram removidas através de tratamento com tampão de lise ACK (0,144 

M NH4Cl, 0,0169 M Tris base, pH 7.4) e as suspensões celulares foram lavadas e 

ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 0,05 mg/mL de 

gentamicina sendo mantidas no gelo. Uma alíquota desta suspensão foi 

adicionada de azul de Trypan 0,2% solubilizado em paraformaldeído 4% por 2 

minutos para contagem celular. Após a quantificação e ajuste da concentração 

celular (5x105 células/mL), as células foram plaqueadas e cultivadas ex vivo por 

48 h para quantificação da produção espontânea de mediadores inflamatórios.  

Os sobrenadantes da cultura celular ex vivo foram coletados, filtrados para 

remoção de micobactérias e estocados em freezer -70ºC. Quando da execução 

do Cytometric Bead Array (CBA), estes foram descongelados e uma alíquota de 

50 μL de cada amostra foi tratada com beads conjugadas a anticorpos de captura 

de alta afinidade IL-6, IFN-y, TNF-α e IL-17A. As marcações foram realizadas de 

acordo com o protocolo do fabricante e a leitura foi efetuada em citômetro de 

fluxo, onde cada bead possui uma fluorescência única, permitindo a detecção 

proteica simultaneamente numa mesma amostra. 

 

4.4.3. Análise macroscópica e histopatológica do pulmão 

 

A avaliação da macro e micropatologia foram realizadas para o pulmão, 

nos 30 dias após a infecção. O lóbulo superior esquerdo do pulmão de cada 

animal foi selecionado para a análise histológica e, portanto fixados por no 

mínimo 96 h em formol 10% tamponado. A macropatologia foi avaliada através da 

pesagem dos pulmões dos animais, comparando o peso dos órgãos entre os 

animais somente infectados e os animais infectados e distintamente tratados e 

após a fixação, o lóbulo direito do pulmão de cada animal foi fotografado com 

escala em centímetros para a avaliação macroscópica das mudanças 
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morfológicas do órgão. A massa relativa foi calculada pela razão entre o peso do 

pulmão de cada animal infectado (tratado ou não) e a média do peso do pulmão 

dos animais controle. Os estudos histopatológicos para avaliar a micropatologia 

foram realizados nos cortes dos tecidos a partir da coloração com hematoxilina-

eosina (H&E) para a visualização das alterações teciduais e pelo método de Ziehl-

Neelsen para detecção da presença de bacilos álcool-ácidos resistentes (BAAR). 

 

4.4.4.  Método de coloração com Hematoxilina-Eosina (H&E) 

 

O lóbulo superior do pulmão direito dos camundongos infectados ou não foi 

retirado para análises histopatológicas 30 dias após a infecção. Após a fixação, os 

lóbulos foram lavados com água destilada por 30 minutos, seguido de banhos 

crescentes de álcool (70%, 80%, 90%, 100%) por 1 h em cada concentração e, 

então, submetidos a dois banhos contendo xilol por 1 h cada, estando estes, 

preparados para a inclusão na parafina, por 30 minutos. Após o procedimento do 

Histotec (fixação e clarificação), as peças foram emblocadas em parafina e 

levadas ao gelo. Os blocos rígidos foram seccionados no micrótomo (Leica) com 

espessura de 4-5 µm, colocado em banho-maria e posicionados em lâmina. As 

lâminas contendo os cortes foram embebidas em duas baterias de xilol por 3 

minutos cada, logo banhadas em álcool (100%, 90%, 80%, 70%) por 1 minuto em 

cada concentração para então serem corados com hematoxilina por 3 minutos e 

eosina por 50 segundos. Novamente, foram repetidos os banhos em álcool (70%, 

80%, 90% e 100%) por 1 minuto em cada concentração e em xilol por 3 minutos. 

Os cortes então sofreram fixação permanente com Permount.  

 

4.4.5. Método de Ziehl-Neelsen 

 

Os órgãos foram fixados, clivados e emblocados como descrito no item 

4.4.4. A lâmina contendo o corte do tecido foi imersa em solução aquecida de 

carboxifuccina por 30 minutos. Logo após, a mesma foi lavada em água corrente 

e tratada com álcool-ácido 1% até atingir a tonalidade rósea. Os tecidos foram 

lavados novamente em água corrente por 8 minutos, com posterior imersão em 

10 mL da solução de azul de metileno (4 mM de azul de metileno em álcool etílico 

95%) acrescido de 90 mL de água destilada. Os cortes foram submetidos à 
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fixação permanente com Permount e analisados por microscopia óptica 

(microscópio Zeiss-Axiplan). As técnicas de coloração foram realizadas em 

colaboração com o Prof. Dr. Eulógio Carlos Queiroz de Carvalho, Patologista 

Clínico do Laboratório de Sanidade Animal, do Hospital Veterinário da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense. 

 

4.4.6. Análise morfométrica do tecido pulmonar 

 

Os cortes corados com H&E foram analisados por microscopia óptica 

(microscópio Axioplan 2, Carl Zeiss, Inc.) e as imagens dos cortes capturadas 

através do dispositivo Axiocam MCR-5 (Zeiss). Para a análise morfométrica, as 

imagens foram obtidas numa ampliação de 100X e avaliadas pelo programa 

ImageJ (NIH, Bethesda, MD) em relação à área de inflamação (área de 

pneumonia) presente em cada imagem. As imagens coloridas foram convertidas 

em escala de preto e branco para permitir a identificação de áreas aeradas, como 

os alvéolos (em preto) e áreas de tecido inflamado e não inflamado, em branco. 

Para quantificar a porcentagem de área não aerada (área branca), a média das 

porcentagens de área de 10 fotos da secção pulmonar dos camundongos foi 

calculada e para quantificar a porcentagem de área inflamada (área de 

pneumonia), a média do percentual da área de tecido do pulmão controle foi 

subtraída do percentual da área de tecido pulmonar de cada grupo infectado. 

 

4.5. Análise estatística 

 

Os dados foram relatados como média ± erro padrão e avaliado por análise 

de variância One-Way ANOVA seguido por Teste de Tukey, sendo considerado 

significante p<0.05. Para calcular o IC50, MIC50 e MIC90 das amostras testadas 

foram utilizados os resultados das curvas de concentração-resposta para cada 

atividade por regressão não-linear e as estatísticas calculadas para estes valores 

foram avaliadas por análise de variância One-Way ANOVA seguido por Teste de 

Tukey, sendo considerado significante p<0,05. Softwres utilizados: Microsoft 

Office Excel e GraphPad Prism 4. 
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5. RESULTADOS 
 

Produtos naturais obtidos de fungos endofíticos têm atraído cada vez mais 

atenção devido à exibição de inúmeras atividades farmacológicas, incluindo anti-

inflamatória, antimicrobiana e efeitos antimicobacterianos (PRETSCH et al., 

2014).  

Neste trabalho foram avaliados os extratos, frações e substância isolada de 

fungos endofíticos obtidos de diferentes espécies vegetais, sendo dezoito frações 

obtidas de Anemia tomentosa, doze frações de Stachytarpheta schottiana, cartoze 

frações de Ocotea notata e um extrato, cinco frações e uma substância isolada de 

Tocoyena bullata. 

As amostras foram avaliadas quanto à capacidade de inibir a produção dos 

mediadores químicos NO, TNF-α, IL-1β e PGE2, envolvidos no processo 

inflamatório e a citotoxidade celular; utilizando o modelo de macrófagos RAW 

264.7 estimulados por LPS. Além disso, o potencial de inibição das amostras de 

fungos endofíticos frente ao crescimento de cepas micobacterianas foi avaliado 

em cultura bacteriana e macrófagos infectados por Mtb.Tendo em vista que a 

atuação em ambas atividades biológicas têm sido incentivada nos casos severos 

de tuberculose pulmonar associados a inflamação excessiva, as amostras mais 

ativas foram selecionadas de acordo com o perfil dual de atividade em ambos os 

aspectos.  

O processo de identificação dos fungos endofíticos ainda está em 

andamento e a Tabela 1 (p.39) contém a codificação e identificação dos 

microorganismos já identificados. 

 

5.1. Avaliação do extrato, frações e da substância isolada de fungos 

endofíticos, quanto à capacidade de inibição da produção de NO e TNF-α, 

citotoxidade e inibição do crescimento de Mbv BCG e Mtb H37Rv 

 

O estudo do potencial anti-inflamatório e antimicobacteriano das 51 

amostras de fungos endofíticos iniciou-se pela investigação destas quanto a 

capacidade de inibir a produção de NO e TNF-α em macrófagos RAW 264.7 

estimulados por LPS. Além disso, as amostras foram avaliadas quanto à 

citotoxidade celular para permitir a seleção daquelas exibindo baixa ou nenhuma 



 

54 

 

Sanderson Dias Calixto 

 

interferência da citotoxidade. Este critério foi estabelecido de modo que pudessem 

ser selecionadas amostras capazes de inibir a produção de NO e TNF-α sem 

aparente interferência deste potencial pelo índice de morte celular. Para cada 

amostra foi obtida uma curva de concentração-resposta e desta foi calculada a 

concentração necessária para inibir 50% da atividade estudada, IC50, como 

exibido na Tabela 2. 

O radical livre NO e a citocina pró-inflamatória TNF-α exercem importantes 

funções no sistema imunológico para ocontrole de doenças infecciosas, contudo, 

quando em altas concentrações, estão associados ao agravamento dos 

processos inflamatórios e degenerativos exibindo efeitos deletérios (BOGDAN, 

2001; BALKWILL et al.,  2001 e ORME et al.,  2015). 

Com atenção aos valores de IC50 obtidos no ensaio anti-inflamatório 

(Tabela 2), foi observado que em geral as amostras estudadas foram mais 

potentes em inibir a produção de NO do que TNF-α, tendo em vista que apenas 

cinco amostras foram capazes de inibir a produção de TNF-α. As frações dos 

fungos endofíticos de O. notata (ON1A, ON1H, ON2A, ON6A) foram 

moderadamente ativas na inibição da produção desta citocina (IC50 < 260 µg/mL). 

Destaca-se o potencial da lasiodiplodina, substância isolada da fração acetato de 

etila do fungo endofítico isolado de T. bullata que apresentou maior potencial de 

atividade (p< 0,001) com IC50 de 17,3 ± 0,7 µg/mL. Estas amostras demonstraram 

atividade inibitória de forma seletiva com baixa ou nenhuma interferência da 

citotóxica como pode ser observado pelos valores de IC50 obtidos nos ensaios de 

avaliação de toxidade celular pelo método de MTT. 

