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RESUMO

Os fungos s@o organismos que apresentam uma diversidade morfoldgica e fisioldgica, sendo
amplamente utilizados em processos biotecnoldgicos. Neste grupo destacam-se 0s micro-
organismos classificados como endofiticos. Os fungos endofiticos sdo aqueles que, pelo
menos durante parte do seu ciclo de vida, habitam tecidos vegetais sem causar sintomas
aparentes de doenga e podem ser encontrados em diferentes tipos vegetais, desde gramineas a
arvores de grande porte, sendo que de uma tnica espécie vegetal pode-se isolar um expressivo
nimero de fungos. Estes micro-organismos desempenham um importante papel nas relacdes
do seu hospedeiro vegetal com o meio abidtico e bidtico e possuem propriedades como a
capacidade de produzir metabdlitos idénticos ou semelhantes aos de seus hospedeiros e
metabolitos distintos. Esta capacidade os tornaram uma promissora e interessante ferramenta
nas aplicacdes biotecnoldgicas, como na produgcdo de antibidticos, agentes de controle
biologico de pragas e doencas vegetais, bioherbicidas, vetores para inser¢cdo de genes de
interesse em plantas hospedeiras e producao de fito hormonios. Diversas pesquisas t€ém sido
realizadas com o intuito de conhecer a diversidade e a potencialidade dos fungos endofiticos
para a producdo de novos farmacos, podendo destacar os estudos relacionados a
bioprospeccdo de fungos isolados de plantas medicinais. Neste contexto o ecossistema
brasileiro ¢ uma fonte promissora para a descoberta de novos fungos endofiticos associados
principalmente a espécies vegetais de uso medicinal, pois o pais além de possuir uma
diversidade vegetal, possui uma significativa e alta taxa de endemismo de espécies. O Cerrado
brasileiro destaca-se dentre os diversos biomas encontrados no Brasil, por apresentar
caracteristicas Unicas que refletem em sua vegetacao, bem como por existir uma defici€éncia
em estudos sobre sua diversidade vegetal e a diversidade quimica pertencente a estas espécies,
assim como pelos fungos associados a elas. Desta forma a busca por metabdlitos bioativos
produzidos por fungos endofiticos associados principalmente a plantas medicinais do cerrado
ganha espaco e se faz necessdria, ao considerar estes micro-organismos como uma fonte

inesgotavel de novas estruturas de importancia farmacolégica.

Palavras Chave: Fungos Endofiticos, Plantas Medicinais, Cerrado.



1. INTRODUCAO

O aumento da incidéncia de infec¢des microbianas, bem como o surgimento de novas
doencas somado a resisténcia de micro-organismos patogénicos aos medicamentos atuais,
refor¢cam a importancia de estudos de bioprospecc¢do. Considerando que, por milhares de anos,
os produtos naturais t€ém desempenhado um importante papel em todo o mundo no tratamento
e prevencao de doengas humanas, as plantas medicinais € 0s micro-organismos se apresentam
como uma importante ferramenta de estudo, a fim de obter novas moléculas bioativas que
sirvam como prototipos para o desenvolvimento de novos medicamentos.

Produtos naturais, ou seja, compostos quimicos ou substancia com atividade bioldgica
produzidos por fungos endofiticos, aqueles que vivem assintomaticamente no interior de
tecidos vegetais, t€ém sido descritos como capazes de inibir ou matar uma ampla variedade de
micro-organismos patogénicos que afetam humanos e animais, como bactérias, fungos, virus
e protozodrios. Estes micro-organismos podem ser encontrados em diferentes tipos vegetais,
desde gramineas a arvores de grande porte, e sdo de grande importancia biotecnolégica, uma
vez que, além de novos farmacos e agroquimicos, podem atuar como agentes de controle
bioldgico.

A literatura sobre o tema afirma que € possivel isolar de uma tnica espécie vegetal um
expressivo nimero de fungos endofiticos e que todas as plantas estudadas até o momento
possuem tais micro-organismos. Baseando-se nestes dados € de extrema relevancia estudos
que busquem a extensdao da variabilidade de espécies endofiticas, tipos de associagdes
existentes entre fungos endofiticos e as plantas hospedeiras, bem como o conhecimento de
seus produtos secunddrios (metabdlitos) provenientes ou ndo da interagdo com o vegetal.

As plantas medicinais exercem importancia fundamental para a humanidade, sendo
utilizadas pela medicina classica e popular como fitoterdpicos, em substituicdo aos
medicamentos sintéticos e apresentam elevados teores de dleos essenciais, 0s quais sao
empregados nas indudstrias. Neste contexto o ecossistema brasileiro é uma fonte promissora
para a descoberta de novos fungos. A probabilidade de se encontrar fungos endofiticos
capazes de produzir substancias bioativas com atividade bioldgica é alta, uma vez que o Brasil
tem a flora mais rica do mundo, com mais de 56.000 espécies de plantas — quase 20 por cento
da flora mundial.

Trabalhos demonstram que algumas propriedades medicinais atribuidas aos vegetais
podem estar relacionadas ao produto do metabolismo secundério de seus fungos endofiticos,

como por exemplo, a descoberta de que o antitumoral taxol (ou paclitaxel), ndo era produzido
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exclusivamente pelo vegetal T. brevifolia, mas também pelo fungo endofitico 7. andreanea.
Do ponto de vista ecoldgico, esta descoberta possibilita minimizar as limitagdes associadas
com a produtividade e vulnerabilidade de espécies vegetais (perigo de extingdo) como fontes
de novos metabdlitos. Além de ser economicamente mais vidvel e pratico utilizar o fungo
endofitico como produtor da substincia em questdo, uma vez que métodos tradicionais de
extracdo do taxol a partir das cascas de T. brevifolia sdo ineficientes e caros: 1 kg de taxol é
suficiente para tratar apenas 500 pacientes, e sua produgdo requer 10 toneladas de casca ou
300 arvores.

Considerando que um dos critérios utilizados para selecdo de plantas a fim de isolar
fungos endofiticos € o seu uso como fonte medicinal, comprovada cientificamente ou apenas
de uso popular, se faz necessario estudos que visem a diversidade e bioprospec¢do de novas
moléculas bioativas oriundas deste grupo de micro-organismos associados a plantas

medicinais.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento bibliografico sobre a diversidade e o potencial

biotecnoldgico de fungos endofiticos associados a plantas medicinais do cerrado.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Discorrer sobre a importancia ecoldgica e biotecnoldgica dos fungos em geral, dando
enfoque aos fungos endofiticos;

- Mostrar o papel das interacdes dos fungos endofiticos com seus hospedeiros e sua
capacidade de producdo de substincias biologicamente ativas;

- Descrever a diversidade de plantas no Brasil, bem como a importancia do Cerrado e
as plantas medicinais;

- Realizar um levantamento dos estudos de bioprospeccdo de fungos endofiticos

associados a plantas medicinais do cerrado brasileiro.
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3. METODOLOGIA

A metodologia utilizada para a realizagcdo deste trabalho constituiu-se de
levantamentos bibliograficos de publica¢des disponiveis em bases de dados, tais como:
PubMed, Medline, SciElo, Science Direct, portal de periddicos CAPES, dentre outros de
acesso publico via Internet como sites de 6rgaos federais e estaduais. Houve a utilizacdo de
livros didaticos, dissertagdes e teses relacionados com o tema. Pesquisaram-se publicacdes
cientificas nos periodos de 1996 a 2012 referentes a diversidade endofitica, fungos endofiticos
com potencial para a bioprospeccdo, fungos endofiticos isolados de plantas medicinais,
fungos endofiticos isolados de plantas do cerrado, o bioma cerrado, biodiversidade brasileira,
dentre outros.

Utilizaram-se como base para pesquisa dos artigos palavras chaves e os seguintes
temas: cerrado, plantas medicinais do cerrado, fungos endofiticos associados a plantas
medicinais, fungos endofiticos, endofiticos, taxonomia de fungos endofiticos, metabdlitos
secunddrios, substancias bioativas, bioprospec¢dao de fungos “diversity endophytic”, “fungal
endophytes”, “endophytic  association”, ‘“endophytic fungi and biothecnology”,
“bioprospecting”, atividade bioldgica antibacteriana, antioxidante, antiinflamatdria, antiviral,
antifingica, dentre outras. Os artigos e textos foram selecionados de acordo com a relevancia

e as informacdes foram reunidas para o desenvolvimento da monografia.



13

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 FunNGOS: UMA VISAO GERAL DA IMPORTANCIA ECOLOGICA E

BIOTECNOLOGICA

Hé muitas décadas se sabe a grande importancia que os fungos tém na preservacao da
diversidade bioldgica, na manutencdo de ecossistemas e seu papel nas interagcdes com o
homem, animais e plantas. Tais micro-organismos sdo componentes cruciais nos ciclos
biogeoquimicos e se revelam importantes agentes no estudo de ecologia microbiana, na
compreensdo dos processos genéticos e evolutivos, no controle ambiental e nas aplicagdes
biotecnolégicas (PEREIRA, 2009; BASSO, GALLO e BASSO, 2010; DELABONA, 2011;
LOPES, 2011).

O importante papel dos fungos nos nichos ecolégicos esta relacionado com a maneira
pela qual os fungos interagem com o meio ambiente e de como estabelecem relagdes com
outros organismos vivos (parasitas, saprobios e simbiontes), sendo que dois tercos das
espécies conhecidas estabelecem intimas relacdes com outros organismos (BARBIERI e
CARVALHO, 2001). Os fungos formam assim um grupo de organismos com grande
diversidade morfoldgica, fisioldgica e ecoldgica (Figura 1) (PUTZKE e PUTZKE, 2004).

De maneira geral podemos classificar os fungos como organismos eucarioticos,
aclorofilados, heterétrofos e quimiorganotréficos, possuem parede celular definida,
constituidas principalmente por quitina, glucanas e manana (ALEXOPOULOS, 1996). Sua
membrana celular € rica em ergosterol, um componente responsavel pela estruturacdo da
membrana, permeabilidade e modulagdo da fluidez (LOGUERCIO-LEITE, 2006). Podem ser
unicelulares ou pluricelulares reproduzindo-se nas formas assexuadas e/ou sexuadas, que
originam 0s esporos principais responsaveis pela propagacdo das espécies (PUTZKE e
PUTZKE, 2004; MAIA e CARVALHO JUNIOR, 2010; TERCARIOLI et al., 2010). As
estruturas somdticas filamentosas, conhecidas como hifas, sdo diferenciadas das reprodutivas
exibindo variedades de formas o que possibilita sua identificacdo e classificacio (MAIA E
CARVALHO JUNIOR, 2010).

Os fungos sdo classificados em cinco filos: Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota, Basidiomycota (ALEXOPOULOS et al., 1996), e Glomeromycota, um grupo
anteriormente descrito como pertencente ao filo Zygomycota, classe Glomales, e
reclassificado como clado irmao de Ascomycota e Basidiomycota (SCHUBLER et al., 2001).

Estes micro-organismos podem ser encontrados nos mais diversos ambientes, aquiticos ou
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terrestres, dos tropicos as regides darticas e antdrticas, fontes hidrotermais, sedimentos de
rochas profundas, e em desertos sendo considerados, portanto, como cosmopolitas
(LOGUERCIO-LEITE, 2006; MAIA e CARVALHO JUNIOR, 2010; TERCARIOLI et al.,
2010).