Ao avaliar exclusivamente o potencial das amostras testadas em inibir a 

produção de NO, observou-se que 25 amostras apresentaram capacidade de 

inibição com baixa ou nenhuma toxidez celular. Dentre estas, com IC50< 52 µg/mL 

podem ser citadas 3 frações dos fungos endofíticos isolados de A. tomentosa 

(AT2A, AT5A, AT6H), todas as frações de fungos endofíticos provenientes de O. 

notata, 2 frações oriundas de fungos endofíticos de S. schottiana (SS2A e SS4H) 

e 3 amostras de fungos Sordaria sp. Isolados de T. bullata (extrato TB1 e as 

frações TB1A e TB1Ap). Foram moderadamente ativas as frações TB1E, TB1B e 

a substância isolada lasiodiplodina (Tabela 2). 

De forma geral, as amostras de fungos endofíticos obtidos de ON e Tb 

foram mais ativos quanto à modulação de ambos os mediadores inflamatórios 
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avaliados, enquanto as frações de fungos endofíticos de AT e SS demonstraram 

ter maior citotoxidade. x 

Como controle para a inibição da produção de NO, utilizou-se a substância 

padrão, L-NMMA (NG-acetato de monometil-L-arginina), um inibidor inespecífico 

da produção de NO com ação na enzima iNOS. Quando comparado o potencial 

de inibição apresentado pelas amostras de fungos endofíticos ao exibido pelo L-

NMMA (IC50 78,3 ± 6,5 μg/mL), verificou-se que 22 amostras foram mais ativas 

que este.  

A capacidade de inibir ambos os mediadores inflamatórios foi observado 

para ON1A, ON1H, ON2A, ON6A e lasiodiplodina.  

A busca por extratos, frações e substâncias naturais que sejam capazes de 

inibir o crescimento micobacteriano é essencial para o tratamento da TB. Os 

casos severos da doença associados à inflamação excessiva incentivam a busca 

por substâncias bioativas com propriedade dual, por isso, como parte da 

estratégia de screening, as amostras provenientes de fungos endofíticos também 

foram avaliadas quanto à atividade antimicobacteriana em cultura de M. bovis 

BCG e M. tuberculosis H37Rv. A cepa atenuada M. bovis BCG e a cepa de baixa 

virulência M. tuberculosis H37Rv foram utilizadas para os experimentos de 

triagem considerando razões de biossegurança e os respectivos valores da 

concentração mínima inibitória (MIC) 50% e 90% foram apresentados na Tabela 

2. 

 Das amostras de fungos endofíticos testadas, 26 foram capazes de inibir o 

crescimento de M. bovis BCG enquanto 11 mantiveram seu potencial inibitório 

frente à cepa Mtb H37Rv. Contudo deve-se considerar que a ação de alguns 

grupos de amostras não foi seletiva ao patógeno, tendo em vista a elevada 

toxidade celular em cultura de macrófagos ou não apresentaram potencial 

inibitório da produção de NO e TNF-α.  

Das amostras de fungos endofíticos obtidos de A. tomentosa, as frações 

AT1H e AT6H inibiram o crescimento de M. bovis BCG, contudo somente AT6H 

manteve o potencial inibitório frente à Mtb H37Rv. O mesmo foi observado para 

as frações SS2A e SS4H dos fungos endofíticos de S. schottiana. Todas as 

amostras de fungos obtidos de O. notata foram ativas em inibir o crescimento de 

M. bovis BCG, embora somente as amostras ON1A, ON1H e ON2H tenham 

inibido o crescimento de Mtb H37Rv (Tabela 2). 
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Estudos com produtos naturais de fungos endofíticos oriundos da T. bullata 

foram iniciados previamente por Calixto (2016), onde cinco extratos foram 

avaliados quanto a atividade anti-inflamatória e antimicobacteriana  in vitro. A 

partir desse screening, o extrato de fungo endofítico de gênero Sordaria foi 

selecionado para testes mais aprofundados (Anexo 1).  

O extrato do fungo isolado de T. bullata (TB1) e a substância isolada 

lasiodiplodina foram os mais ativos dentre todas as demais amostras testadas em 

inibir o crescimento de Mbv BCG apresentando MIC50< 10 μg/mL. Também foram 

ativas em inibir o crescimento de Mtb H37Rv MIC50 < 70 μg/mL, assim como a 

fração em acetato de etila (TB1A) tendo MIC50 de 84,8±1,9 μg/mL. Contudo, a 

fração em etanol, butanol e aquosa não foram ativas. 

Em comparação ao fármaco padrão, rifampicina, o potencial de inibição 

apresentado pelas amostras de fungos endofíticos avaliados foi menor para 

ambas as cepas (M. bovis BCG MIC50 0,1 ± 0,03 μg/mL e Mtb H37Rv MIC50 0,8 ± 

0,1 μg/mL).  

Analisando as amostras quanto a propriedade dual, anti-inflamatória e 

antimicobacteriana, e considerando a citotoxidade celular apresentada, seis 

amostras puderam ser destacadas: AT6H, ON1A, ON2H, Tb1, Tb1A e 

lasiodiplodina, sendo capazes de modular a produção de ambos os mediadores 

inflamatórios e inibir o crescimento de cepas Mycobacterium.   
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Tabela 2- Efeito inibitório das amostras de fungos endofíticos na produção de NO e TNF-α em 
macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS, no crescimento de M. bovis BCG e M. tuberculosis 
H37Rv em cultura e avaliação da citotoxidade celular pelo método de MTT. 

  IC50 (µg/mL) 
MIC50 

(µg/mL) 
MIC90  

(µg/mL) 
MIC50 

(µg/mL) 
MIC90  

(µg/mL) 