S\Vyri

Figura 1: Representacdo esquemadtica de ambiente “tipicamente criptogadmico”, dominado por
fungos. Nesta figura é possivel verificar as mais diversas formas e interagdes com o meio
ambiente (parasitas, saprobios e simbiontes). Pelo menos uma espécie de cada grupo é
representada. a - b: Myxomycota; c: micélio; d — m: Ascomycota; n — p: Liquens; r - s:
Zygomycota; t — z: Basidiomycota (Gasteromycetes); 1 — 15: Basidiomycota (outros).

Modificado de PUTZKE e PUTZKE, 2004.

Segundo Maia e Carvalho Junior (2010), devido a vasta diversidade encontrada,

delimitar os fungos como um grupo foi um grande desafio para os taxonomistas. Porém, as
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controvérsias e dificuldades, em determinar caracteristicas que englobem todos os individuos,
estdo sendo sanadas pelos esforcos em estabelecer uma definicdo filogenética baseada na
andlise de DNA, principalmente nas seqiiéncias relevantes. Genes ribossomais sdo mais
frequentemente empregados na anélise filogenética de fungos. Dentro do rDNA loci, a regiao
ITS tem sido particularmente util para anélise de espécies de fungos intimamente relacionados
em muitos géneros (GARCfA et al., 2012). A sensibilidade e especificidade das técnicas de
biologia molecular para a diferenciacio genética das espécies tém promovido grandes avancos
na identificacdo de espécies de fungos, porém, andlises da morfologia, dos aspectos
ecologicos e fisioldgicos, como producdo de aciicares e outros compostos sdo de igual
importancia (ORLANDELLI et al., 2012). Na taxonomia polifdsica ha uma integracdo de
caracteres fenotipicos a sequéncias de DNA, nela os aspectos micromorfolégicos,
macromorfolégicos, fisiologia, metabdlitos e estruturas moleculares sdo de igual relevancia e
importancia para a determinacdo estdvel de uma dada (SILVA, 2012).

As estimativas com relagdo ao nimero de espécies de fungos existentes no mundo sao
distintas na literatura. Segundo Alexopoulos e colaboradores (1996) existem
aproximadamente 1,5 milhdes de espécies de fungos, dos quais somente cerca de 70 mil ja
foram descritas.

No Catéalogo sobre a diversidade das plantas e fungos do Brasil realizado por Forzza e
colaboradores (2010), foi registrado um total de 3.608 mil espécies de fungos, sendo 523
endémicas, representando uma taxa de 14,5% de endemicidade das espécies do Brasil. Para
estes pesquisadores, a baixa porcentagem de fungos (cerca de 5%) presente neste estudo,
deve-se entre outros fatores, a problemas de coleta, andlise e delimitacdo taxondmica. Eles
ressaltam ainda que grande parte das espécies seja microscOpica € pouco estudada,
dificultando assim 2 estimativa. E certo para estes pesquisadores que a inclusdo de dados
ainda nao aferidos e a realizacio de um maior nimero de coletas e estudos ocasionard
concomitantemente o aumento no nimero desses organismos registrados no Brasil.

Os fungos sdo amplamente utilizados em processos biotecnoldgicos, em grande parte,
devido a sua habilidade de crescer em substratos simples e de serem capazes de produzir uma
ampla variedade de metabdlitos secundérios. Vdrios sdo os exemplos que comprovam a
utilizacdo de seus recursos em bioprocessos com a finalidade de prover bens ou servigos de
suma importancia nas atividades socioecondmicas tais como: (BASSO, GALLO e BASSO,
2010; LOPES, 2011):

- Area Ambiental: a recuperagio de dreas degradadas por meio da biorremediagio;
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- Agropecudria: destacam-se os organismos fixadores de nitrogénio e os empregados
no controle bioldgico de pragas;
- Area de alimentos: empregados na producio de bebidas, panificacio, queijos, dentre outros;
- Industria: utilizagdo para transformagdo de substratos em produtos de maior valor
agregado e principalmente na producdo de enzimas e antibidticos (DELABONA, 2011;
COSTA et al.,, 2012). Exemplos de espécies fungicas de importancia industrial e suas

aplicacdes sao apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Aplicabilidade de produtos fiingicos na industria.

Compostos Fungos Filamentosos Principal area de aplicacao
Quimosina Aspergillus niger Indistria de alimentos
Celulase Trichoderma viride; T. reesei;  Industria téxtil e papelaria
Humicola insolens; Penicillium
Sfuniculosum
Lipase Aspergillus niger; A. oryzae Indistria de alimentos e de
detergentes
Protease Aspergillus niger; A. oryzae; Indistria de alimentos e de

A. melleus; Rhizopus delemar;  detergentes
Heliscostylum piriforme

Cefalosporina Acremonium chrysogenum Inddstria Farmacéutica
(antibidtico)

Cilosporina Tolypocldium niveum Industria Farmacéutica
(imunossupressor)

Griseofulvina Penicillium griseofulvum Inddstria Farmacéutica
(antifingico)

Lovastatina Monascus ruber, A. terreus Inddstria Farmacéutica
(hipocolesterolemiante)

Penicilina Penicillum chrysogenum Inddstria Farmacéutica
(antibidtico)

Betacaroteno Blakeslea trispora, Industria de alimentos (corante e

Choanephora curcubitarum antioxidante)

Lentiano Lentinula edodes Inddstria Farmacéutica
(antitumoral e efeito contra HIV)

Krestin Trametes versicolor Inddstria Farmacéutica

(polissacarideo PSK) (Tratamento de cincer mama e
pulmao)

Asperlicina Petromyces alliaceus Indistria Farmacéutica
(Tratamento de distirbios
gastricos)

Fonte: GUNATILAKA, 2006; TERCARIOLI et al., 2010; LOPES, 2011. Modificado.
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Considerando a grande utilizagdo dos fungos, indmeras sdo as expectativas para o
descobrimento de novas espécies, em especial as endofiticas, capazes de produzir metabodlitos
biologicamente ativos. O Brasil pode contribuir significativamente para esta area de pesquisa,
pois possui um grande potencial biolégico a ser explorado. Ele detém cerca de 13% da
biodiversidade do planeta, sendo grande parte ainda ndo estudada, possibilitando assim o
desenvolvimento de pesquisas e produtos com utilidades nos mais diversos eixos industriais e
no setor da bioprospec¢do. Tendo esta como método ou forma de localizar, avaliar e explorar
sistematica e legalmente a diversidade de vida existente em determinado local com objetivo a

busca de recursos genéticos e bioquimicos para fins comerciais (Azevedo, 2003).

4.2 FUNGOS ENDOFITICOS
4.2.1 CONSIDERACOES GERAIS

Micro-organismos endofiticos sdo aqueles que, pelo menos durante parte do seu ciclo
de vida, habitam tecidos vegetais sem causar sintomas aparentes de doenca ou efeitos
negativos a seus hospedeiros (BACON & WHITE, 2000; ARNOLD, 2007; MACCHERONI,
ARAUJO e LIMA, 2010). De acordo com Ferrara (2006) e Strobel et al. (2004) todos os
vegetais estudados até o momento abrigam micro-organismos endofiticos, podendo ser
isolados de modo geral em partes aéreas (folhas), caules, raizes e frutos (AZEVEDO, 1998;
NETO, AZEVEDO e ARAUJO, 2002).

Os micro-organismos endofiticos foram mencionados pela primeira vez ainda no
inicio do século XIX por Darnel (STROBEL, 2003), mas somente em 1866, o botanico Barry,
propds a distin¢ao entre os micro-organismos endofiticos dos fitopatogénicos, causadores de
patogenias em vegetais (NETO et al., 2004), distinguindo-se também dos micro-organismos
epifiticos, que vivem na superficie dos 6rgaos e tecidos vegetais (AZEVEDO, 1998).

Entre os micro-organismos endofiticos isolados, incluem principalmente fungos e
bactérias, sendo que os fungos sdo isolados geralmente com maior freqiiéncia (TAN & ZOU,
2001; STROBEL & DAYSE, 2003; STROBEL et al., 2004). Rodriguez et al. (2009) divide
os fungos endofiticos em dois grandes grupos, de acordo com diferencgas taxondmicas, plantas
hospedeiras e funcdes ecoldgicas: os endofiticos clavicipitaceos (C-endofiticos), que infectam
somente gramas; e os endofiticos ndo clavicipitaceos (NC-endofiticos) que sao isolados de
tecidos assintomdticos de plantas nao vasculares, samambaias e angiospermas. Contudo, o
grupo dos NC-endofiticos sdo fungos altamente diversos que se divide em pelo menos trés

classes funcionais distintas.
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Os estudos sobre a diversidade e papel dos endofiticos de forma geral, demonstram
que estes micro-organismos ndo sdo meros habitantes de seus hospedeiros, mas possuem
importantes propriedades e contribuem para a preservagao da diversidade biolégica. Com o
acimulo de informacdes sobre os endofiticos foi possivel o estabelecimento de teorias
relacionadas a sistematica de fungos, a bioquimica, fisiologia e ecologia das interagdes do
endofitico com sua planta hospedeira (STROBEL e DAISY, 2003; STROBEL et al., 2004;
ARNOLD, 2007).

Os fungos endofiticos representam uma abundante e confidvel fonte de novos
compostos com potencial para a exploracdo. Isto os tornam uma promissora € interessante
ferramenta nas aplicacdes biotecnoldgicas como: producdo de antibidticos, agentes de
controle bioldgico de pragas e doencas vegetais, bioherbicidas, vetores para inser¢do de genes
de interesse em plantas hospedeiras e producao de fito hormonios (MAKI, 2006).

Segundo Azevedo (1998) os micro-organismos endofiticos ficaram esquecidos até
meados dos anos de 1970, quando entdo ressurge o interesse pelos mesmos. O
questionamento sobre possiveis beneficios ou prejuizos as plantas hospedeiras, capacidade de
biossintetizar metabdlitos secundérios, extensdo da variabilidade de fungos endofiticos e as
propriedades da relagdo endofitico hospedeiro, conduzem diversas investigagoes.

A enorme diversidade bioldgica, juntamente com a capacidade de biossintetizar
metabodlitos secunddrios, impulsionaram uma série de investigacOes sobre a extensdo da
variabilidade de fungos endofiticos (KUSARI, HERTWECK e SPITELLER, 2012), e o seu
potencial como fontes de novas drogas. Como demonstrado na figura 2, tal dado pode ser
evidenciada pelo aumento considerdvel no nimero de publicagcdes sobre os fungos endofiticos

(ALY et al., 2010).

Publicacdes sobre Fungos Endofiticos

6%

2000 -2001 (18)
2002 -2003 (14)
2004- 2005 (36)
2006 -2007 (69)
=2008-2009 (113)

Figura 2: A figura indica o aumento constante no numero de pesquisas e publicacdes
relacionadas a produtos naturais bioativos produzidos por fungos endofiticos (ALY et al.,

2010).
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No Brasil, as pesquisas relacionadas a este grupo de micro-organismos € seus
metabolitos bioativos foram iniciadas no comeco da década de 1990, no Departamento de
Genética da Universidade de Sdo Paulo - ESALQ/USP (AZEVEDO et al., 2000). Atualmente
no Diretério dos Grupos de Pesquisa no Brasil/Plataforma Lattes/CNPQ 49 grupos estio
envolvidos exclusivamente em pesquisas com fungos endofiticos, sendo que apenas 16 grupos
estdo relacionados com estudos voltados para metabdlitos bioativos com potencial terapéutico

provenientes destes micro-organismos.

4.2.2 INTERACAO ENTRE FUNGOS ENDOFIiTICOS E HOSPEDEIRO

Segundo Maccheroni, Aradjo e Lima (2010) a interacdo fungo endofitico- planta
hospedeira € tao intima que tem sido sugerido que esta interagdo seja resultante de processos
co-evolutivos entre planta e patégenos. Evidéncias de micro-organismos associados a plantas
foram encontradas em tecidos fossilizados de caule e folhas, provando a intima unido das
plantas e fungos (ZHANG, SONG e TAN, 2006). Estruturas fingicas bastantes visiveis foram
encontradas em registros fosseis de quatrocentos milhdes de anos (Periodo Devoniano) em
raizes de Rhynia, consideradas as pioneiras no processo de ocupacdo terrestre.
Evolutivamente, as plantas necessitam algumas associagdes, especialmentre com micro-
organismos, a fim de se adaptar a certos nichos ecolégicos e manter seu crescimento e
desenvolvimento normais (SINGH et al.,, 2011). A conquista do ambiente terrestre
provavelmente estaria relacionada a esta associagdo com os fungos (RODRIGUEZ, 2009;
TERCARIOLI et al., 2010).

As associagdes e interacao de fungos endofiticos com seus hospedeiros sdo complexas
e variadas. Dependendo do modo pelo qual o fungo infecta seu hospedeiro e da extensao da
resposta da planta, pode-se ter uma colonizacdo sist€mica ou local, inter ou intracelular
(MAKI, 2006). D’Amico e colaboradores (2008) relatam que os fungos endofiticos se
propagam por dois diferentes modos, um vertical, em que o fungo endofitico infecta o 6vulo
da planta hospedeira, e assim propaga através das sementes; ou horizontalmente, em que o
fungo endofitico ndo € transportado pelas sementes, mas € disperso pelo ar, 4gua ou vento.

Para o estabelecimento da associagdo fungos endofiticos hospedeiro, os endofiticos
devem ser compativeis com a planta hospedeira e capazes de colonizar seus tecidos
(DUDEJA et al., 2012), enquanto a planta deve apresentar uma predisposi¢ao para ser

colonizada por estes micro-organismos (MACCHERONI, ARAUJO e LIMA, 2010).
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No inicio da colonizacdo o fungo endofitico precisa penetrar na planta hospedeira e
alcancar o interior de seus tecidos. Ele utiliza como porta de entrada ao vegetal os acessos
naturais, como os poros e estomatos (Figura 3), ou artificiais como feridas causadas por
insetos, fungos patogénicos ou até mesmo pelo desgaste das raizes em virtude do atrito com a
terra durante seu crescimento (AZEVEDO, 1999; AZEVEDO, 2000; COSTA, 2003; NETO et
al., 2004; FERREIRA, 2007; RODRIGUEZ et al. , 2009).

Os fungos endofiticos desenvolveram mecanismos especiais que os permitiram maior
sucesso na colonizacdo vegetal. Eles secretam uma variedade de enzimas, tais como enzimas
hidroliticas, como a celulase e pectinase (ZHANG, SONG e TAN, 2006) que atuam nas
etapas de penetragdo, colonizacdo e crescimento no interior do tecido hospedeiro
(CHANDRA, 2012). E necessario o reconhecimento do hospedeiro, a germinagdo de esporos,
a penetracdo da epiderme e colonizacdo do tecido. Apds a entrada na planta hospedeira, o
fungo endofitico pode colonizar os espagos intercelulares, os vasos condutores (xilema e
floema) e podem ser observados no interior das céluas (MACCHERONI, ARAUIJO e LIMA,
2010). Com o sucesso da colonizagdo no tecido hospedeiro, o nicho endofitico torna-se
estabelecido, e assim 0 micro-organismo obtém uma fonte vidvel de nutri¢do (DUDEJA et al.,

2012).

Figura 3: Microscopia eletronica de varredura de células de leveduras endofiticas. As setas
proximas e no interior de estomatos de folhas de citros referem-se a células leveduriformes. A
imagem representa uma porta de entrada natural para os fungos endofiticos (MACCHERONI,

ARAUIJO e LIMA, 2010).

Na planta € formada uma associa¢do mutualistica onde sdo encontradas trocas nos dois
sentidos desta relacdo. A planta fornece ao fungo, nutrientes e protecdo, em contra partida, o

fungo endofitico confere a seu hospedeiro propriedade interessante, atuando como mediador
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da planta com seu ambiente, tornando-a mais competitiva frente a estresse bidtico ou abidtico
(BARBIERI e CARVALHO, 2001; BACKMAN e SIKORA, 2008; MACCHERONI,
ARAUIJO e LIMA, 2010; CHANDRA, 2012).

Além do mencionado acima, diversos beneficios podem ser conferidos ao vegetal por
meio da relacdo entre o fungo endofitico — hospedeiro, como: modificagdes morfoldgicas da
raiz para melhor captacdo e acumulacdo nutricional; ativacdo da resposta, mais rdpida e
eficiente, frente ao estresse hidrico; prevencdo de infeccdes de agentes patogé€nicos através da
producdo de agentes antifiingicos ou antibacterianos, ou pela competicao de nutrientes com
outros patdgenos; protecdo contra herbivoria; regulacdo osmdética e estomdtica; propocia o
crescimento da planta (podem acelerar a emergéncia das plantulas); auxilia a aquisicdo de
nutrientes, por exemplo, nitrogénio via fixacdo de solubilizagdo de fosfato, ou quelante de
ferro e, atua na alocagdo desses recursos (ARNOLD, 2007; RODRIGUEZ, 2009; DUDEJA et
al., 2012).

A presenca do fungo endofitico Fusarium moniliforme em milho (Zea mays) leva a
alteracdes bioquimicas e histoldgicas do vegetal, como a deposi¢do acelerada de lignina
(MACCHERONI et al.,, 2010) e outros compostos que reforcam as paredes celulares,
tornando mais dificil para os elementos patogénicos a infec¢do do tecido, proporcionando
assim o aumento da resisténcia da planta hospedeira. Esta estratégia vegetal também pode ser
empregada em relacdo aos endofiticos, pois tal acdo limitard o crescimento dos mesmos,
impedindo-os de se tornarem virulentos (DUDEJA et al., 2012).

Existe um equilibrio entre a viruléncia do fungo e a defesa da planta. Se este equilibrio
for perturbado, por uma diminui¢do na defesa da planta ou por um aumento exacerbado do
fungo, o estado de laténcia deste pode ser quebrado, gerando assim uma possivel doenca no
hospedeiro (TAN e ZOU, 2001; CHANDRA, 2012). Kusari e colaboradores (2012) expdem
em seu trabalho (Figura 4) a hipdtese proposta por Schulz & Boyle (2005) sobre o
“antagonismo equilibrado”.

Nesta hipdtese a colonizag@o assintomatica € resultante de uma relagdo balanceada da
resposta vegetal frente a viruléncia do fungo endofitico. Tanto os fungos endofiticos como os
patégenos possuem vdrios fatores de viruléncia que sdo enfrentados pelos mecanismos de
defesa da planta. Se a viruléncia do fungo endofitico e a defesa da planta sdo equilibradas, a
associacdo continua aparentemente assintomdtica (A). Esta fase € apenas um periodo de
transi¢cdo, pressoes de fatores ambientais podem desestabilizar o equilibrio dos antagonistas.
Se os mecanismos de defesa da planta neutralizarem completamente os fatores de viruléncia

do fungo, este morrerd, porém, se a planta sucumbir a viruléncia do fungo, um relacionamento
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planta- patégeno conduziria a doenca da planta (B). Em alguns casos os fungos endofiticos
podem tornar-se agentes patogénicos latentes (C), na medida em que sdo influenciados por
certos fatores intrinsecos ou ambientais, como por exemplo, estresse ou idade da planta. De
acordo com a hipétese da co-evolucdo planta — endofitico, pode ser possivel que os
endofiticos auxiliem a planta na defesa quimica através da producdo de metabdlitos
secundérios bioativos (D). Os fungos endofiticos, em um processo competitivo de espaco e
nutrientes com os patdégenos, podem sintetizar inimeros compostos antagénicos que inibem o
desenvolvimento destes. Outra forma de defesa proposta nesta figura € da acao sinérgica entre
fungos endofiticos e as plantas. A acdo combinada entre os dois contribuiria para a defesa da

planta através da neutraliza¢io do patégeno (E).

Fatores
ambientais

Planta

Sinergismo
Balanceado

Endofitico

> Patogeno
|
74" A

Fatores Fatores

ambientais ambientais

Figura 4: Esquema sobre a hipdtese de antagonismo balanceado entre Planta-Fungo.
Apresentacdo das interagdes com énfase em fungos endofiticos. (A) Mostra a hipdtese
antagonismo equilibrado; (B) doenca causada por fungos patogénicos; (C) a reciprocidade
endofitico- patégeno. O ponto de interrogacdo (?) indica que este fenomeno pode nao ser
universal, e mais pesquisas sdo necessdrias para confirmacao; (D) producdo de metabolitos

secundérios bioativos por planta e fungos; (E) sinergia equilibrada (KUSARI et al., 2012).
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Em alguns casos, fungos associados a plantas sdo capazes de produzir os mesmos
compostos bioativos ou entdo metabolitos secundérios semelhantes ao que a planta hospedeira
produz. Esse argumento afirma a teoria de que, durante a co-evolucdo de fungos endofiticos e
suas plantas hospedeiras, os micro-organismos adaptaram-se a seus microambientes especiais
por variacdo genética, incluindo absorcdo de partes do DNA hospedeiro em seus genomas
proprios (ZHANG, SONG e TAN, 2006; CHANDRA, 2012). Esta transferéncia de gene pode
ter causado a capacidade de certos endofiticos de biossintetizar alguns fitoquimicos
originalmente produzido pela planta hospedeira (STROBEL et al., 1996; RODRIGUEZ,
2009).

E possivel evidenciar esta estreira interelagio no caso da planta Taxus brevifolia.
Inicialmente o diterpendide paclitaxel, antitumoral de altissimo valor econdmico utilizado no
tratamento do cancer de mama, era extraido exclusivamente do vegetal 7. brevifolia. A partir
dos estudos de Stierle e colaboradores (1995) foi possivel evidenciar a producdo do taxol
também pelo fungo endofitico Taxomyces andreanea.

Apesar de muitos fungos estabelecerem uma relagdao intima com seu hospedeiro como
citado anteriormente, alguns estudos posteriores revelaram que a sintese do paclitaxel era
realizada por outros fungos endofiticos, incluindo Pestalotia, Pestalotiopsis, Fusarium,
Alternaria, Pithornyces, Monochaetia e outros (STROBEL, 1996; NETO et al., 2004).

Outro fator importante que atua na diversidade endofitica estd relacionado a espécie
hospedeira, como por exemplo as condicdes ambientais ao qual a planta estd adaptada.
Oscilacdes de fatores abidticos, tais como temperatura, regime de chuvas, ou biéticos, como a
predominancia de determinadas espécies de micro-organismos presentes naquele hospedeiro

podem interagir e interferir nos metabdlitos secundarios de ambos (MAKI, 2006).