Amostras NO TNF-α MTT Mbv BCG Mtb H37Rv 

AT1 A 20,2±0,1 >500 71,0±1,0 97,5±0,1 >500 157,2±0,8 >500 

AT1 H 49,9±0,0 >500 130,8±1,0 62,0±0,2 >500 104,3±0,8 >500 

AT2 A 34,9±0,5 >500 140,3±0,8 171,1±0,3 >500 >500 >500 

AT2 H 59,9±0,5 >500 170,3±1,6 329,0±0,1 >500 305±1,3 >500 

AT3 A 168,4±1,7 >500 40,3±1,6 278,0±0,3 >500 >500 >500 

AT3 H 56,4±0,9 >500 60,1±3,0 253,1±0,2 >500 >500 >500 

AT4 A 15,4±0,5 >500 50,6±1,8 148,8±0,6 >500 294±1,0 >500 

AT4 H 42,5±0,9 >500 50,2±0,2 45,1±0,5 >500 >500 >500 

AT5 A 16,5±0,4 >500 90,6±0,9 >500 >500 433,4±1,0 >500 

AT5 H 37,4±0,6 >500 80,4±1,0 230,5±0,2 >500 >500 >500 

AT6 A 9,6±0,3 >500 20,6±0,8 8,6±0,6 60,2±0,6 25,1±1,0 >500 

AT6 H 4,2±0,2 >500 130,7±0,3 22,4±0,7 320,4±0,7 11,8±0,2 >500 

AT7 A 32,2±0,5 >500 24,5±1,1 332±0.5 >500 >500 >500 

AT7 H 80,4±0,1 >500 110,4±0,2 245,3±0,9 >500 >500 >500 

AT8 A 41,1±0,6 >500 100,2±1,3 120,6±0,4 >500 >500 >500 

AT8 H 116,5±0,3 >500 150,3±2,0 371,7±0,2 >500 >500 >500 

AT9 A 12,3±0,5 >500 10,1±1,3 47,8±0,4 >500 199,7±0,9 >500 

AT9 H 28,7±1,7 >500 20,2±1,7 91,9±0,1 >500 169,6±1,0 >500 

ON1 A 10,9±0,9 235,2±0,3 437,7±4,7 54,9±0,7 >500 64,31±1,0 >500 

ON1 H 16,4±1,0 263,0±0,3 398,3±4,9 150,8±1,2 >500 82,63±2,1 >500 

ON2 A 11,0±1,0 212,0±0,2 479,3±5,4 62,2±1,8 >500 >500 >500 

ON2 H 7,0±1,8 314,5±0,1 162,1±2,4 75,52±1,5 >500 64,31±1,0 >500 

ON3 A 5,4±2,1 192,3±0,8 201,0±2,8 88,6±1,0 >500 >500 >500 

ON3 H 6,6±0,8 301,7±0,1 102,9±2,0 120,7±1,5 >500 >500 >500 

ON4 A 12,0±0,8 358,0±0,1 326,8±4,1 59,8±1,7 >500 >500 >500 

ON4 H 6,8±0,9 375,3±0,1 447,7±6,0 67,3±2,0 >500 323±3,1 >500 

ON5 A 5,4±1,2 351,3±0,6 66,2±2,6 61,6±1,0 >500 >500 >500 

ON5 H 3,9±1,1 305,0±0,7 140,0±3,4 52,9±1,5 >500 >500 >500 

ON6 A 6,6±1,4 250,8±0,3 302,3±4,0 106,2±1,2 >500 309,3±1,2 >500 

ON6 H 4,4±1,5 285,3±0,4 318,2±4,0 45,1±0,8 >500 >500 >500 

ON7 A 5,3±1,2 299,9±1,4 242,6±3,3 50,8±0,4 >500 >500 >500 

ON7 H 3,3±1,0 195,0±0,3 88,8±4,5 45,12±0,8 >500 142,9±0,4 >500 

SS1 A 57,0±0,9 >500 84,2±1,2 104,6±1,5 >500 >500 >500 

SS1 H 26,8±0,3 >500 21,4±1,0 90,0±1,3 >500 169,6±0,5 >500 

SS2 A 52,0±1,4 >500 284,0±0,3 76,5±0,6 >500 >500 >500 

SS2 H 21,3±2,9 >500 58,3±2,0 72,9±0,8 >500 >500 >500 

SS3 A 10,3±4,0 >500 16,3±2,9 63,0±1,6 >500 >500 >500 

SS3 H 28,7±0,2 >500 27,7±3,0 54,7±1,6 >500 >500 >500 

SS4 A 31,8±0,6 >500 94,8±0,9 62,0±0,9 >500 >500 >500 

SS4 H 27,2±0,4 >500 131,8±2,5 22,2±0,9 >500 >500 >500 

SS5 A 68,8±1,2 >500 10,8±2,0 32,6±1,6 >500 >500 >500 

SS5 H 49,4±1,0 >500 76,2±2,8 40,8±2,0 >500 >500 >500 

SS6 A 32,0±0,2 >500 73,9±2,0 30,6±1,2 >500 >500 >500 

SS6 H 16,9±1,0 >500 7,6±1,0 21,6±1,6 >500 >500 >500 

Tb1 30,1±1,7 291,7±2,4 228,8±1,5 1,5±0,6 1,7±0,5 66,8±0,1 374,0±0,33 

Tb1 A 33,8±0,2 >500 >500 196,1±0,9 >500 84,8±1,9 472,0±1,9 

Tb1 Ap 38,8±0,3 >500 >500 198,8±0,1 >500 94,8±0,1 >500 

Tb1 E 102,6±0,3 >500 >500 449,3±0,2 >500 >500 >500 

Tb1 B 121,3±2,3 >500 >500 >500 >500 >500 >500 

Tb1 Aq >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 

Lasio 157,3±2,3 17,3±0,7 242,6±1,2 6,7±0,3 9,2±1,3 60,4±0,1 374,2±3,4 

L-NMMA 
1
 78,3±6,5 68,5±3,3 >500 XX XX XX XX 

Rifampicina 
2
 XX XX XX 0,1±0,03 0,2±0,01 0,2±0,1 0,3±0,1 

1
 Inibidor padrão de NO; 

2
 fármaco anti-TB padrão; Valores de média ± DP; n=3; XX- não definido. (n=3). 
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5.2. Avaliação das amostras mais ativas quanto à inibição do crescimento 

do isolado clínico M. tuberculosis M299 

 

Após o screening inicial onde as amostras de fungos endofíticos foram 

avaliados quanto à sua atividade antimicobacteriana em cultura de Mbv BCG e 

Mtb H37Rv, como também quanto à capacidade de inibir a produção de 

mediadores inflamatórios com baixa ou nehuma citotoxidade, as amostras mais 

promissoras (AT6H, ON1A, ON2H, Tb1, Tb1A e lasiodiplodina) e apresentando 

atividade dual, foram selecionadas para testes mais aprofundados em cultura de 

Mtb hipervirulenta. 

  Das seis amostras testadas, a fração ON1A não foi capaz de inibir o 

crescimento do isolado clínico M299, enquanto ON2H foi moderadamente ativa, 

apresentando MIC50 144,9 ± 1,1 µg/mL. A fração AT6H destacou-se por inibir 

mais de 60% do crescimento micobacteriano nas concentrações testadas (4, 20 e 

100 µg/mL) exibindo MIC 50 21,1 ± 1,0 µg/mL. As amostras Tb1, Tb1A e 

lasiodiplodina inibiram em torno de 50-85% nas maiores concentrações testadas 

apresentando valores de MIC50 < 100 µg/mL (Figura 14 e Tabela 3). 

Em relação ao potencial da rifampicina as amostras avalidas neste ensaio 

foram menos ativas, contudo deve-se considerar que as mesmas mantiveram seu 

potencial inibitório enquanto para a rifampicina foi necessário elevar a 

concentração utilizada em dez vezes para obtenção da atividade observada 

anteriormente nos testes antimicobacterianos anteriores. 

 

Figura 14 - Efeito das amostras de fungos endofíticos  isolados das espécies vegetais A. 
tomentosa, O. notata e T. bullata no crescimento do isolado clínico Mtb M299. A suspensão 
bacteriana (1×10

6
 CFU/poço)  de Mtb M299 foi tratada ou não tratada com as amostras nas 

concentrações de (4, 20 e 100 μg/mL) ou com o fármaco anti-TB padrão rifampicina (0,008 - 10 
μg/mL) durante 5 dias. Após este período, o método do MTT foi utilizado para estudo do efeito 
inibitório. As barras para cada amostra referem-se às concentrações em ordem crescente. Valores 
são reportados como media ± desvio padrão, e grupos diferentes foram considerados significantes 
de acordo com p< 0,001 (***) e p< 0,01 (**). 
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Tabela 3- Concentração inibitória mínima (50% e 90%) apresentada pelas amostras de fungos 
endofíticos isolados das espécies vegetais A. tomentosa, O. notata e T. bullata na inibição do 
crescimento micobacteriano de Mtb M299. 
 

Amostras 
MIC50 

(µg/mL) 
MIC90  

(µg/mL) 

  M299 

AT6 H 21,1±1,0a >500 

ON1 A 309±1,0 >500 

ON2 H 144,9±1,1c >500 

Tb1 80,0±0,1b >500 

Tb1 A 69,4±0,1b >500 

Lasio 92,2±1,8b >500 

Rifampicina1 1,1±0,1 2,7±0,5 
1
 fármaco anti-TB padrão 

 

Os valores de MIC50 e MIC90 de cada amostra foram exibidos como média ± DP (n=3). Valores na 
mesma coluna com diferentes letras sobrescritas (a-b) são significativamente diferentes (p< 0,05 
ou p< 0,001; determinado pelo teste de Tukey). 

  

 Tendo em vista, os resultados apresentados e o fracionamento mais 

detalhado com a obtenção de uma substância isolada, as amostras do fungo 

endofítico Sordaria sp. oriundas da espécie vegetal T. bullata (Tb1, Tb1A e 

lasiodiplodina) foram selecionadas para testes mais aprofundados nos âmbitos 

anti-inflamatório e antimicobacteriano. Devido à citotoxidade apresentada na 

concentração de 500 µg/mL, a mesma foi excluída das demais avaliações. 

 

5.3. Avaliação de Tb1, Tb1A e lasiodiplodina obtidos do fungo Sordaria sp.  

na inibição do crescimento de cepas M. kansasii 

 

Entre as micobacterias não tuberculosas (MNT) potencialmente 

patogênicas, M. kansasii é a segunda mais comuns em infecções em humanos 

(MORIMOTO et al., 2014). 

O diagnóstico diferencial da TB e o tratamento para infecções pulmonares 

por Mkan são complexos, além disso, os sinais clínicos manifestados por Mkan se 

assemelham ao observado para TB e observa-se a formação de biofilmes pelas 

MNT (COWMAN et al., 2012; RYU et al., 2016). 

  Aprofundando os estudos de avaliação do potencial antimicobacteriano de 

Tb1, Tb1A e da substância isolada lasiodiplodina, avaliou-se a atividade inibitória 

das amostras frente ao crescimento de três cepas de Mkan, com diferentes níveis 
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de virulência: a cepa padrão 12478/ATCC, a cepa de baixa virulência 4404 e a 

cepa de alta virulência 8835. 

Como pode ser observado na Figura 15, todas as amostras apresentaram 

capacidade de inibir em torno de 60-90% do crescimento de Mkan nas maiores 

concentrações testadas. O extrato TB1 foi mais ativo frente a todas as cepas 

avaliadas quando comparado a sua fração em acetato de etila e a substância 

isolada. Em comparação aos valores de MIC50 obtidos para as cepas Mtb H37Rv 

e M299, o extrato Tb1 e a fração Tb1A foram mais ativos em inibir o crescimento 

das micobactérias não tuberculosas Mkan enquanto a lasiodiplodina manteve o 

potencial para ambas as cepas de Mtb e Mkan (Tabela 4).  

 

Tabela 4 - Concentração inibitória mínima (50% e 90%) apresentada pelo extrato Tb1, fração 
Tb1A  e lasiodiplodina obtidos do fungo endofítico Sordaria sp. isolado de T. bullata na inibição do 
crescimento micobacteriano de cepas de M. kansasii. 
 

Amostras 

MIC50 

(µg/mL) 
MIC90  

(µg/mL) 
MIC50 

(µg/mL) 
MIC90  

(µg/mL) 
MIC50 

(µg/mL) 
MIC90  

(µg/mL) 

12478/ATCC 4404 8835 

Tb1 1,41±0,6
a
 >500 2,25±3,3

a
 >500 3,38±1,0

a
 >500 

Tb1 A 25,27±0,4
b
 >500 20,85±0,8

b
 >500 23,03±0,8

b
 >500 

Lasio 58,78±0,7
b
 >500 34,4±1,4

b
 >500 42,65±05

b
 >500 

Rifampicina 0,004±0,6
a
 >500 0,004±1,5

a
 >500 0,001±1,1

a
 >500 

Isoniazida 0,005±2,0
a
 >500 0,004±1,5

a
 >500 0,012±0,7

a
 >500 

 

Os valores de MIC50 e MIC90 de cada amostra foram exibidos como média ± DP.  (n=3) Valores na 
mesma coluna com diferentes letras sobrescritas (a-b) são significativamente diferentes (p< 0,05 
ou p< 0,001; determinado pelo teste de Tukey). 
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Figura 15 - Avaliação da capacidade inibitória do extrato TB1, da fração TB1A e lasiodiplodina do 
fungo Sordaria sp. no crescimento das cepas de M. kansasii. O gráfico (A) representa os 
resultados obtidos para a cepa 12478/ATCC, (B) cepa 4404e  (C) cepa 8835. As suspensões 
bacterianas (1×10

6
 CFU/poço)  das cepas de Mkan foram tratadas ou não com as amostras nas 

concentrações de (4, 20 e 100 μg/mL) ou com os fármacos rifampicina e isoniazida (0,0032 - 2 
μg/mL) durante 7 dias. Após este período, o método do MTT foi utilizado para estudo do efeito 
inibitório. As barras para cada amostra referem-se às concentrações em ordem crescente. Valores 
são reportados como media ± desvio padrão, e grupos diferentes foram considerados significantes 
de acordo com p< 0,001 (***) e p< 0,01 (**). 
 

 
5.4. Avaliação das amostras mais ativas quanto à inibição do crescimento 
micobacteriano intracelular em cultura de macrófagos RAW 2647 infectados 
por Mbv BCG, Mtb H37Rv e M299. 
 