4.2.3 DIVERSIDADE E POTENCIALIDADE DOS FUNGOS ENDOFITICOS PARA A

BIOPROSPECCAO

Diversos autores afirmam que um expressivo nimero de fungos endofiticos pode ser
isolado de uma tnica espécie vegetal, sendo que, pelo menos um € especifico ao hospedeiro
(TAN e ZOU, 2001; FERRARA 2006; ARNOLD, 2007; MACCHERONI et al., 2010;
SINGH et al., 2011). Estes sdo encontrados nos mais diversos tipos vegetais, em tecidos de
hepaticas, antoceros, musgos, samambaias, gimnospermas e angiospermas crescendo em
muitos ambientes incomuns (STROBEL & DAISY, 2003; STROBEL et al., 2004; ARNOLD,

2007). Sabendo-se que provavelmente todas as plantas possuam micro-organismos
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endofiticos, pode-se inferir que os fungos endofiticos sdo hiperdiversos, uma vez que a
estimativa aproximada de plantas no mundo é de cerca de 300 mil espécies (SELIM et al.,
2012).

Os fungos endofiticos mais comumente isolados pertencem ao filo Ascomycota, porém
outros filos sdo encontrados em menor frequéncia. Dentro do filo Ascomycota, inclui-se vérias
espécies de Sordariomycetes e Dothideomycetes. Os géneros comumente encontrados
incluem: Xylaria, Colletotrichum, Botryosphaeria, Phomopsis, Pestalotia, Rhizoctonia,
Fusarium, Trichoderma, Phoma, Phyllosticta, Alternaria, Nodulisporiume e Daldinia
(RODRIGUES & SAMUELS, 1999; SURYANARAYANAN et al., 2002; SCHULZ &
BOYLE, 2005; ARNOLD, 2007).

Orlandelli e colaboradores (2012), ao estudar a diversidade da comunidade de fungos
endofiticos associados a Piper hispidum (Piperaceae), identificaram 21 isolados pertencentes
a 11 géneros: Alternaria, Bipolaris, Colletotrichum, Glomerella, Guignardia, Lasiodiplodia,
Marasmius, Phlebia, Phoma, Phomopsis e Schizophyllum; e um isolado identificado apenas
ao nivel da ordem Diaporthales. Dentre os géneros identificados, Bipolaris foi o mais
freqiiente.

Ao avaliar a diversidade de fungos endofiticos associados a seis espécies de plantas
medicinais, coletadas no Jardim Botanico de Beijing, Sun e colaboradores (2008) recuperaram
973 isolados a partir de 1144 fragmentos de tecidos vegetais. Alternaria alternata foi a
espécie dominante nas seis plantas, e Microsphaeropsis conielloides também foi dominante
em Eucommia ulmoides. A diversidade foi visivelmente maior nos galhos do que aqueles
isolados em folhas, nas seis plantas examinadas. A coloniza¢do e taxas de isolamento de
fungos endofiticos aumentaram com a idade do galho. Os resultados baseados em andlises de
similaridade indicaram que alguns fungos endofiticos mostravam certo grau de acolhimento e
de preferéncia de tecido.

Pimentel e colaboradores (2006 A), isolaram 297 fungos endofiticos a partir de 1728
fragmentos de hastes e folhas de Glycine max (L.) Merril provenientes de plantas do campo e
de casa de vegetacdo, coletadas cerca de 20 e 40 dias apds a germinacdo das sementes. Os
isolados obtidos pertenciam aos grupos: Alternaria, Cladosporium, Chaetomium, Curvularia,
Drechslera,  Scopulariopsis, Acremonium, Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium,
Paecilomyces e Penicillium. Neste estudo percebeu-se diferencas qualitativas e quantitativas
entre os isolados, em relagdo a micobiota de hospedeiros provenientes do campo e de casa de
vegetacdo, com maior frequéncia de fungos isolados de plantas no campo em comparacao

com as de casa de vegetacdo. Estes, dentre outros resultados obtidos nesse trabalho, podem
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ser de utilidade do ponto de vista biotecnolégico pelo uso de endofiticos introduzidos
deliberadamente em plantas visando o controle biolégico de pestes ou promog¢do de
crescimento vegetal.

O trabalho realizado por Pimentel, Figura e Auer (2010) teve como objetivo estudar os
fungos endofiticos em aciculas de arvores jovens de Pinus taeda L., bem como avaliar o
efeito da posicdo de coleta na arvore selecionada. Para isso, os autores delimitaram duas
faixas de altura, 30-50 cm e 100-130 cm acima do solo. Dezessete géneros foram isolados e
identificados: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, Coniothyrium,
Diplodia, Drechslera, Hansfordia, Monocillium, Nodulisporium, Panidio, Papulaspora,
Pestalotiopsis, Phialophora, Pithomyces, Rhizoctonia e Xylaria. Estes autores verificaram
aumento no numero de espécies isoladas em fungao do tipo de acicula coletada e do local na
planta, sendo que foi observada maior frequéncia de fungos associados a aciculas colhidas na
altura de 30 cm-50 cm (aciculas mais velhas) quando comparada com a frequéncia na altura
de 100 cm-130 cm.

Com o objetivo de analisar o efeito da idade do tecido vegetal sobre a populacdo de
fungos endofiticos, Pimentel e colaboradores (2006 B), amostraram folhas cultivadas (jovens
e adultas) e folhas nativas (jovens e adultas) de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.).
Os autores recuperaram um total de 4.406 coldnias dos fragmentos foliares, com um maior
nimero obtido a partir de folhas adultas e em ervas nativas, verificando assim, diferengas
significativas entre os fatores origem e idade. Os autores justificam que essa variacdo pode ser
devida a exposi¢ao da folha a luminosidade, uma vez que sob a mata, ou seja, ambiente nativo
existe um ambiente mais Umido, mais propicio a sua sobrevivéncia, enquanto que, a pleno sol
a umidade tende a ser menor, ocorrendo o ressecamento da folha, ao contrario da planta nativa
que estdo sujeitas a uma menor exposi¢ao solar.

Guimaraes (2006) recuperou 37 isolados de fungos endofiticos a partir de Viguiera
arenaria (Asteraceae). Dentre os isolados identificados Glomerella cingulata foi a espécie
dominante. Os resultados obtidos sdo promissores principalmente para a busca de substincias
com atividade antitumoral. Os fungos G. cingulata (VA1) e Fusarium sp. (VA17) foram
cultivados, e a partir de seus extratos isoladas as substancias I- nectriapirona (com atividade
citotéxica contra células de leucemia T humana e melanoma); II- tirosol; III- Ergosterol; IV-
Manitol, evidenciando a capacidade dos fungos isolados em biossintetizar metabdlitos de
grande diversidade estrutural.

A atividade bioldgica de fungos endofiticos isolados de plantas do género Garcinia

(G. atroviridis, G. dulcis, G. mangostana, G. nigrolineata, G. scortechinii) foi avaliada por
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Phongpaichit e colaboradores (2007). Um total de 51 fungos endofiticos foram isolados neste
estudo, sendo eles pertencentes a nove géneros: Aspergillus, Botryosphaeria, Curvularia,
Fusicoccum, Guignardia, Muscodor, Penicillium, Pestalotiopsis € Phomopsis, ¢ um isolado
(N24) nao identificado. Sessenta e cinco extratos brutos foram produzidos a partir dos fungos
endofiticos isolados, sendo que 80% destes apresentaram potencial atividade:
antimicobacterianos, antimaldricos, antivirais, antioxidantes e citotoxicos para as células
Vero. Tais resultados indicam o potencial dos fungos isolados para a produ¢do de compostos
naturais bioativos.

Gallo e colaboradores (2009) realizaram um estudo sobre os fungos endofiticos
associados a Smallanthus sonchifolius (Asteraceae), planta medicinal de origem andina,
porém cultivada no Brasil, Japao e Nova Zelandia. No estudo 32 linhagens flingicas foram
isoladas e submetidas a cultivo e extragdo, produzindo 186 extratos testados como novos
agentes citotoxicos. Destes extratos, 12% apresentaram moderada a elevada atividade
citotéxica e foram consideradas promissoras fontes de compostos anticancerigenos.

O trabalho realizado por Siqueira (2011) teve por objetivo avaliar a capacidade de
fungos endofiticos isolados de Myrcia guianensis em produzir compostos com acao inibitéria
sobre fungos fitopatogénicos (géneros Penicillium, Fusarium, Cladosporium e Aspergillus)
isolados de Aniba rosaeodora (pau-rosa). Extratos brutos foram produzidos a partir de 40
fungos endofiticos e testados frente as linhagens fitopatogé€nicas, os quais apresentaram
resultado positivo (25%) frente a pelo menos uma linhagem. Os extratos que inibiram um
maior nimero de linhagens alvo foram os obtidos de isolados endofiticos do género
Phomopsis sp.. O isolado Mg C2.3.2 inibiu cinco fungos fitopatogénicos, sendo alguns
pertencentes aos géneros Penicillium e Fusarium; e o isolado Mg F 3.3.1 B inibiu o
crescimento de fungos do género Penicillium. O extrato do isolado de Penicillium sp. (MgC
2.3.2 B) inibiu quatro fungos isolados do pau-rosa pertencentes aos géneros Fusarium e
Cladosporium. Os extratos mais promissores em relacdo a atividade antiftingica foram Mg
C2.3.2 e Mg F 3.3.1 B, ambos pertencentes ao género Phomopsis, em que tais extratos
inibiram cinco das 16 linhagens patogénicas, reafirmando a capacidade deste género em
produzir moléculas antiftingicas.

Sebastianes (2010) realizou um estudo para determinar a diversidade genética e avaliar
o potencial biotecnolégico de fungos endofiticos associados a folhas e ramos de espécies
arboreas presentes em manguezais de Cananéia e Bertioga, no Estado de Sao Paulo. Na
primeira etapa de seu trabalho, Sebastianes isolou e caracterizou 35 géneros de fungos

endofiticos, sendo os mais freqlientes Diaporthe, Fusarium, Trichoderma, Colletotrichum e
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Xylaria. Selecionaram 344 fungos para avaliagdo quanto a producdo de antibidticos contra
patogenos humanos, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella tiphy e contra o
fitopatogeno Xanthomonas axonodis citri. Em outra etapa, uma linhagem de D. phaseolorum,
um endofitico de folha de Laguncularia racemosa foi selecionado para elucidacao da
estrutura quimica identificando-se o 4cido 3-hidroxipropidnico, ativo frente aos patdgenos
humanos S. aureus e S. tiphy. Sebastianes chama a atencd@o para o fato que grande parte dos
géneros encontrados serem fungos de solo, indicando que eles estdo adaptados as condig¢des
adversas dos manguezais.

Como demonstrado, produtos naturais de fungos endofiticos tém sido descritos como
capazes de inibir ou matar uma ampla variedade de micro-organismos patogénicos que afetam
humanos e animais, como bactérias, fungos, virus e protozodrios (STROBEL et al., 2004),
evidenciando a importancia da realizacao de estudos de diversidade e bioprospecc¢do de

fungos endofiticos associados a plantas medicinais.

4.2.4 ISOLAMENTO, CULTIVO E PRODUCAO DE EXTRATOS DE FUNGOS

ENDOFITICOS

Os fungos endofiticos representam uma grande fonte de recursos genéticos e
bioldgicos, com indmeras aplicacdes biotecnoldgicas. Desse modo, atividades de coleta,
isolamento, identificagdo, cultivo e ensaios quimicos/biolégicos sdo etapas cruciais no
desenvolvimento de pesquisas em vérios laboratdrios e centros de pesquisas académicas.

Segundo Azevedo (1998) o isolamento de um fungo endofitico envolve cuidados
especificos, uma vez que estes se encontram no mesmo ambiente que epifiticos e patégenos.
A coleta do material deve ser feita, preferencialmente, nos tecidos sauddveis que ndo
apresentam manchas ou herbivoria. Outros pontos importantes para a coleta sdo espécie da
planta, os 6rgdos e partes selecionadas, condi¢des ambientais e fisicas do local e estacao do
ano (STROBEL & DAISY 2003; STROBEL et al., 2004; SELIM et al., 2012).

Ao selecionar as plantas para realizar o isolamento e identificagdo dos micro-
organismos endofiticos, € necessdrio observar critérios, como: 1) plantas de ambientes
peculiares, especialmente aquelas que apresentam estratégias de sobrevivéncia pouco comuns;
2) plantas que apresentam um histérico etnobotanico, ou seja, que sao tradicionalmente
utilizadas como medicamento por tribos, grupos étnicos e pela populacao de um modo geral;

3) plantas endémicas de determinadas regides que apresentam longevidade incomum e que



28

estdo localizadas em ambientes ancestrais; 4) plantas cujo desenvolvimento se dd em areas de
grande biodiversidade, tal como em florestas temperadas e tropicais (STROBEL et al., 2004).

No momento da coleta as amostras devem ser armazenadas em sacos plasticos,
identificadas (coletor, data e espécie vegetal) e transportadas em caixas de isopor vedadas até
o local de processamento. A espécie vegetal deve ser utilizada o mais fresca possivel (evitar a
contaminacdo por organismos saprofiticos), porém se for necessdrio guardar para uso
posterior, o material deve ser mantido em camara fria (MELLO, REIS e SILVA, 2011).

Nao existe uma padronizacdo quanto a melhor metodologia a ser aplicada para a
obtencdo de fungos endofiticos, tais como o tamanho dos fragmentos inoculados e os meios
de cultura utilizados a fim de aumentar o nimero de espécies obtidas e permitir melhor
conhecimento da diversidade da comunidade de fungos endofiticos (ARNOLD, 2007). Deve-
se utilizar, portanto, uma metodologia que melhor se aplique ao estudo.

De maneira geral, os procedimentos mais utilizados indicam como primeira etapa a
lavagem dos tecidos vegetais, para retirada de sujidades presentes no material. Os tecidos,
entdo devem ser cortados (com lamina flambada) em pequenos fragmentos, que s@o tratados,
via desinfestacdo superficial, para inviabilizar outros micro-organismos (epifitos e
patogénicos) com etanol 70% e hipoclorito de sédio de 1 a 3% (dependendo do tipo de tecido)
por cerca de cinco minutos, seguida de lavagem em d&4gua destilada e autoclavada
(AZEVEDO, 1998; MELLO, REIS e SILVA, 2011, CANUTO et al., 2012). Azevedo (1998)
afirma que testes preliminares devem ser realizados a fim de se determinar tempo de
exposicao ideal para a eliminacdo apenas dos epifiticos e patogénicos.

Segundo Canuto e colaboradores (2012) os fragmentos do tecido em questdo sdo
dispostos em placas de Petri (Figura 5 A), contendo Batata Dextrose Agar (BDA) ou Extrato
de Malte Agar (MEA), dentre outros meios de cultura, que também siao considerados
apropriados para o isolamento de fungos endofiticos. Os meios de cultura devem ser
suplementados com algum antibiético, como por exemplo, cloranfenicol e estreptomicina,
para eliminar possiveis bactérias endofiticas presente no tecido vegetal. As placas sdo
incubadas de 25 a 28°C, durante trés a sete dias, sendo que o crescimento das coldnias
fingicas necessita de monitoramento didrio. Seleciona-se um isolado de cada morfotipo,
dentre os diferentes tipos de colonias (Figura 5B), para assim transferi-los para BDA ou
Batata Cenoura Agar (BCA), a fim de se obter coldnias purificadas (Figura 5C), para
posterior identificacdo (MELLO, REIS e SILVA, 2011, CANUTO et al., 2012).
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Figura 5: A- Placa de Petri para isolamento de fungos endofiticos com fragmentos de folhas
em meio de cultura BDA; B — crescimento de diferentes colonias de fungos endofiticos a
partir do tecido de isolamento; C- coldnias fungicas purificadas (Fonte: A- I.C. Otto; B -

http://www.esalq.usp.br; C- http://www.uff.br/rvq).

Os isolados fungicos obtidos sd@o observados e comparados com estruturas descritas na
literatura. As coldnias de fungos endofiticos sdo agrupadas obedecendo-se as caracteristicas
macromorfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e genéticas. Técnicas clédssicas de identificagdao
morfoldgicas seguem caracteristicas como tamanho da colonia, textura, bordas e pigmentacao,
sendo que a observacdo deve ser feita na frente e no verso da placa de cultivo (FERREIRA,
2007; CARVALHO, 2011). Esse tipo de caracterizacdo, apesar de ser o primeiro passo, vem
perdendo importancia frente as tecnoldgicas baseadas no genoma (MELLO, REIS e SILVA,
2011).

A identificacdo de fungos endofiticos deve ser realizada pelos dois recursos,
caracteristicas morfométricas e técnicas de biologia molecular como PCR (Polymerase Chain

Reaction) e sequenciamento de regides de genes ITS1 e ITS2 (Internal Transcribed Spacer).
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As regides ITS sdo utilizadas para estudo de grupos taxondmicos relacionados e podem
auxiliar na distin¢do dos individuos quando a taxonomia morfoldgica é confusa e até mesmo
para confirmagdo da espécie em questdo (CANUTO et al., 2012). Uma importante etapa no
estudo de fungos endofiticos estd relacionada com a manutengdo dos isolados em colecdes,
seja para futuras pesquisas como para reproducdo do experimento (ARNOLD et al., 2007).

Segundo Mello, Reis e Silva (2011) a manutencao dos isolados pode ser realizada por
métodos de curta, média e longa duragdo. Os métodos mais utilizados sdo: criopreservagao,
onde ocorre o armazenamento do cultivo, com o auxilio de substincias protetoras a
temperaturas ultrabaixas (- 180°C); armazenamento em temperaturas ambientes que consiste
no armazenamento com adi¢do de 6leo mineral as culturas; desidratacdo, retirada significativa
de liquidos, como por exemplo, a liofilizacdo (secagem liquida, em que se utiliza gelatina,
areia, solo, silica gel ou papel); subcultivos continuos, manuten¢do em meio de cultura
adequado com transferéncia a intervalos varidveis (utilizado principalmente para conservagdo
por curtos periodos). Os riscos de perda de isolados devem ser minimizados com uma rotina
de avaliacdo da cultura e a utilizacdo de pelo menos dois métodos distintos para cada micro-
organismo.

Como demonstrado na figura 6 parte B, para o desenvolvimento de testes de
bioprospeccao, inicialmente as colonias isoladas sdo cultivadas em larga escala, visando obter
maiores rendimentos de extratos fingicos. O isolado fungico € repicado em Erlenmeyers (500
mL a 2.000 mL) contendo meio liquido (Extrato de Malte, Czapek, Batata-dextrose, entre
outros), e a cultura € mantida sob condi¢des ideais de aeracdo, temperatura e luminosidade, de
acordo com as caracteristicas do fungo (CANUTO et al., 2012; CHAPLA, BIASETTO e
ARAUIJO, 2012).
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Figura 6: Esquema de metodologia sugerida para isolamento de fungos endofiticos. A: Metodologia basica de isolamento e purificacdo de fungos

endofiticos; B: Metodologia bésica para Ensaio bioldgico: cultivo, obten¢do dos extratos brutos, isolamento dos metabdlitos e testes funcionais.
Modificado de CHAPLA, BIASETTO e ARAUJO, 2012.
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Para se obter o extrato flingico € necessario fazer particdes liquido-liquido do caldo
(metabdlitos extracelulares) e/ou maceragdo do micélio (metabdlitos intracelulares)
dependendo do fungo. O extrato fingico € entdo submetido a técnicas cromatograficas de
separagdo: convencionais (Sephadex, gel de silica) ou modernas (cromatografia liquida de alta
eficiéncia, extragdo por fase s6lida). As substancias isoladas sdo quimicamente caracterizadas
por meio de métodos fisicos e espectrométricos (CANUTO et al, 2012; CHAPLA,
BIASETTO e ARAUJO, 2012).

Segundo Canuto e colaboradores (2012), geralmente os extratos fungicos sao
submetidos a testes bioguiados, ou seja, o resultado do teste bioldgico determina quais
amostras serdo fracionadas e novamente testadas até que se obtenha uma fra¢do ou substancia
pura passivel de caracterizacdo quimica. Apds a realizacdo de diferentes testes bioldgicos in
vitro e in vivo é possivel definir quais os compostos sdo responsdveis pela atividade. E
necessdrio estabelecer ajustes (composi¢do quimica, pH do meio de cultura, temperatura) para

viabilizar o processo fermentativo para producao comercial do composto.

4.3 DIVERSIDADE DE PLANTAS NO BRASIL

A diversidade bioldgica refere-se a variedade de espécies da flora, fauna e micro-
organismos, associando a eles as infinitas possibilidades de interagdes, fungdes ecoldgicas e
variedade genética dentro das populagdes e das espécies. Sendo assim, o Brasil € considerado
um dos paises megadiversos mais importantes do planeta (CORADIN, SIMINSKI e REIS,
2011).

De acordo com o udltimo levantamento sobre a diversidade de plantas e fungos do
Brasil realizado por Forzza e colaboradores (2010), foi documentado para o Brasil um total de
40.989 espécies de plantas e fungos, das quais 18.932 (46,2%) s@o endémicas do pais, sendo
que os indices brasileiros correspondem a cerca de 9,5 € 9,9% em relacdo ao indice mundial.
O pais além de possuir um grande indice de diversidade, possui uma significativa e alta taxa
de endemismo de espécies, contando também com alguns dos biomas mais ricos do planeta
em nimero de espécies vegetais.

Dados do IBGE revelam que o Brasil apresenta seis grandes dominios fitogeograficos,
a Amazodnia (que ocupa 49,29% do territério), o Cerrado (23,92%), a Mata Atlantica
(13,04%), a Caatinga (9,92%), o Pampa (2,07%) e o Pantanal (1,76%). Dentro de cada
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dominio fitogeografico hd uma grande variedade de tipos de vegetacdo, fitofisionomias,
habitats e micro-habitats que sd@o ocupados por uma ampla diversidade tanto de plantas e
fungos, como de animais. (FORZZA et al.,2010)

De acordo com estimativas anteriores apresentadas por Ferreira (2007) o Brasil possui
uma rica flora com mais de 56 mil espécies de plantas compreendendo 19-22% das espécies
existentes no mundo. Forzza e colaboradores (2010) afirmam que, apesar do nimero de
espécies registradas no Brasil no levantamento terem ficado abaixo daquilo que foi
previamente estimado, o pafs continua a frente, em relacdo a outros paises do mundo, ndo
somente nos numeros totais de espécies de plantas vasculares (32.364), mas também em

nimeros absolutos de espécies endémicas (Tabela 2).

Tabela 2: Exemplos de alguns paises megadiversos ordenados por maior nimero absoluto de

espécies endémicas ou pelo nimero total de espécies de plantas vasculares.