 

Os macrófagos são as primeiras células a serem infectadas por M. 

tuberculosis e a ativação continuada destas células, quimioatrai outras células 

imunes ao foco da lesão e deve ser controlada a fim de evitar danos teciduais 

excessivos (GARLANDA et al., 2007). Substâncias capazes de inibir o 
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crescimento intracelular dos bacilos nos macrófagos infectados são candidatos 

promissores para estudos farmacológicos aprofundados, uma vez que o potencial 

das amostras é testado no microambiente que mimetiza a fase intracelular da 

infecção natural da TB (MARRAPU et al., 2011). 

Após avaliar o potencial das amostras de fungos endofíticos diretamente 

em cultura bacteriana, Tb1, Tb1A e a lasiodiplodina foram analisadas quanto a 

capacidade de inibir o crescimento micobacteriano intracelular por Mbv BCG, Mtb 

H37Rv ou Mtb M299 e a viabilidade do bacilo foi verificada através da contagem 

das unidades formadoras de colônia (CFU). 

Para atestar a viabilidade e o crescimento bacteriano durante o 

experimento, as culturas somente infectadas referentes ao controle positivo  

foram lisadas e semeadas, no dia 0 e dia 4 de infecção. A baixa concentração 

micobacteriana de infecção foi escolhida por não alterar a viabilidade dos 

macrófagos no período de observação (ZHANG et al., 1999). 

Como observado na Figura 16, as três amostras testadas foram capazes 

de inibir o crecimento intracelular das cepas estudadas, sendo significativo (p< 

0,001) nas maiores concentrações testadas.  

Com relação ao potencial inibitório das amostras frente ao crescimento 

intracelular de Mbv BCG, o extrato Tb1 e a substância isolada lasiodiplodina 

foram mais ativas que a fração em acetato de etila, que exibiu valor de MIC50 

superior (p< 0,01) (Tabela 5).  

Contudo, quando observado a capacidade das amostras inibirem o 

crescimento intracelular da cepa de baixa virulência, Mtb H37Rv, a fração Tb1A 

apresentou maior potencial do que o extrato Tb1 (Figura 16B). Este maior efeito 

em cepa Mtb também foi observado nos experimentos realizados com estas 

amostras diretamente em cultura bacteriana (Tabela 2). As amostras Tb1A e a 

lasiodiplodina apresentaram MIC50 < 21 µg/mL, cerca de metade do valor exibido 

pelo extrato Tb1 (Tabela 5).  

A três amostras testadas apresentaram significativo potencial de inibição 

(p<0,001) do crescimento intracelular da cepa hipervirulenta proveniente do 

isolado clínico, Mtb M299, com valores de MIC50 inferior a 43 μg/mL, destacando a 

fração em acetato de etila e a lasiodiplodina  como mais ativas (Tabela 5). 

Deve-se notar que mesmo na presença da cepa hipervirulenta as amostras 

conseguiram manter a capacidade inibitória com baixa ou nenhuma interferência 
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da toxidade como demonstrado anteriormente (Tabela 2). Deste modo, o extrato 

(Tb1), a fração em acetado de etila (Tb1A) e substância isolada (lasiodiplodina) 

oriundas do fungo endofítico Sordaria sp, possuem capacidade de atuar na 

inibição do crescimento micobacteriano diretamente em suspensão bacteriana ou 

na cultura de macrófago infectado, mostrando ação seletiva. 

 

 
Figura 16 - Efeito do extrato, fração em acetato de etila e lasiodiplodina obtidos do fungo Sordaria 
sp.  isolado de T. bullata em cultura de macrófagos RAW 264.7 infectados por diferentes cepas de 
Mycobacterium. Macrófagos RAW 264.7 foram infectados com M. bovis BCG (A) e Mtb H37Rv (B) 
e M299 (C) na razão de infecção de 1:1 (macrófago:micobactéria) e tratadas com as amostras na 
concentração de 4, 20 e 100 µg/mL por 4 dias. A viabilidade intracelular do bacilo foi determinada 
por contagem do CFU. (n=3). Valores foram reportados como media ± desvio padrão, e grupos 
diferentes foram considerados significantes de acordo com p< 0,001 (***) e p< 0,01 (**). 
 
 
 

Tabela 5 - Concentração inibitória mínima (50%) apresentada pelo extrato, fração e Lasiodiplodina 
do fungo endofítico isolado da Tocoyena bullata na inibição do crescimento micobacteriano em 
cultura de macrófagos RAW 264.7 infectados por M. bovis BCG e M. tuberculosis H37Rv e M299. 
 

Amostras 

MIC50 

(µg/mL) 
MIC90 

(µg/mL) 
MIC50 

(µg/mL) 
MIC90 

(µg/mL) 
MIC50 

(µg/mL) 
MIC90 

(µg/mL) 

 Mbv BCG Mtb H37Rv Mtb M299 

Tb1 16,6±1,6
b
 >500 39,2±1,7

a
 >500 43,4±1,7

b
 >500 

Tb1 A 33,7±1,8
a
 >500 17,8±1,5

b
 >500 23,3±1,7

a
 >500 

Lasio 14,2±1,3
b
 >500 21,8±1,6

b
 >500 31,6±1,6ª

b
 >500 

 
Os valores de MIC50 de cada amostra foram exibidos como média ± DP.  (n=3) Valores na mesma coluna com diferentes 
letras sobrescritas (a-b) são significativamente diferentes (p< 0,05 ou p< 0,001; determinado pelo teste de Tukey). 

 
 
2.5.5. Avaliação das amostras mais ativas quanto a inibição da produção 
dos mediadores inflamatórios IL-1β e PGE2 em cultura de macrófagos RAW 
264.7 estimulados por LPS 

 

As amostras Tb1, Tb1A e a lasiodiplodina oriundas do fungo endofítico 

Sordaria sp. foram verificados quanto à capacidade de inibir a produção de IL-1β 
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e PGE2 em macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS através do ensaio de 

ELISA do tipo sanduíche, nas concentrações de 4, 20 e 100 µg/mL.  

A IL-1β possui importante papel no direcionamento e sustentação da 

inflamação crônica associada a uma série de doenças autoimunes e desordens 

metabólicas. A presença de níveis sistêmicos elevados de IL-1β durante a 

infecção por M. tuberculosis têm sido associada à extensa necrose no fígado e 

aumentada mortalidade (GARLANDA et al., 2007). 

O mediador inflamatório lipídico, PGE2, pertence à classe de prostanoides 

derivado do ácido araquidônico, que uma vez liberado da membrana fosfolipídica 

pela ação de fosfolipases é metabolizado em PGE2 pela ação das cicloxigenases. 

A produção aumentada de PGE2 é observada em diversas condições patológicas 

decorrentes de excessiva resposta inflamatória (FOSSLIEN, 2001).  

A capacidade de inibição da produção de IL-1β foi elevada para todas as 

amostras testadas (Tb1, Tb1A e lasiodiplodina), apresentando MIC50 (3,04 ± 0,3 

μq/mL, 3,03 ± 1,0 μq/mL e 3,07 ± 0,3 μq/mL, respectivamente) (Tabela 7). O 

potencial de inibição verificado nas maiores concentrações utilizadas não mostrou 

interferência do efeito citotóxico como mostrado anteriormente no screening inicial 

efetuado (Tabela 2).   

Quando avaliado a capacidade destas amostras em inibir a produção de 

PGE2, a substância isolada lasiodiplodina (IC50 37,7±0,3 μg/mL) foi a mais ativa.  

A fração em acetato de etila Tb1A (IC50 64,2±0,3 μg/mL), apresentou atividade 

moderada com potencial inibitório principalmente na maior concentração testada 

(100 µg/mL), enquanto o extrato Tb1 (IC50 93,6±0,8 μg/mL) demonstrou baixo 

efeito inibitório e somente na concetração de 100 µg/mL. Comparado à ação da 

indometacina, as amostras foram menos ativas em inibir a produção de PGE2 

(Figura 17). 
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Figura 17 - Efeito do extrato, fração e lasiodiplodina oriundos do fungo endofítico Sordaria sp. na 
produção dos mediadores pró-inflamatórios IL-1β e PGE2 por macrófagos RAW 264.7 estimulados 
por LPS. Células RAW 264.7 foram estimuladas com LPS (1 µg/mL) na presença das amostras (4, 
20 e 100 µg/mL) durante 24 h. Os sobrenadantes da cultura foram coletados e avaliados por 
ELISA do tipo sanduíche para IL-1β (A) e PGE2 (B). Os valores obtidos para cada amostra foram 
comparados a cultura de macrófagos não estimulada e não tratada (C-) e a cultura somente 
estimulada com LPS (C+). Para (A) correspondem respectivamente a 0,03 ± 0,1 pg/mL e 922,0 ± 
4,6 pg/mL enquanto para (B) corresponde a 0,05 ± 0,1 pg/mL e 436,0 ± 5,8 pg/mL. O fármaco 
indometacina foi utilizado a fim de comparação do potencial inibitório da produção de PGE2, nas 
concentrações de 0,2, 0,04 e 0,004 µg/mL. As barras para cada amostra referem-se às 
concentrações testadas em ordem crescente. Valores foram reportados como media ± desvio 
padrão, e grupos diferentes foram considerados significantes de acordo com p< 0,001 (***).  

 
Tabela 6- Concentração inibitória mínima (50%) apresentada pelo extrato, fração e Lasiodiplodina 
do fungo endofítico isolado da Tocoyena bullata na inibição da produção de mediadores pró-
inflamatórios (IL-1β e PGE2) em macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS. 
 

Amostras 

IC50 (µg/mL) 

IL-1β PGE2 

Tb1 3,04±0,3a 93,6±0,8a 

Tb1 A 3,03±1,0a 64,2±0,3a 

Lasio 3,07±0,3a 37,7±0,3b 

Indometacina XXX 4,7±0,1 
 

Os valores de MIC50 de cada amostra foram exibidos como média ± DP.  (n=3) Valores na mesma coluna 
com diferentes letras sobrescritas (a-b) são significativamente diferentes (p< 0,05 ou p< 0,001; determinado 
pelo teste de Tukey). 
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5.6. Avaliação da atividade antioxidante do extrato Tb1, da fração Tb1A e da 

substância isolada através do método do SNP 

 

O processo inflamatório conduz a produção de diversos radicais livres de 

oxigênio (RLO) e nitrogênio (RLN), que exercem importantes funções no controle 

de doenças infecciosas, mas que também estão associados ao agravamento de 

processos inflamatórios e degenerativos (BOGDAN, 2001). A neutralização dos 

radicais livres pode ser aplicada na minimização dos danos teciduais nos quadros 

inflamatórios.  