Paises Total de Espécies Espécies Endémicas Taxa de Endemismo (%)
Brasil 32.364 18.082 56
Australia 15.638 14.182 91
China 29.650 14.013 47
Indonésia 29.375 13.750 47
Africa do Sul 20.407 13.265 65
Papua Nova Guiné 14.522 13.250 91
Madagascar 9.753 7.250 74

Fonte: Forzza et al., 2010. Modificado

A Dbiodiversidade brasileira possui uma enorme riqueza de espécies com
potencialidades significativas, porém pouco se tem investido em estudos para uma elucidag¢ao
concreta sobre sua diversidade e principalmente manejo inadequado dos recursos naturais. No
Brasil, atualmente, a maior parte das atividades agricolas estdo baseadas em espécies exdticas
(CORADIN, SIMINSKI e REIS, 2011).

Segundo Kusari e Spiteller (2011) a biodiversidade mundial estd diminuindo de forma
alarmante. Muitas plantas medicinais, endémica ou espécies ameacadas de extin¢gdo correm
perigo e a aniquilagdo destas plantas levaria a perda de toda a diversidade de micro-
organismos endofiticos associados, juntamente a capacidade que eles possam ter de produzir
importantes metabdlitos secunddrios e compostos associados aos vegetais.

E necessdrio, no entanto, intensificar as pesquisas e investir em programas na busca

de um melhor aproveitamento desses recursos nativos. A agdo conjunta do conhecimento
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popular, de indigenas, ribeirinhos, agricultores, com o saber cientifico possibilitaria
estabelecer estratégias para a difusdo do conhecimento e valoriza¢do da diversidade natural,

cultural e social do Brasil.

4.3.1 PLANTAS MEDICINAIS DO CERRADO

O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro em extensdo, sendo superado apenas
pela Floresta Amazonica. Ocupa cerca de 2 milhdes de Km?, o que representa
aproximadamente 20% do territério nacional e, estd presente nos estados de Goids, Tocantins,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, oeste de Minas Gerais e da Bahia e o Distrito Federal,
estendendo-se para o sul do Maranhdo, norte de Piaui, Rond6nia e Sdo Paulo (Figura 7)

(LINDOSO, et al., 2010; SANO, et al., 2007).

Figura 7: Representacdo da extensido do Bioma Cerrado no Brasil (SANO et al., 2007).
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O clima tipico das regides de cerrado € o tropical sazonal, caracterizado pela
alternancia de um periodo seco (geralmente de abril a setembro) e outro chuvoso (de outubro
a mar¢o). A cobertura vegetal do cerrado ndo € uniforme, sendo um bioma formado por um
‘mosaico vegetal’ onde encontramos de formacdes florestais a formagdes campestres,
passando gradual ou bruscamente de uma para outra. Exemplos: Cerradao: apresenta arvores
altas e maior densidade; Cerrado tipico (ou sensu stricto): a forma mais comum no Brasil
Central apresenta arvores médias e arbustos esparsos e algumas herbaceas; Campo cerrado: ha
predominio de gramineas e pequenos arbustos, com a ocorréncia de algumas arvores; Campo
sujo: caracteriza-se pela rara presenca de drvores e arbustos e o predominio de gramineas e
herbédceas; Campo limpo: tem poucos arbustos e total auséncia de drvores; Matas de galeria e
mata ciliar: que se encontram ao longo dos rios (SANO, et al., 2007; RIBEIRO, 2009;
LINDOSO, et al., 2010).

Sabe-se que a flora do cerrado é muito rica, bem como que a maioria de suas espécies
tem multiplos usos para o homem: alimenticio, tanifero, condimentar, corticeiro, téxtil,
produtor de latex, apicola, ornamental e medicinal (MARONI et al., 2006; BARBOSA, 2008).
Contudo, o cerrado vem sofrendo continua devasta¢do nas ultimas décadas, principalmente
para a instalagdo de agricultura e pecudria extensiva. Isto tem acarretado consequéncias
gravissimas para a sobrevivéncia do bioma (grandes perdas de biodiversidade), subsisténcia
as populacdes que nele habitam, bem como o desmatamento excessivo, sendo a vegetacao
nativa eliminada para o cultivo de grios, espécies florestais, como Pinus e Eucaliptus,
citricultura, e cana-de-actiicar (MARONI et al., 2006; SANO et al., 2007; LINDOSO et al.,
2010).

Cerca de 80% do cerrado ja foi modificado pelo homem e apenas 19% corresponde a
areas - fragmentos nas quais a vegetacdo original ainda se encontra em bom estado. Pelo
mapeamento realizado por meio do Programa de Monitoramento e Desmatamento nos Biomas
Brasileiros, entre os anos de 2002 e 2008, o cerrado teve sua cobertura vegetal suprimida em
85.074 km?, sendo que o percentual de dreas desmatadas em 2002 era de 43,67%, e no ano de
2008 subiu para 47,84% (LINDOSO et al., 2010).

Deve-se salientar ainda que existe uma enorme diversidade de espécies vegetais do
cerrado praticamente inexplorada pela ciéncia, bem como uma enorme diversidade quimica
pertencente a estas espécies. Dessa forma, a identificacdo e o registro das espécies vegetais do
cerrado com potencialidades terapéuticas, a partir de levantamentos e estudos etnobotanicos
(Tabela 3), torna-se um ponto de partida para a elaboracdo de pesquisas cientificas. Inicia-se

entdo, um processo que permitiria a obten¢do de informagdes valiosas tanto para a saide, para
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a conservacdo da biodiversidade como para o desenvolvimento da bioprospeccdo

(RODRIGUES e CARVALHO, 2001; SILVA e PROENCA, 2007).

Tabela 3: Indicacdes populares de raizeiros de espécies de plantas nativas do cerrado de uso

medicinal.

Nome Cientifico

Nome Popular

Indicacoes Populares

Alternanthera brasiliana var.
villosa (Moq.)Kuntze

Anacardium humile St. Hil.
Schinus terebinthifolius Raddi
Tapirira guianensis Aubl.
Annona crassiflora Mart.
Duguetia furfuracea (St. Hil.)
Benth. & Hook

Hancornia speciosa Gomes

Macrosyphonia velame (St. Hil.)
Muel. Arg

Achyrocline satureoides (LLam.)
DC.

Lentiano Baccharis
dracunculifolia DC.

Baccharis trimera (Less.) DC.

Lychnophora pinaster Mart.

Vernonia ferruginea Less.

Vernonia polyanthes Less.

Jacaranda decurrens Cham.

Tabebuia aurea (Mart.)Bur.

Zeyheria digitalis ( Vell.) Hoehne
& Kuhln

perpétua-branca

cajuzinho
aroeira/ Aroeira-
mansa
pau-pombo/ peito
de pombo
araticum/ marolo
araticum- Seco

mangaba

velame-branco

marcela

alerim-de-vassoura

carqueja

arnica

assa-peixe

assa-peixe

carobinha

paratudo/ ipé

bolsa-de-pastor

tosse e as irritacdes da faringe

diabetes

afeccdes cutineas
dermatoses, depurativo
diarréia cronica
reumatismo

diabetes e obesidade

gripe, febres, hemorragias
anti-emética, estomatica
e calmante

antifebril

antifebril, anti- reumatica,
calculos biliares, diabete,

contusdes, pancadas, torcoes e
hematomas

depurativa, diurética

antifebril, nas bronquites,
pneumonias, gripes, r

depurativo do sangue, afec¢des
cutaneas

gripes, resfriados e tosses

afeccoes da pele, anti-sifilitica
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Continuagdo tabela 3.

Nome Cientifico Nome Popular Indicacoes Populares
Cassia rotundifolia Pers. quebra-pedra-do- diurética, afeccdes dos rins
cerrado
Copaifera langsdorffii Desf. copaiba afeccoes das vias respiratorias,
cicatrizante,
Hymenaea stigonocarpa Mart. jatobé-do-cerrado bronquites, tosses,
Caryocar brasiliense Camb. pequi asma, bronquite
Cecropia pachystachya Tréc. embatiba asma, bronquite, tosse e

coqueluche, diurética

Croton antisyphiliticus Muel. Arg canela-de-perdiz depurativo, anti-inflamatério
sucupira-do-cerrado

Bowdichia virgilioides Kunth adstringente, diabetes

Hyptis marrubioides Epling. horteld-do-campo gripes, resfriados, tosses

Fonte: Modificado de RODRIGUES e CARVALHO, 2001; SILVA e PROENCA, 2007.

O estudo etnobotanico de plantas medicinais com finalidade especificas, aplicagdes de
interesse € um histérico por uso da populacdo local, apesar de importantes, devem ser
analisados com cautela. Segundo Martins (2006) o contexto social que envolve a utilizacdo de
plantas medicinais como remédio, estd imbuido de forte misticismo, portanto a efici€éncia de
qualquer tratamento a base de plantas medicinais, cuja comprovacgao cientifica ndo tenha sido
realizada, podera ter apenas um conteudo simbdlico.

Os frutos da Xylopia aromatica (Lam.) Mart. (Annonaceae), pimenta-de-macaco,
planta nativa do Cerrado, sdo usados na medicina popular pelas suas propriedades
estimulantes e afrodisiacas. Estudos de caracterizacdo quimica j4 identificaram a presenca de
alcaldides, esterdides, flavondides, 6leos essenciais, diterpenos e saponinas em frutos de
Xylopia e, por isso, pode-se dizer que plantas deste género representam uma fonte promissora
de substancias bioativas (OLIVEIRA, 2012).

Soares e colaboradores (2009) testaram extratos etandlicos brutos das duas amostras
de Davilla elliptica, um arbusto, também conhecida como cipd-caboclo e pau-de-bugre, que
ocorre naturalmente no bioma Cerrado, quanto a atividade antimicrobiana. Esta planta é usada
na medicina popular brasileira como adstringente, tonico, sedativo, diurético, no tratamento
de hemorrdidas, hérnia e em aplicagdes topicas como anti-séptico na limpeza de ferimentos.

Em seu estudo os pesquisadores, observaram que o extrato apresentou atividade
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antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, bactérias Gram-negativas e contra a levedura
Candida albicans, provavelmente devido a a¢do sinérgica entre os taninos, os flavondides e as
saponinas, o que pode justificar o uso popular dessa planta.

Bustamante e colaboradores (2010) realizaram um estudo sobre atividade
antimicrobiana do extrato etandlico bruto da casca de Pterodon emarginatus Vogel
(Fabaceae), uma arvore do Cerrado conhecida popularmente como “sucupira branca, faveiro,
fava de sucupira e sucupira lisa” e utilizada na medicina popular em preparacdes anti-
reumdticas, anti-inflamatorias, analgésicas e anti-infecciosas. Por meio do presente estudo,
verificou-se que o extrato etandlico bruto das cascas da P.emarginatus apresentou atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas esporuladas e ndo esporuladas, Gram-
negativas e a levedura C. albicans.