Tendo como objetivo avaliar o mecanismo de ação pelo qual as amostras 

Tb1, Tb1A e lasiodiplodina utilizam para inibir a produção de NO, foi verificado 

inicialmente se estas amostras eram capazes de sequestravar o radical livre NO 

produzido pelos macrófagos estimulados e disponibilizado no sobrenadante da 

cultura celular. 

Para tal, utilizou-se o método do SNP, uma substância doadora de NO 

quando em solução e na presença de luz. Para mimetizar a produção de NO 

observada na cultura de macrófagos estimulados, foi utilizado a concentração de 

10 mM de SNP no tempo de incubação de 150 minutos, protocolo previamente 

padronizado (CALIXTO, 2016).  

Neste ensaio, as amostras Tb1, Tb1A e lasiodiplodina foram diluídas 

somente em meio de cultura DMEM-F12 e posteriormente foi acrescentado a 

solução de SNP.  

O extrato Tb1 e a substância isolada lasiodiplodina  demonstraram baixa 

capacidade de sequestrar o radical NO quando comparado ao potencial do 

flavonoide rutina, conhecido pela atividade antioxidante,  apresentando valores de 

IC50 (Tabela 7) pelo menos 10 vezes maior do que o exibido pela rutina (7,3 ± 1,0 

µg/mL). Dentre as amostras testadas, a fração em acetato de etila Tb1A 

apresentou moderado potencial de seqüestro, apresentando IC50 51,4 ± 1,3 

(Figura 18). A capacidade de sequestrar o radical livre NO pode ser um dos 

mecanismos utilizados por Tb1A para inibição da produção deste mediador 

inflamatório, observado na Tabela 2, enquanto para o extrato e a lasiodiplodina, 

outro mecanismo de ação está majoritariamente envolvido.  
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Figura 18 - Efeito do extrato, fração Tb1A e lasiodiplodina obtido do fungo endofítico Sordaria sp. 
isolado da espécie vegetal T. bullata no seqüestro do radical livre NO. As amostras foram diluídas 
em meio de cultura DMEM-F12 nas concentrações de 4, 20 e 100 µg/mL e acrescidas da solução 
de SNP (10 mM), por 90 min a temperatura ambiente. O método de Griess foi utilizado para 
quantificação do nitrito presente em solução. Como controle negativo foi utilizado meio de cultura 
DMEM-F12 e como controle positivo meio de cultura DMEM-F12 acrescido com 10 mM de SNP. O 
flavonoide rutina foi utilizado como referência de potencial antioxidante. As três barras para cada 
amostra são referentes às concentrações testadas em ordem crescente. Valores são reportados 
como media ± desvio padrão, e valores diferentes do cotrole positivo foram considerados 
significantes de acordo com p< 0,001 (***). (n=3).   
 

 

Tabela 7- Concentração inibitória mínima (50%) apresentada pelo extrato, fração Tb1A e 
lasiodiplodina fungo endofítico isolado da espécie vegetal T. bullata no sequestro dos radicais 
livres avaliados pelo método do SNP. 
 

Amostras IC50 (µg/mL) 

Tb1 83,1±1,3b 

Tb1A 51,4±1,6a 

Lasio 92,1±0,3b 

Rutina 7,3±1,0 
 

O valor de IC50 de cada amostra foi exibido como média ± DP. ( n=3). Valores na mesma coluna 
com diferentes letras sobrescritas (a-e) são significativamente diferentes (p< 0,05 ou p< 0,001). 
 

 

5.7. Avaliação das amostras selecionadas na modulação da expressão 

enzimática da iNOS e COX-2 em macrófagos RAW 264.7 estimulados por 

LPS 

 
A enzima óxido nítrico sintase induzida, iNOS, é responsável pela 

conversão da L-arginina e oxigênio em L-citrulina e NO tendo como doador de 

elétrons o NADPH. A exposição a produtos microbianos, como LPS induzem a 

expressão enzimática da iNOS em várias células inflamatórias e é responsável 
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pela produção de altos níveis de NO durante períodos prolongados (MOLLACE et 

al., 2005).  

O estímulo inflamatório também é responsável pela indução da expressão 

enzimática da COX-2, e consequente síntese de prostaglandinas (RAO et al. 

2008). A produção excessiva de NO e prostaglandinas, devido a elevada 

expressão das enzimas iNOS e COX-2, está associada ao papel patológico da 

inflamação e evidenciam a importância de substâncias que possam modular a 

expressão enzimática das mesmas (MOLLACE et al., 2005).  

Para a avaliação da modulação da expressão destas enzimas foi utilizada a 

técnica de eletroforese SDS-PAGE, seguido por Western blot. Foram utilizadas 

duas concentrações (100 e 20 µg/mL) de cada amostra selecionada para o 

tratamento da cultura de macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS. O peso 

molecular padrão foi utilizado para confirmar a marcação da banda protéica de 

interesse, tendo a enzima iNOS peso molecular de aproximadamente 114 kDa 

enquanto a COX-2 possui 72 kDa.  

Como observado na Figura 19A e pelos dados de densitometria da 

imagem, todas as amostras foram capazes de inibir quase completamente a 

produção da iNOS na concentração de 100 µg/mL, em comparação ao controle 

positivo (C+), cultura de macrófagos somente estimulado com LPS. Na 

concentração de 20 µg/mL, o extrato Tb1 e a lasiodiplodina não mantiveram sua 

capacidade de inibição, enquanto a fração em acetato de etila Tb1A continuou a 

apresentar capacidade de inibir a expressão enzimática da iNOS. Estes 

resultados estão de acordo com a curva de concentração-resposta obtida no 

screening inicial, para cada amostra (Tabela 2).  

Avaliando os resultados obtidos para as amostras quanto à capacidade de 

inibir a expressão enzimática de COX-2, observou-se que a lasiodiplodina inibiu 

significativamente a produção deste mediador nas concentrações de 100 e 20 

µg/mL. A fração Tb1A foi capaz de inibir a expressão da enzima COX-2 somente 

na maior conetração avaliada enquanto o extrato Tb1 demonstrou baixo potencial 

de inibição (Figura 19B). Estes dados estão de acordo com os resultados obtidos 

para a avaliação da inibição da produção de PGE2 (Figura 17). 
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Figura 19- Efeito do extrato Tb1, fração Tb1A e lasiodiplodina obtidos do fungo endofítico Sordaria 
sp. isolado das espécies vegetal T. bullata sobre a expressão enzimática da iNOS e COX-2 de 
macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS. As células estimuladas com LPS (1 µg/mL) e 
tratadas ou não (100 e 20 µg/mL) por 24 h, foram lisadas e submetidas a análise por Western blot 
para avaliação da expressão da enzima iNOS (A) e COX-2 (B). As células estimuladas com LPS 
foram utilizadas como controle positivo de estimulação de macrófagos (C

+
). As células não 

estimuladas  foram usadas como controle negativo (C
-
) (n=2). Na parte inferior a cada imagem, foi 

quantificado por análise densitométrica a imunorreatividade das bandas. Cada banda foi 
comparada com a respectiva banda de controle positivo na mesma membrana e o valor para o 
controle positivo (células estimuladas por LPS) foi definido como 1 e outras condições foram 
calculadas de forma correspondente para permitir comparações de relação. 
 
 
 

5.8. Avaliação do efeito terapêutico da lasiodiplodina no modelo murino 

C57BL/6 infectado por cepa hipervirulenta M. tuberculosis M299 

 
Após a avaliação in vitro das amostras obtidas quanto à atividade anti-

inflamatória e antimicobacteriana, a lasiodiplodina, foi selecionada como 

substância mais ativa para continuação dos estudos visando a abordagem dual 

para o tratamento da tuberculose pulmonar.  

A avaliação do efeito terapêutico da lasiodiplodina foi efetuada em modelo 

murino C57Bl/6 infectado pela cepa M. tuberculosis hipervirulenta, já estabelecido 

pelo nosso grupo de pesquisa (AMARAL et al., 2014 e RIBEIRO et al., 2014). 

Este modelo se caracteriza pela indução de tuberculose progressiva, crescimento 

bacilar nos pulmões e reprodução de várias manifestações patológicas das 

formas clínicas severas da TB humana, incluindo pneumonia tuberculosa com 

áreas de necrose e disseminação miliar para o baço e o fígado (AMARAL et al., 

2014). Assim, o estabelecimento deste modelo animal possibilitou o estudo do 

efeito terapêutico da lasiodiplodina na redução das lesões necróticas (prevenção 

ou minimização dos danos teciduais) e no crescimento do bacilo. Devido à 



 

70 

 

Sanderson Dias Calixto 

 

quantidade limitada da lasiodiplodina, realizamos um estudo piloto utilizando baixo 

número de animais (2 animais/grupo) e repetindo o experimento duas vezes. 

Os animais tratados com a lasiodiplodina na dose de 20 mg/kg durante 15 

dias de tratamento, diferiu significativamente do grupo de  animais somente 

infectados (p< 0,01), apresentando redução de 2,5 em Log10 do CFU, como 

demonstrado na Figura 20.   

Figura 20. Efeito do tratamento com a lasiodiplodina no crescimento micobacteriano nos pulmões 
dos camundongos C57Bl/6 infectados por cepa Mtb hipervirulenta. Os camundongos foram 
infectados intratraquealmente com 100 bacilos da cepa Mtb M299, e após 15 dias de infecção 
foram tratados diariamente por 15 dias (via intraperitoneal) com lasiodiplodina (20 mg/Kg). O 
crescimento micobacteriano nos pulmões foi avaliado no dia 30 p.i. através da contagem de CFU. 
Os resutados obtidos em dois experimentos independentes estão apresentados como média ± 
desvio padrão de Log10 CFU\g de pulmão (n=4) . p< 0,01 (**) comparando o grupo tratado com o 
grupo apenas infectado com a cepa de Mtb M299. 

 
 
5.8.1. Efeito da lasiodiplodina na patologia dos pulmões de camundongos 

infectados 

 
Para avaliar o efeito do tratamento com a lasiodiplodina na progressão da 

tuberculose severa, foi realizada a análise da patologia pulmonar no grupo dos 

animais infectados e tratados com lasiodiplodina, em comparação com os animais 

infectados e não tratados. 

  Os pulmões foram coletados 30 dias após a infecção. O lóbulo superior do 

pulmão esquerdo de cada animal foi fixado com formol e fotografado para 

comparação da macropatologia induzida (Figura 21A). O peso do pulmão inteiro 

dos diferentes grupos de animais foi verificado e apresentado em gramas como 

média + desvio padrão de cada grupo (Figura 21B) e a massa pulmonar relativa 

dos grupos infectados foi obtida em relação ao grupo controle, não infectado 

(Figura 21C). 
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Como observado na Figura 20A, o pulmão do animal infectado mostrou-se 

maior do que o do animal não infectado e do animal infectado e tratado com 

lasiodiplodina por 15 dias. Macroscopicamente, os pulmões dos animais 

infectados apresentavam grandes lesões inflamatórias, onde pode-se observar 

nódulos difusos de coloração esbranquiçada de diferentes tamanhos, o que 

associa-se com o aumento do peso (Figura 21B)  e da massa relativa pulmonar, 

que foi 2,6 vezes maior que dos animais de controle (Figura 21C). O peso 

pulmonar dos animais tratados com lasiodiplodina foi cerca de 20% menor do que 

o peso dos pulmões dos animais infectados (p< 0,05, Figura 21B) e a massa 

relativa dos pulmões destes animais reduziu em torno de 35% comparado ao 

exibido pelos animais infectados e não tratados (Figura 21C). 

Além disso, os pulmões dos animais tratados exibiram menor número de 

lesões inflamatórias, que foram mais definidas e de menor tamanho, sugerindo a 

redução da intensidade de infiltração celular no pulmão pelas células 

inflamatórias.  

 

 

 
 

Figura 21 - Efeito do tratamento com a lasiodiplodina na macropatologia pulmonar induzida nos 
pulmões dos camundongos C57Bl/6 infectados pela cepa Mtb hipervirulenta. (A) Macropatologia 
do lóbulo superior do pulmão esquerdo obtido no dia 30 p.i. do  um animal representativo de cada 
grupo. O peso do total do pulmão foi aferido em balança de precisão, e os resutados obtidos em 
dois experimentos independentes estão apresentados (B) como média ± desvio padrão (n=4). A 
massa relativa pulmonar foi determinada através da razão entre a média do peso pulmonar dos 
animais de cada grupo em separado pela média do peso pulmonar dos animais controles (C). p< 
0,05 (*) e p< 0,01 (**), comparando cada grupo tratado com o grupo apenas infectado.  
 
 

O estudo histopatológico demonstrou que os pulmões dos animais 

infectados apresentaram extensas áreas de alveolite, necrose nas áreas 

granulomatosas e exsudato seroso nos alvéolos das regiões adjacentes (Figura 

22). Grande quantidade dos bacílos acido-resistentes (BAAR) foi observado nas 

amostras do tecido pulmonar coradas pelo método ZN.   Após o tratamento com 
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a lasiodiplodina, grande parte do tecido pulmonar apresentava áreas livres da 

patologia e menor quantidade de BAAR (Figura 22). Os granulomas foram 

menores e sem necrose. A quantificação morfométrica da área de pneumonia 

tuberculosa nos animais tratados demonstrou uma redução em torno de 20% 

(Figura 23), comparado aos animais apenas infectados com Mtb.  

 

Figura 22 - Análise histopatológica dos pulmões dos camundongos C57BL/6 infectados (30 dias 
de infecção) sem tratamento ou sob tratamento por 15 dias com lasiodiplodina. Os lóbulos superior 
esquerdo do pulmão foram fixados em formol e processados para a obtenção de lâminas coradas 
com hematoxilina-eosina (H&E) e método de Ziehl Neelsen (ZN). As microfotografias foram 
obtidas com aumento de 100X. No canto superior direito de cada lâmina corada com H&E, 
encontra-se a secção do tecido total fotografada no aumento de 25X. Setas pretas indicam áreas 
de alveolite, enquanto as setas vermelhas e estrela indicam área necrótica.  Os BAAR estão 
coradas em vermelho (ZN). 
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Figura 23 - Análise morfométrica da área de pneumonía nos pulmões dos animais infectados 
sobre efeito do tratamento com a Lasiodiplodina.  Imagens de dez seções dos pulmões de cada 
grupo de animais foram capturadas pela câmera Axiocam MCR-5 Zeiss, no aumento de 10X, e 
analisadas com o uso do programa Image J para a determinação morfométrica da área de 
inflamação no pulmão (área de pneumonia). Para quantificar área de pneumonia, foi calculada a 
porcentagem da área pulmonar não aerada em relação da área pulmonar total (100%) de cada 
grupo infectado, subtraindo da média percentual da área não aerada nos pulmões de controle 
(tecido pulmonar). Os resultados obtidos em dois experimentos independentes  são apresentados 
como média ± desvio padrão (n=4). p< 0,01 (**) comparando cada grupo tratado com o grupo 
apenas infectado com a cepa de Mtb M299. 

 

5.8.2. Análise fenotípica das células inflamatórias nos pulmões dos 

camundongos infectados e tratados com lasiodiplodina 

 

Para entender o mecanismo do efeito terapêutico da lasiodiplodina na 

redução da patologia estudamos o influxo de leucócitos inflamatórios para os 

pulmões dos animais infectados através da avaliação fenótipica das 

subpopulações das células mieloides obtidos dos pulmões destes animais. 

Inicialmente, considerou-se o gate de interesse contendo células positivas 

para expressão de CD11b, uma integrina expressa na superfície de células 

mieloides. A partir deste gate, o número de células positivas para expressão de 

Ly6G foi avaliada, uma proteína expressa majoritariamente por neutrófilos. As 

células CD11b+ Ly6G- foram avaliadas quanto a expressão de CD11c, uma 

integrina expressa predominantemente na superfície de células dendríticas e em 

macrófagos alveolares, quanto para a expressão de Ly6C, um marcador das 

populações de monócitos (Ly6Clow) e macrófagos ativados (Ly6Chigh) (Figura 24). 
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Figura 24 - Dot plots representativos da imunofenotipagem da amostra de células mieloides 
obtidas do pulmão do animal infectado através da citometria de fluxo. As áreas delimitadas 
representam o selecionamento da população pretendida para avaliação. 

 

De acordo com as análises microscópicas dos pulmões dos animais 

infectados, que demonstraram grandes aglomerados dos leucócitos, 

principalmente macrófagos e neutrófilos, os dados de citometria apresentaram 

elevado percentual de células CD11b+ (cerca de 30%  de toda população celular 

analisada)  nos pulmões dos animais após 30 dias de infecção (Figura 25A). O 

número destas células nos pulmões dos animais tratados com a lasiodiplodina foi 

menor do que nos animais infectados e não tratados.   

Mais da metade das células CD11b+ expressavam também o marcador 

Ly6G, sugerindo que a maioria destas células foi representada pelos  neutrófilos 

(Figura 25B).   

A população das células CD11b+ Ly6G- incluiu duas principais sub-

populações: células Ly6C+ CD11c- (incluindo monócitos e macrófagos 

inflamatórios) e células Ly6C+ CD11c+ (incluindo células dendríticas e macrófagos 

alveolares ativados). Todas as populações celulares foram reduzidas nos 

pulmões dos animais tratados com lasiodiplodina (Figura 25C-E).  
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 Figura 25 - Análise fenotípica do infiltrado celular pulmonar dos animais infectados pela cepa Mtb 
hipervirulenta sobre efeito do tratamento com lasiodiplodina. O lóbulo inferior esquerdo e os 
lóbulos superior, médio e inferior direito dos pulmões dos camundongos infectados de cada grupo 
foi utilizado para obtenção das células. As células pulmonares de cada animal foram tratadas com 
uma combinação de anticorpos (anti-CD11b-PE, Ly6G-PercP, CD11c-APC, Ly6C-FITC). 
Posteriormente ao tratamento, as células foram fixadas e analisadas em citômetro de fluxo para 
identificação das subpopulações de células (A) mielóides, (B) neutrófilos, (C) macrófagos e 
monócitos inflmatórios (D), células dendriticas (E) e dendríticas derivadas de monócitos. 

 
 
5.8.3. Análise do perfil de citocinas produzidas ex vivo pelas células dos 

pulmões dos camundongos infectados tratados com lasiodiplodina 

 

Os perfis de citocinas/ quimiocinas produzidas pelas células pulmonares 

dos animais infectados são decorrentes dos diferentes níveis de ativação celular 

para cada sub-população no foco inflamatório granulomatoso (ALMEIDA et al., 

2017). Para avaliar o perfil de citocinas produzido pelas células pulmonares, a 

produção dos mediadores químicos (IL-6, IFN-y, TNF-α e IL-17A) foi quantificada 

no sobrenadante da cultura das células do pulmão cultivadas ex vivo por 48 h 

através do kit comercial CBA. 

Quando comparado aos animais infectados e não tratados foi verificado 

altos níveis das citocinas pró-inflamatórias avaliadas, demonstrando uma potente 
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indução da resposta imune do tipo Th1 (Figura 26). Para os animais tratados com 

lasiodiplodina observou-se a diminuição da produção das citocinas pró-

inflamatórias avaliadas, IL-6 (p<0,01), INF-y (p<0,1), TNF-α (p<0,5) e IL-17A 

(p<0,1). A diminuição das citocinas pró-inflamatórias está associado à redução do 

acúmulo de células mieloides nos pulmões dos animais infectados e da patologia 

associada à infecção por cepas Mtb hipervirulentas. 

 

 
    
 
Figura 26 - Produção de citocinas pelas células pulmonares dos animais infectados com cepa Mtb 
hipervirulenta e tratados com a lasiodiplodina.  Os gráficos representam os resultados obtidos para 
as citocinas: IL-6 (A), IFN-y (B), TNF-α (C) e IL-17A (D). Os resultados foram obtidos em dois 
experimentos independentes  e foram apresentados como média ± desvio padrão (n=4). p< 0,01 
(***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*)  comparando cada grupo com o grupo apenas infectado com a cepa 
Mtb M299. 
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 6. DISCUSSÃO 
 

Os fungos endofíticos constituem uma fonte promissora de novas 

substâncias bioativas proporcionando o isolamento de diversos metabólitos 

secundários como alcaloides, flavonoides, quinonas, terpenoides, xantonas, 

esteroides e outros. Tais metabólitos possuem aplicações na agricultura, indústria 

farmacêutica e na indústria biotecnológica (KUSARI et al., 2012).  