Apesar de varios estudos que comprovem a atividade bioldgica de algumas plantas
medicinais terem sido desenvolvidas no Brasil, muitas espécies nativas ainda ndo foram
totalmente elucidadas ou sdo exploradas por laboratérios estrangeiros, inimeros s3ao 0s
exemplos de espécies medicinais nativas do nosso pais nesta situacdo. Rodrigues e Carvalho
(2001) relatam o caso da Merck, que desde 1876 possui total dominio da tecnologia agricola e
de producdo, do jaborandi brasileiro (Pilocarpus pinnatifolius Engl.), do qual se extraem os
sais de policarpina, usada como agente midtico, provoca a contracao da pupila, no tratamento
do glaucoma. Outro exemplo é o caso da guacatonga (Casearia sylvestris), que produz
compostos patenteados por japoneses em 1998 e a planta endémica faveira (Dimorphandra
mollis), que possui alta concentracdo de um composto quimico conhecido como rutina, de
largo emprego na industria farmacéutica e de cosméticos (MARTINS, 2006). Segundo
Rodrigues e Carvalho (2001) a utilizacdo de plantas medicinais no Brasil estd relacionada, em
grande parte, a coleta extensiva e extrativista de material silvestre. As espécies que correm
mais risco sdo aquelas cujas partes utilizadas para o preparo dos medicamentos sdo raizes,
caule ou casca do caule, pois, muitas vezes elas sdo arrancadas inteiras. Como exemplos,
podem ser citados: raiz-preta (Senna rugosa), da qual se usa a raiz como vermifugo e nas
mordeduras de cobra; velame branco (Macrosyphonia velame) em que a raiz € utilizada como
depurativa do sangue, e a planta toda como depurativa do sangue, anti-reumatica e nas ulceras

pécticas.
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4.4 FUNGOS ENDOFITICOS DE PLANTAS MEDICINAIS NATIVAS E OU DE

OCORRENCIA NO CERRADO: POTENCIAL PARA BIOPROSPECCAO

Segundo Strobel & Daisy (2003) hd uma enorme e constante busca por novos
antibidticos, agentes quimioterdpicos e agroquimicas mais eficientes, que ndo provoquem
toxicidade e que causem baixo impacto ambiental. Essa intensa busca é consequéncia da
resisténcia de alguns micro-organismos patogénicos, como por exemplo, Staphylococcus, M.
tuberculosis, Escherichia e Streptococcus as drogas existentes, bem como a necessidade de
fornecer novas drogas para patologias negligenciadas como Maldria, Leishmaniose,
Tripanossomiase, filariose, dentre outras.

Neste intuito, algumas pesquisas com fungos endofiticos isolados a partir de plantas
medicinais do cerrado, tém sido desenvolvidas. Teles e colaboradores (2005) realizaram um
estudo com o extrato do fungo endofitico Curvularia sp., isolado a partir das folhas de Ocotea
corymbosa (Meissn.) Mez. (Lauraceae), uma planta nativa do Cerrado, popularmente
conhecida como canela ou canela-fedida, amplamente utilizada pela populacdao devido suas
supostas propriedades farmacoldgicas. O extrato bruto acetato de etila, produzido a partir do
isolado, forneceu dois novos compostos derivados de benzopirano e outros dois ja
conhecidos, os quais foram testados em ensaios de proliferacdo celular e atividade
antifingica. Os composto benzopiranos 1 e 2 mostraram uma fraca atividade antifingica (in
vitro) contra C. sphaerospermum e C. cladosporioides. Ja o composto 2 induziu a proliferacao
celular de ambas as linhagens testadas: 70% sobre as células HeLa (tumor de colo do ttero
humano) e 25% em células CHO (ovario de hamster chinés).

Caféu e colaboradores (2005) isolaram e cultivaram fungos endofiticos de Palicourea
marcgravii St. Hil.,, uma Rubiaceae de larga ocorréncia no Cerrado, e conhecida
popularmente como “erva de rato” ou “café bravo”. O estudo quimico dos extratos brutos
acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), produzidos pelo fungo endofitico Xylaria sp.,
resultou no isolamento das substancias: (1) o acido 2-hexilideno-3-metilbutanodidico; (2)
citocalasina D; (3) 7-declorogriseofulvina; (4) citocalasina B; (5) griseofulvina. Segundo os
pesquisadores este é o primeiro relato das substancias isoladas (1,2, 3, 4 e 5) serem
produzidas por um fungo endofitico do género Xylaria. Os extratos brutos tanto de PDB e
milho, como as substancias isoladas foram submetidas a um ensaio bioautogrifico para
avaliacdo da atividade antifingica. O extrato bruto obtido em milho, bem como as substancias
isoladas deste extrato (3, 4 e 5), ndo se mostraram ativas frente as linhagens C.

cladosporioides e C. sphaerospermum. J4 o extrato bruto obtido apds cultivo de Xylaria sp.
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em PDB e os compostos dcido 2-hexilideno-3-metilbutanodidico (1) e citocalasina D (2)
mostraram-se ativos frente as linhagens fingicas utilizadas com alvo. Segundo os autores este
resultado d4 indicios de que os endofiticos associados com P. marcgravii se encontram em
uma relacdo de simbiose, produzindo substancias antifingicas contra possiveis fungos
fitopatogénicos.

O estudo realizado por Teles e colaboradores (2006) € parte de um projeto que visa
descobrir agentes antitumoral, antifingico e antioxidante produzidos por fungos endofiticos
associados a espécies nativas de plantas do Cerrado brasileiro. O extrato acetato de etila de
Periconia atropurpurea, isolado a partir das folhas Xylopia aromatica, foi escolhido para a
investigacdo quimica detalhada devido a sua atividade contra C. sphaerospermum e C.
cladosporioides. Dois novos compostos 6,8-dimethoxy-3-(20-oxo-propyl)-coumarin (1) e 2,4-
dihydroxy-6-[(10E,30E)-penta-10,30-dienyl]-benzaldehyde (2), e o ja conhecido periconicin
B (3) foram isolados. De acordo com os autores este é o primeiro relato de um fungo
endofitico em X. aromatica e o primeiro isolamento desta classe de compostos a partir de P.
atropurpurea. Todos os compostos (1-3) foram avaliados contra C. sphaerospermum e C.
cladosporioides, porém apenas o composto 2 exibiu forte atividade antifiingica contra os
fungos, compardvel a nistatina (controle positivo). Composto 1 ndo mostrou qualquer
atividade antifiingica, e 3 apresentou uma atividade relativamente fraca. Os compostos 1-3
também foram avaliados quanto a citotoxicidade em células HelLa e células CHO de
mamifero. Neste ensaio, o composto 1 ndo apresentou qualquer atividade contra as células e o
composto 2 foi capaz de induzir a proliferacdo de células HeLLa e CHO. Todavia, o composto
3 demonstrou ser um potente agente citotoxico contra as duas linhagens celulares analisadas,
pois reduziu a viabilidade das células de HeLa e células CHO, de forma semelhante a de
cisplatina, um agente antineopldsico bem conhecido.

No estudo realizado por Caféu (2007), os isolados endofiticos Xylaria sp. e
Colletotrichum crassipes, associados a  Casearia sylvestris SW. (Salicaceae), planta
medicinal de utilizacdo popular como anestésico local, antidiarréico, anti-reumético, anti-
séptico, antiulceroso e cicatrizante, foram selecionados e cultivados em meio liquido e sélido
para a obten¢do dos extratos brutos. O extrato bruto de Xylaria sp. em milho foi submetido a
fracionamento  cromatogrdfico e levou ao isolamento da griseofulvina, 7-
desclorogriseofulvina e citocalasina B, enquanto que o extrato obtido do meio liquido
conduziu ao isolamento da citocalasina D, citocalasina C e 5-carboxi-6-hidroxi-3-metil-3,4-
diidroisocumarina. Apds fracionamento do extrato bruto do endofitico C. crassipes no meio

liquido MDB foram isoladas 8 substancias da classe de dicetopiperazinas, N-(2-feniletil)
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acetamida, tirosol e as substincias inéditas 1-hidroxi-1-feniletil-tirosol e (6-metil-3-
(feniletoxi)-1,4-dioxan-2-il)metanol. Algumas substancias puras foram submetidas a
bioensaios e apresentaram potencial bioatividade frente aos fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum e nos ensaios antioxidante e anticolinesterdsico. Ja as
citocalasinas D e B foram submetidas a avaliacdo da citotoxicidade utilizando linhagens de
células de adenocarcinoma murino e se mostraram muito ativas.

Momesso e colaboradores (2008) realizaram um estudo com o intuito de isolar,
identificar e avaliar a atividade bioldgica de substancias produzidas por Chaetomium
globosum, fungo endofitico associado a Viguiera robusta Gardn. (Asteraceae), espécie
endémica no cerrado brasileiro, sendo caracteristico para o género a producdo de lactonas
sesquiterpénicas com atividade anti-inflamatéria e diterpenos com atividade sobre musculo
liso. O estudo quimico do extrato bruto AcOEt obtido do cultivo em Czapek , do fungo
endofitico C. globosum associado a folhas de V. robusta, resultou no isolamento de trés
citocalasanas (1-3), sendo que estas apresentam diversas atividades bioldgicas, incluindo acdo
citotoxica. Para os autores, a obtencdo de citocalasanas reforca a hipétese de simbiose entre o
fungo endofitico e a planta hospedeira, uma vez que estas substincias bioativas poderiam
auxiliar na adaptacdo do hospedeiro ao meio ambiente. No bioensaio de citotoxicidade, a
substancia 1, foi testada frente as linhagens tumorais Jurkat (leucemia T) e B16F10
(melanoma), apresentando inibicdes de 89,55% para a linhagem Jurkat e de 57,10% para
B16F10 na concentracio de 0,1 mg/mL, enquanto o cloridrato de gencitabina (controle
positivo) na mesma concentragdo nao apresentou inibi¢ao do crescimento celular. Segundo os
autores os resultados obtidos ilustram o potencial biotecnolégico dos fungos endofiticos na
busca por novos compostos bioativos, bem como novas ferramentas uteis em biologia
quimica.

Magalhies e colaboradores (2008) realizaram um estudo visando verificar a presenga
de fungos endofiticos em candeia (Eremanthus erythropappus, (DC.) Macleish, Asteraceae),
importante planta das dreas de Cerrado do Brasil. Esta planta € utilizada na producao do 6leo
essencial, cujo principio ativo, o bisabolol, um componente muito utilizado pelas industrias
cosméticas e de farmacos, devido as suas propriedades antiflogisticas, antibacterianas,
antimicoéticas, dermatoldgicas e espasmddicas. Nas andlises realizadas foram obtidos 159
isolados provenientes de diferentes partes amostradas, sendo nove coldnias de sementes, 35
colonias de fragmentos foliares e 115 colonias isoladas de fragmentos caulinares. Segundo os
pesquisadores em relacdo a especificidade de colonizagdo por 6rgao amostrado, notou-se que

os géneros Xylaria e Phomopsis sdo generalistas, pois foram encontrados em todos os tecidos.
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Foi possivel demonstrar também a especificidade dos géneros: Alternaria e Fusarium,
presentes em sementes, Nigrospora e Aspergillus em folha e Dothiorella em caule.

Pereira e colaboradores (2009) relataram a variabilidade de fungos endofiticos
associados a duas espécies vegetais do cerrado, o pequi Caryocar brasiliense Camb.
(Caryocaraceae) e o barbatimdo Stryphnodendron adstringens Mart. (Fabaceae). Estas
espécies sdo produtoras de tanino, utilizado como antifingico, além de possuir alto valor
econdmico. Das espécies foram retiradas amostras de caule, folha, flor e fruto totalizando
1400 fragmentos. Setecentos e trinta e nove fungos foram isolados, sendo que do pequi
obtiveram-se 347 (176 de caule, 145 de folha, 23 de fruto e apenas trés da flor), e do
barbatimao obtiveram-se 392 isolados (155 de caule, 114 de folha, 84 de flor e 39 de fruto).
Segundo os autores o numero de isolados foi alto comparado a outros trabalhos,
demonstrando que a diversidade de fungos encontrados em pequi e barbatimdo € grande,
podendo haver inclusive espécies novas. Teste de antagonismo foi realizado por meio do
pareamento de culturas em placas de Petri contendo BDA. Cinquenta isolados fiingicos foram
testados separadamente com Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Colletotrichum
lindemuthianum, Candida albicans e Trichophyton mentagrophytes. Os endofiticos
escolhidos para os testes ndo mostraram atividade antagdnica frente aos micro-organismos
testes, porém, entre alguns houve uma competicio por espagco e alimento, favordvel ao
antagonista, mostrando um potencial que deve ser explorado para fins biotecnolégicos.