Neste estudo investigamos os efeitos antimicobacterianos e anti-

inflamatórios de 51 amostras de fungos endofíticos obtidos de diferentes espécies 

vegetais. O screening inicial foi realizado através da avaliação dos efeitos 

inibitórios das amostras obtidas na produção de NO e TNF-α por macrófagos 

RAW 264.7 estimulados com LPS. Também foi avaliado a citotoxidade celular em 

cultura de macrófagos e os efeitos antimicobacterianos diretamente em cultura de 

M. bovis BCG e cepas Mtb H37Rv M299. 

Para estudos de screening por novas substâncias anti-inflamatórias in vitro, 

o modelo de macrófagos murino RAW 264.7 estimulado por LPS tem sido 

amplamente utilizado por gerar um modelo de inflamação rápido e reproduzível 

para avaliação de substâncias com possível ação farmacológica em reduzir os 

níveis de mediadores inflamatórios em meio de cultura, importantes no processo 

fisiopatológico da inflamação (JUHN et al., 2008). Portanto, o modelo celular 

utilizado neste trabalho para screening de produtos naturais com possível ação 

farmacológica apresenta consistência para avaliação de inibidores potenciais 

contra a produção de iNOS, NO e TNF-α. 

Vinte e cinco amostras foram capazes de inibir a produção de NO enquanto 

apenas cinco destas apresentaram atividade inibitória da produção de TNF-α, o 

que pode sugerir mecanismos de ação diferentes para as amostras que 

apresentaram capacidade de inibir somente um dos mediadores inflamatórios. Em 

geral, as amostras de fungos endofíticos obtidos de O. notata (ON1A, ON1H, 

ON2A, ON6A) e T. bullata (lasiodiplodina) foram mais ativas quanto à modulação 

de ambos os mediadores inflamatórios avaliados.  

Produtos naturais provenientes de fungos endofíticos do gênero Sordaria 

sp. ainda não foram descritos na literatura quanto ao potencial anti-inflamatório. 

Em nosso trabalho, observamos que o extrato etanólico Tb1 apresentou similar 

capacidade inibitória da produção de NO que a fração em acetato etila Tb1A, 
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enquanto as demais frações demonstraram menor potencial inibitório, o que 

sugere que o fracionamento permitiu a concentração de substância(s) na fração 

Tb1A apresentando capacidade de inibir este mediador inflamatório.  

Com atenção na atividade da lasiodiplodina, substância isolada de Tb1A, a 

mesma foi capaz de inibir moderadamente a produção de NO, o que pode indicar 

que outras substâncias presentes na fração Tb1A estejam associadas a este 

potencial. Entretanto, o elevado potencial inibitório da produção de TNF-α 

observado para esta substância pode sugerir que outras substâncias presentes 

na fração Tb1A e, portanto no extrato Tb1 possam interferir na atividade para este 

mediador quando em conjunto. Chuan-Li et al. (2015) descreveu o efeito inibitório 

na produção de TNF-α para a lasiodiplodina na cultura de macrófagos 

estimulados e baixo efeito citotóxico, o que corrobora os dados obtidos. 

Interessantemente, o extrato Tb1, sua fração Tb1A e a lasiodiplodina 

apresentaram capacidade de inibir a produção de IL-1β, enquanto as duas últimas 

amostras também foram capazes de inibir a produção de PGE2. A capacidade de 

inibir a produção de IL-1β foi superior ao apresentado frente ao mediador lipídico 

PGE2. Embora, a PGE2 seja o principal mediador lipídico liberado durante as 

respostas inflamatórias, é também liberado de forma basal em condições 

fisiológicas e participa de alguns processos homeostáticos, tais como a 

manutenção da integridade da mucosa gástrica e da pressão sanguínea 

(GIULIANO and WARNER, 2002 e HARRIS et al., 2002), o que demonstra a 

importância da modulação e não forte supressão da produção deste mediador 

inflamatório pelas amostras.  

Além disso, pode-se perceber que a lasiodiplodina está diretamente 

associada ao potencial inibitório da produção de IL-1β da fração e, por 

conseguinte do extrato Tb1, tendo em vista similar valores de IC50 obtidos neste 

ensaio. Enquanto que, para a inibição de PGE2 o isolamento da substância 

favoreceu a capacidade inibitória. 

Conjuntamente estas amostras foram avaliadas quanto à capacidade de 

modulação da expressão enzimática iNOS e da COX-2, induzidas em processos 

inflamatórios/infecciosos ou sob situações de estresse  conduzindo as células a 

produção de NO e prostaglandinas, respectivamente (DUBOIS et al., 1998).  

As amostras apresentaram elevada capacidade de inibição da expressão 

enzimática da iNOS, em acordância com o observado nos ensaios para 
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verificação da modulação da produção de NO. O mecanismo de inibição da 

produção de NO foi substancialmente fundamentado pela capacidade de suprimir 

a expressão enzimática da iNOS, embora para a fração Tb1A o potencial de 

sequestrar o radical livre NO esteja também associado, tendo em vista que a 

fração em acetato de etila concentra compostos fenólicos em geral com potencial 

antioxidante.  

 A capacidade de inibir a produção de PGE2 por estas amostras decorreu 

da supressão da expressão de COX-2, destacando-se a lasiodiplodina, sendo 

ativa nas duas concentrações testadas (20 e 100 µg/mL).  

Além da investigação das propriedades farmacológicas, para fins 

terapêuticos é fundamental a avaliação dos produtos naturais promissores quanto 

à avaliação da toxicidade celular em cultura de células eucarióticas. DASHTI et al. 

(2014) descreveu que 11% dos possíveis candidatos a fármacos anti-TB são 

excluídos das fases mais avançadas de estudo devido à alta toxidez. Sob este 

prisma, todas as amostras avaliadas no trabalho foram submetidas à análise de 

toxidade celular, onde observou-se que para a maioria das amostras de fungos 

endofíticos isolados de Anemia tomentosa e Stachytarpheta schottiana havia a 

presença de alta citotoxicidade, sendo portanto excluídas das avaliações 

subsequentes. As amostras de fungos endofíticos isolados de O. notata que 

apresentaram citotoxidez elevada também foram excluídas. Em contraste, baixa 

ou nenhuma citotoxidade foi exibida pelas amostras oriundas do fungo endofítico 

Sordaria sp. isolado de T. bullata. 

Tem sido cada vez mais reconhecido que a interação fungo endofítico e 

determinada espécie vegetal hospedeira, o estágio de desenvolvimento da planta 

e a condição climática afetam a qualidade e a quantidade de substâncias 

bioativas produzidas pelos fungos endofíticos, deste modo os fungos podem 

produzir substâncias tóxicas para adaptação e tolerância a estresses bióticos e 

abióticos (GOUDA et al., 2016).  

Além da avaliação da atividade anti-inflamatória, 13 amostras foram 

capazes de inibir o crescimento de ambas as cepas de micobactérias, M. bovis 

BCG e M. tuberculosis H37Rv, destacando-se as amostras AT6H, ON1A, ON1H, 

ON2H, Tb1, Tb1A e lasiodiplodina. Contudo, somente as amostras AT6H, Tb1, 

Tb1A e lasiodiplodina mantiveram a capacidade de inibição do crescimento da 

cepa hipervirulenta Mtb M299 em cultura bacteriana.  
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Além disso, as amostras Tb1, Tb1A e lasiodiplodina foram capazes de inibir 

o crescimento intracelular em macrófagos RAW 264.7 infectados in vitro com as 

diferentes cepas micobacterianas sem interferência da toxidade. Comparando os 

valores de MIC50 pode-se inferir que a lasiodiplodina está diretamente associada 

ao potencial demonstrado pela fração Tb1A e para o extrato Tb1, sendo em torno 

de 2X mais ativa que o mesmo. 

Ressalta-se a importância de avaliar a atuação de substâncias com ação 

em cultura bacteriana, também em cultura de macrófagos infectados. Isto 

possibilita a averiguação da capacidade da substância em adentrar o ambiente 

intracelular a fim de exercer o efeito desejado, além de ampliar a compreensão de 

possíveis atividades imunomodulatórias e serem bons candidatos para estudos 

farmacológicos in vivo (MARRAPU et al., 2011). Para a classe de fungos 

endofíticos nenhum trabalho foi realizado sob este prisma.  

Trabalhos anteriores demonstraram atividade antimicobacteriana foi 

demonstrada para o óleo essencial obtido da Anemia tomentosa (PINTO et al., 

2009) e substâncias isoladas das folhas de Ocotea notata apresentaram a 

atividade antioxidante, antimicobacteriana e foram capazes de inibir a produção 

do NO pelos macrófagos (COSTA et al., 2015). Nossos dados demonstraram que 

os fungos endofíticos isolados destas plantas apresentam efeitos similares.  

Descrições anteriores demonstraram que fungos endofíticos podem 

adquirir a capacidade de biossintetizar metabólitos secundários semelhantes aos 

produzidos pela planta hospedeira, provavelmente devido à recombinação 

genética ocorrida durante a fase evolutiva entre as espécies (ALY et al., 2010). O 

fármaco Taxol, utilizado para o tratamento de câncer de mama e útero, é um 

exemplo, pois tanto a planta Taxus brevifolia, quanto o fungo endofítico 

Taxomyces andreanea isolado da mesma, produzem a substância com a mesma 

atividade (TAN et al., 2001; STROBEL, 2003).  

A lasiodipldodina isolada de Ficus nervosa (CHEN et al., 2010) foi ativa 

frente a cepa Mtb H37Rv (MIC50 < 200 μg/mL) e outros micro-organismos, sendo 

que seus análogos já foram descritos como inibidores da síntese de 

prostaglandinas (YAO et al.,1991). 

Outros fungos endofíticos que possuem atividade antimicobacteriana 

também foram relatados. Deshmukh et al. (2014) demonstrou que substâncias 

produzidas pelo fungo Phomopsis sp, obtido da folha de Tectona grandis L., 
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apresentou atividade contra Mtb H37Rv e produtos naturais obtidos do fungo 

Phoma sp, isolado da planta Saurauia scaberrinae, apresenta atividade inibitória 

frente a outras espécies micobacterianas. 

 É importante ressaltar, as amostras Tb1, Tb1A e a lasiodiplodina, avaliadas 

neste trabalho, que foram ativas frente ao M. tuberculosis, também foram capazes 

de inibir o crescimento de micobactérias não tuberculosas tais como M. kansasii, 

que podem causar sinais clínicos semelhantes ao da tuberculose nos indivíduos 

suscetíveis.  

Foram avaliadas três cepas com diferentes níveis de virulência, sendo uma 

cepa padrão 12478/ATCC, a cepa de média virulência 4404 e cepa hipervirulenta 

8835 (MUSSI, 2017). Ambas as amostras inibiram 60-90% do crescimento de 

todas as cepas de M. kansasii testadas, na concentração de 100 μg/mL, sendo 

Tb1 a mais ativa, inibindo o crescimento destas cepas em todas as concentrações 

testadas. Visto que o tratamento das infecções causadas por MNT, em geral, é 

bastante complexo e demorado, sendo de pelo menos doze meses, utilizando 

combinações de diferentes antibióticos (COWMAN et al., 2012; RYU et al., 2016), 

a busca por substâncias ativas contra estas micobactérias é de extrema 

importância.  

Para a continuação do estudo de produtos de fungos endofíticos como 

fármacos anti-TB, a substância mais ativa e menos citotóxica em experimentos in 

vitro, a lasiodiplodina, foi selecionada para investigação preliminar dos efeitos 

terapêuticos em modelo murino de tuberculose severa estabelecido em nosso 

laboratório (AMARAL et al., 2011; ANDRADE et al., 2012). A combinação das 

atividades anti-inflamatória e antimicobacteriana para uma mesma amostra pode 

proporcionar uma vantagem importante no seu uso contra a TB, tendo em vista a 

possibilidade de redução do período de tratamento, do número de fármacos anti-

TB a serem utilizados e da preservação de função pulmonar (HAWN et al., 2013).  

Trabalhos anteriores enfatizam a importância da avaliação in vivo de 

substâncias potencialmente ativas contra Mycobaterium, em modelos animais 

adequados, utilizando para infecção cepas Mtb emergentes e resistentes ao 

tratamento, e não somente cepas laboratoriais, para de fato se obter substâncias 

de eficácia relevante (ORME, 2011). Além disso, a busca por novos fármacos 

anti-TB para o tratamento adjuvante da TB grave, associada à inflamação 

excessiva, têm sido especialmente incentivada (LECHARTIER et al., 2014; 
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ZUMLA et al., 2014). O modelo murino estabelecido no nosso aboratório está 

baseado na infecção intratraqueal dos camundongos C57BL\6 pela cepa Mtb 

hipervirulenta (cepa M299), que induz nos pulmões dos camundongos pneumonia 

tuberculosa necrótica associada ao recrutamento excessivo dos neutrófilos.  Este 

modelo tem sido utilizado para testes de diferentes novos fármacos anti-TB, 

utilizando os fármacos padrão para comparação: antibiótico anti-Mtb, rifampicina, 

e fármaco anti-inflamatório, ibuprofeno (VENTURA, 2015a).  

Primeiramente, foi avaliado o efeito da lasiodiplodina no crescimento 

bacteriano nos pulmões dos animais infectados. O tratamento durante quinze 

dias, iniciado no décimo quinto dia após a infecção, reduziu a carga bacteriana no 

pulmão cerca de 2,5 Log10 CFU em comparação aos animais não tratados.  

Além de atuar no controle da proliferação bacilar, o tratamento com a 

lasiodiplodina foi capaz de diminuir o número e tamanho das lesões inflamatórias 

no pulmão, o que foi compatível com a diminuição do peso, em cerca de 20% e 

da massa relativa pulmonar em 3% comparada aos animais não tratados.  

Em adição, a análise histopatológica dos pulmões dos animais tratados 

exibiu redução da área de pneumonia tuberculosa, associada à diminuição das 

áreas de alveolite e prevenção do desenvolvimento da necrose nas áreas 

granulomatosas. A diminuição da área de patologia está diretamente relacionada 

à inibição do influxo de células inflamatórias no pulmão e consequente peso e 

massa relativa do pulmão. O tratamento com a lasiodiplodina levou a diminuição 

no número de células recrutadas ao pulmão, principalmente dos 

macrófagos\monócitos inflamatórios.  

O tratamento com a lasiodiplodina também reduziu os níveis de citocinas 

pró-inflamatórias produzidas. A diminuição do influxo celular nos pulmões e 

redução da patologia está associada com a menor produção de citocinas pró-

inflamatórias, o que pode sugerir uma modulação da produção local de citocinas 

pelas células do pulmão. 

O acúmulo excessivo de infiltrado celular inflamatório no pulmão e sua 

relação com a imunopatologia da TB severa têm sido abordados por diversos 

autores e fundamentado no fato que o acúmulo excessivo de leucócitos no 

pulmão, o que conduz a compressão e colapso da estrutura alveolar e endotelial, 

o que em combinação com altas concentrações dos mediadores inflamatórios 

produzidos por estas células, leva a necrose tecidual (ORME, 2011; TORRADO et 
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al., 2010; MARZO et al., 2014). Além disso, o recrutamento de células fagocitárias 

permissíveis induz novos ciclos de replicação bacteriana e favorece a 

disseminação do bacilo (AMARAL et al., 2014).  

 Os dados obtidos neste trabalho demonstram que Tb1, Tb1A e 

lasiodiplodina são promissoras para estudos prospectivos que visam à geração de 

novos fármacos anti-TB para o tratamento dos casos graves da TB, associados 

com a inflamação exacerbada. Este foi o primeiro estudo descrevendo uma nova 

abordagem para o screening de substâncias obtidas de fungos endofíticos anti-TB 

focando a atividade biológica dual, anti-inflamatória e antimicobacteriana.  
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7. CONCLUSÕES 
 

 Vinte e cinco amostras foram capazes de inibir a produção de NO (AT2A, 

AT5A, AT6H, ON1A, ON1H, ON2A, ON2H, ON3A, ON3H, ON4A, ON4H, ON5H, 

ON5A, ON6A, ON6H, ON7A, ON7H, SS2A, SS4H, Tb1, Tb1A, TB1Ap, TB1E, 

TB1B e lasiodiplodina); 

 

 Cinco amostras foram capazes de inibir a produção de NO e TNF-α (ON1A, 

ON1H, ON2A, ON6A e lasiodiplodina). A lasiodiplodina destacou-se quanto à 

inibição da produção de TNF-α; 

 

 As amostras Tb1, Tb1A e lasiodiplodina apresentaram baixa capacidade 

antioxidante, sendo capazes de inibir a expressão enzimática da iNOS, o que 

justificou substancialmente o mecanismo de inibição da produção de NO. As 

amostras também suprimiram a expressão de COX-2 sem interferência da 

citotoxidade; 

 

 Onze amostras foram capazes de inibir o crescimento de M. bovis BCG e M. 

tuberculosis H37Rv em cultura bacteriana (AT6A, AT6H, ON1A, ON1H, ON2H, 

ON7H, SS1H, Tb1, Tb1A, Tb1Ap e lasiodiplodina); 

 

 Quatro amostras apresentaram capacidade de inibir o crescimento da cepa 

hipervirulenta Mtb M299 em cultura bacteriana (AT6H, Tb1, Tb1A e 

lasiodiplodina); 

 

 Três amostras, Tb1, Tb1A e lasiodiplodina, apresentaram inibição de cepas de 

M. kansasii, em diferentes níveis de virulência;  

 

 Tb1, Tb1A e lasiodiplodina foram capazes de suprimir o crescimento 

intracelular bacteriano em macrófagos infectados por Mtb, exibindo capacidade de 

adentrar este microambiente e exercer o efeito desejado; 
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 Em camundongos, o tratamento com a lasiodiplodina inibiu o crescimento 

bacteriano nos pulmões e reduziu em número e tamanho as lesões inflamatórias 

e a área de pneumonia tuberculosa; 

 

 A diminuição da patologia no pulmão foi relacionada à capacidade da 

lasiodiplodina diminuir o influxo de células inflamatórias no pulmão, propiciando a 

redução da necrose nestas áreas e por conseguinte também reduziu a produção 

de citocinas pró-inflamatórias; 

 

 Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que Tb1, Tb1A e lasiodiplodina 

são promissores para estudos prospectivos que visam à geração de novos 

fármacos anti-TB para o tratamento dos casos graves da TB, associados com a 

inflamação exacerbada. 
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9 – ANEXO  

 

Anexo 1 –  
 
 
Efeito inibitório apresentada pelos extratos de fungos endofíticos isolados das espécies vegetais Tocoyena bullata na produção de NO e TNF-α em macrófagos  
RAW 264.7 estimulados por LPS, no crescimento de M. bovis BCG e M. tuberculosis H37Rv em cultura e avaliação da citotoxidade celular pelo método de 
MTT e LDH. 
 

Amostras 
IC50 (µg/mL) MIC50 (µg/mL) MIC90 (µg/mL) MIC50 (µg/mL) MIC90 (µg/mL) MIC50 (µg/mL) MIC90 (µg/mL) 

NO TNF-α LDH MTT M. bovis BCG M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis M299 

Tb1 30,1±1,7 a 291,7±2,4 >500 228,8±1,5 1,5±0,6 1,7±0,5 a 66,8±0,1 374,2±3,4 80,0±0,1 >500 

Tb2 142,6±2,3 b 204,1±2,3 >500 >500 1,6±0,2 3,9±0,4 a 99,9±1,2 >500 184,6±2,4 >500 

Tb3 148,2±1,5 b 74,6±1,9 >500 >500 1,4±0,4 1,5±0,3 a 84,5±0,2 475,2±0,9 96,5±0,2 >500 

Tb4 181,9±1,8 >500 >500 >500 1,0±0,7 5,4±1,3 a >500 >500 >500 >500 

Tb5 322,6±4,5 c 332,6±2,5 a >500 >500 1,9±0,3 4,7±0,2 a >500 >500 >500 >500 
 
Os valores de IC50 e MIC50 de cada amostra foram exibidos como média ± DP.  (n=3) Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas (a-c) são significativamente diferentes 
(p< 0,05 ou p< 0,001; determinado pelo teste de Tukey). 

 

 

 

 



 

97 

 

Sanderson Dias Calixto 

 

Anexo 2 