Silva e colaboradores (2010) realizaram um ensaio fitoquimico com fungos
endofiticos associados a espécie vegetal Piper aduncum L (Piperaceae) (falso-jaborandi,
aperta-rudo e outros). Seis linhagens de fungos endofiticos foram isolados, sendo selecionada
a linhagem PA-01 de Xylaria sp.. Este fungo foi entdo cultivado em larga escala para
obtencdo do extrato bruto de acetato de etila (AcOEt). O extrato bruto produzido foi testado
frente a linhagem mutante de S. cerevisiae RS 321 e contra os fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum. O fracionamento cromatografico por CLAE levou ao
isolamento de seis citocalasinas, sendo uma inédita estabelecida como C;oH37NO7. Os autores
afirmam que este é o primeiro relato de citocalasinas sendo produzidas por fungos endofiticos
associados a P. aduncum. Mediante atividade seletiva do extrato bruto acetato de etila
(AcOEt) contra a linhagem mutante de S. cerevisiae RS 321 e contra os fungos
fitopatogénicos C. cladosporioides e C. sphaerospermum as citocalasinas 1-6 foram avaliadas
quanto a atividade antifingica. Apesar da substancia 5 ter demonstrado uma fraca atividade

na concentra¢ao de 100 mg mL™, quando comparada com o padrdo nistatina (1mg mL™), as
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substincias 1-6 testadas de maneira geral mostraram-se inativas, o que indica ndo serem as
responsaveis pela bioatividade inicialmente observada no extrato bruto.

Tonial (2010) avaliou a atividade antimicriobiana e a composi¢do quimica do extrato
metandlico bruto das folhas de Schinus terebenthifolius Raddi (Anacardiaceae), conhecida
como aroeira, assim como suas fragdes de isolados de fungos filamentosos e actinomicetos
endofiticos, a fim de correlacionar a atividade antimicrobiana dos mesmos. Na analise dos
isolados foram identificados nove micro-organismos endofiticos produtores de metabdlitos
secundérios com atividade antimicrobiana, entre eles estdo os géneros Alternaria, Phomopsis,
Penicillium e Streptomyces. Alguns dos compostos extraidos dos endofiticos apresentaram
atividade contra pelo menos um dos micro-organismos testados (S. aureus - ATCC 27213,
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853 e C. albicans - ATCC 10231). A atividade
antimicrobiana dos endofiticos testados parece estar vinculada a producdo de alcal6ides,
presente em todos os extratos ativos. Dois extratos com atividade produzidos por endofiticos
também apresentaram antraquinonas e um terpendide. A pesquisadora ressalta que nas
condi¢cdes testadas ndao foi encontrada relagdo entre os compostos com atividade
antimicrobiana extraidos das folhas de S. terebenthifolius com os extraidos dos fungos e
actinomicetos isolados desta mesma planta. Entretanto, esta diversidade de vias metabdlicas
secunddrias ressalta a importincia da pesquisa destas duas fontes de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos.

Santos (2011) realizou um estudo quimico de fungos endofiticos isolados de
Hancornia speciosa syn. Echites glauca Roem. & Schult (Apocynaceae), espécie conhecida
popularmente como mangaba, nativa do Brasil sendo encontrada em varias regiodes, inclusive
no cerrado. Possui utilizagdo na medicina popular contra dermatoses e diabetes, mas também
possui grande apreciagdo no consumo de seus frutos. O trabalho conduziu ao isolamento de
quatorze linhagens de fungos endofiticos puras, sendo selecionadas quatro para o estudo
quimico: Phomopsis sp., Guignardia sp, Aspergillus niger e Aspergillus sp.. Neste estudo foi
possivel a identificacdo de doze substancias a partir dos extratos brutos desses fungos. Do
extrato bruto produzido a partir de Phomopsis sp. isolaram-se cinco compostos: 5-
metilmeleina, nectapirona, 4cido succinico, 3- hidroxilmetilmeleina , dicetopiperazina, tirosol
e triptofol. O estudo de Guignardia sp. conduziu ao isolamento do composto 4acido salicilico,
o qual tem uma importancia ecoldgica no vegetal. J4 o extrato bruto de A. niger levou ao
isolamento dos compostos pirofen, nigragillin e acido itaconico. E no extrato bruto de
Asperigillus sp., foi identificada a substincia 4cido kdjico, sendo este testado quanto a

atividade antioxidante indicando que este fungo possui potencial biotecnolégico.



44

Fungos endofiticos associados a X. aromatica também foram estudados por Vieira
(2012). Oitenta e cinco isolados foram recuperados a partir de folhas de 30 individuos da
planta. Dentre os isolados identificados Xylariaceae sp., C. sichuanensis e Nigrospora cf.
oryzae foram os tdxons mais frequentes. Extratos brutos foram produzidos a partir dos
isolados e testados frente a micro-organismos de interesse clinico, sendo que destes 13
(15,3%) apresentam atividade antimicrobiana.

Carvalho e colaboradores (2012) também avaliaram a diversidade e atividade
bioldgica de fungos endofiticos associados a S. adstringens (barbatimado). Neste estudo os
autores recuperaram um total de 320 isolados de fungos endofiticos, compreendendo 25
géneros identificados, dentre eles: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum,
Diaporthe, Guignardia, Muscodor, Nigrospora, Penicillium, Pestalotiopsis, Phomopsis,
Preussia, Trichoderma, Xylaria, Arthrobotrys, Botryosphaeria, Coniochaeta, Cytospora,
Fimetariella, Massarina, Neofusicoccum, Paraconiothyrium, Pseudofusicoccum, Sordaria e
Sporormiella. Dezesseis extratos fingicos demonstraram atividade quando triados frente
bactérias, fungos, linhagens de células tumorais e formas amastigotas de Leishmania
amazonensis. Destes, o extrato de Nigrospora cf. oryzae exibiu atividade antifingica seletiva
ao inibir o crescimento de C. albicans e Cladosporium sphaerospermum, e os extratos de
Diaporthe cf. phaseolorum e Xylaria sp. demonstraram atividade frente linhagens tumorais.

Vieira e colaboradores (2012) realizaram um estudo sobre a atividade antimicrobiana
e a diversidade de fungos endofiticos associados a planta medicinal Solanum cernuum Vell.
(Solanaceae) em duas estagdes distintas (verdo e inverno). Esta planta € popularmente
conhecida como "panaceia", e suas folhas e caules sdo utilizados na medicinal popular para o
tratamento de infec¢Oes da pele, trato genito urindrio e por possuir propriedades diuréticas.
Um total de 246 fungos foi isolado, sendo 122 durante o inverno (104 fungos filamentosos e
18 leveduras), e 124 durante o verao (121 fungos filamentosos e 3 leveduras). Estes isolados
foram identificados por métodos moleculares, sendo as espécies mais abundantes
identificadas como: Arthrobotrys foliicola, Colletotrichum gloeosporioides, Coprinellus
radianos, Glomerella acutata, Diatrypella frostii, Phoma glomerata, Mucor sp., Phlebia
subserialis, Phoma moricola, Phanerochaete sordida e Colletotrichum sp.. Dos 265 extratos
fungicos triados, 64 apresentaram atividades antimicrobianas (18 apresentaram atividade
antibacteriana e antiftingica, 42 atividade antibacteriana seletiva e 4 apresentaram apenas
atividade antifingica). Os melhores valores de concentrac¢do inibitéria minima foram obtidos
a partir de extratos de Cryptococcus rajasthanensis, Glomerella acutata, Leptosphaeria sp. €

Phoma glomerata que variaram de 7,8-15,62 ug / mL. Segundo os autores este estudo € o
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primeiro levantamento da comunidade de fungos endofiticos associada a S. cernuum, e seus
resultados demonstram que estes fungos representam uma promissora fonte de compostos
bioativos.

Garcia e colaboradores (2012) avaliaram a diversidade de fungos endofiticos presentes
nas folhas de Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) e a localizacdo destes fungos endofiticos
por meio de microscopia eletronica de varredura. S. saponaria L. € uma planta nativa
conhecida popularmente como ‘“Sabao-de-soldado, saboneteira” de ocorréncia no cerrado.
Apesar das partes utilizadas pela medicina popular serem cascas, raiz e frutos (como
ansiolitico, adstringente, diurético, expectorante, tonico, depurativo do sangue), os autores
realizaram o trabalho analisando isolados de folhas, pois segundo os mesmos, a riqueza e
abundancia de fungos endofiticos sao maiores nas folhas. Um total de 102 fungos endofiticos
foi isolado, sendo que alguns gé€neros fungicos identificados principalmente a partir do
sequenciamento da regido ITS do rDNA e, quando possivel, também pelas suas caracteristicas
microscOpicas como Alternaria, Cochliobolus, Curvularia, Diaporthe, Phomopsis ¢ Phoma.
Através da microscopia eletronica de varredura eles observaram que estes fungos sdo
encontrados nos espagos intercelulares e intracelulares. Estes resultados indicam, segundo os
pesquisadores, que a colonizacdo das folhas S. saponaria € resultante de um processo de
interacdo intima entre fungos endofiticos e a planta hospedeira.

Plantas medicinais oriundas do cerrado foram selecionadas por Vieira (2012) a fim de
isolar fungos endofiticos e testar seu potencial bioativo. Um total de 584 isolados foram
recuperados sendo, 173 associados a Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae), carqueja;
93 a Pterodon emarginatus Vogel (Fabaceae), sucupira; 135 a Ageratum conyzoides L.
(Asteraceae), mentraste; e 183 a Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze (Asteraceae),
carrapicho. Extratos brutos etandlicos foram produzidos a partir de todos os isolados e
testados frente E. coli ATCC 11775, S. aureus ATCC 12600, P. aeruginosa ATCC 10145, C.
albicans ATCC 60193, C. tropicalis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258, C. parapsilolis
ATCC 22019, Cryptococcus neoformans ATCC 4560, C. gatti ATCC 32608,
Paracoccidiodes brasiliensis (Pb18) e C. sphaerospermum CCT 1740. Do total de extratos
fingicos produzidos, 141 mostraram atividade antimicrobiana contra pelo menos um dos
micro-organismos alvos, sendo 95 oriundos de carqueja, 15 de sucupira, 16 mentraste e 15 de

carrapicho.
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5 CONCLUSAO

Durante o desenvolvimento desta revisao foi evidenciada a diversidade de fungos
endofiticos presentes em diferentes espécies vegetais de uso medicinal presentes no Cerrado,
bem como a capacidade de produgdo de extratos com atividade bioldgica por meio destes.
Este fato reafirma a hipétese de que todas as plantas possuem um ou mais tipos distintos de
fungos endofiticos, e que o bioma Cerrado é um rico reservatério de tais micro-organismos,
reforcando a necessidade do desenvolvimento de novos estudos voltados a bioprospeccao de

fungos endofiticos.
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