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Endophytic Fungi. Potential for the
Production of Bioactive Substances

Resumo

Os microrganismos, em especial os fungos tém sido uma fonte
significativa de substéncias para uso terapéutico. Os fungos endofiticos,
que habitam os tecidos internos de espécies vegetais e apresentam
importante interagdo com o hospedeiro, podem, provavelmente devido
ao que parece ser a sua contribuicdo ao hospedeiro, produzir uma
pletora de moléculas a serem explorados em medicamentos. As plantas
medicinais tém sido recentemente alvos de investigagées relacionadas
a seus fungos endofiticos e metabdlitos secundarios. Além da possibi-
lidade de produzir a mesma substéncia sintetizada por seus hospe-
deiros ou anélogos bioativos, esses microrganismos sdo capazes de
sintetizar novas moléculas com atividade antibacteriana, antifingica,
anticdncer e imunossupressora, entre outras.

Abstract

Microorganisms, in special fungi, have been a most significant source of
drugs for therapeutic use. Endophytic fungi, which reside in the tissues of
virtually all living plants and present important interaction with the host,
because of what appears to be their contribution to the host plant, may
produce a plethora of substances of potential use as medicine. Medicinal
plants have been recently subject of investigations related to their endophytic
fungi and their secondary metabolites. Besides the possibility of producing
the same substance as the host plant or a bioactive analogous, these
microorganisms may synthesize novel molecules with antibiotic, antimycotic,
immunosuppressant, anticancer, and other activities.

Introdugao

Os microrganismos, em especial os fungos, apresentam capacidade meta-
bélica de produzir uma grande diversidade de moléculas bioativas e sdo
atualmente utilizados para produzir inimeros produtos comerciais com
um mercado estimado na casa de bilhdes de dolares. A comercializagcao
de produtos terapéuticos microbianos iniciou-se com a descoberta da
penicilina h4 70 anos. Inicialmente empregados apenas como agentes
antibacterianos, esses produtos evoluiram para os mais diferentes usos,
nos quais se inclui a inibicdo da biossintese de colesterol e terapias tao
sofisticadas quanto de imunossupressao em pacientes transplantados
(BULL et al., 1992; PEARCE, 1997; CRAGG; NEWMAN, 2001). Este
avango relaciona-se com o isolamento de novas culturas a partir de
uma ampla variedade de ambientes e substratos; o atual entendimento
de muitas doencas a nivel bioquimico e genético, o que torna possivel a
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busca de metabdlitos microbianos com acao direcionada
para alvos especificos no metabolismo celular; o avanco
recente das técnicas quimicas, que tornaram o isolamento
e caracterizagdo destes compostos muito mais rapidos.
Em adicao, existe atualmente uma grande tendéncia para
a produgédo de drogas por processos fermentativos,
alicercada pelo desenvolvimento da biologia molecular,
em funcao de possiveis vantagens técnicas, econdmicas,
energéticas e ambientais. A tabela 1 apresenta alguns
exemplos de produtos com atividade farmacoldgica obtidos
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por fermentacao fungica.

Apesar da variedade de agentes terapéuticos de-
rivados de fungos, esta é uma &rea com enorme
potencial e em franca expanséo, visto que estima-
tivas indicam a existéncia de 1,5 milhdes de espécies
de fungos, dos quais somente 5% estdo descritos
na literatura (HAWKSWORTH, 1991). Mesmo esses
ultimos ainda nao tiveram seu potencial extensi-
vamente explorado.

Tabela 1. Exemplos de produtos fingicos bioativos

Atividade Produto Fungo
Analgésico paxisterol Penicillium sp.
crisospermina Apiocrea chrysosperma
Antibacteriano cefalosporina* Cephalosporium
penicilina* Penicillium, Aspergillus
sorrentanona Penicillium chrysogenun
Antiparasitario apicidina Fusarium sp.

equinocandina*

Antifingico | i Aspergillus nidulans
griseofulvina® Penicillium griseofulvum
taxol Pestalotiopsis microspora

Antitumoral calfostina C Cladosporium cladosporioides
4cido clavérico Hypholoma sublateritium
rizoxina Rhizopus chinensis

Antiviral isocromofilonas Penicillium multicolor

compactina

Controlador da sintese de mevilonina*

Penicilium brevicompactum
Penicillium citrinum

colesterol dihidromevilonina Aspergillus terreus
acido zaragozico Leptodontidium elatius, Sporormiella intermedi,Phoma sp.
Estimulador da contragao alcaloides Claviceps purpurea
uterina ergot*
Imunomodulador FR-901235 Paecilomyces carneus

Imunossupressor ciclosporina*

Tolypocladium inflatum
Trichoderma polysporum

estachibocinas
RES 1214-1/2

Tratamento de problemas
cardiovasculares

Stachybotrys sp.
Pestalotiopsis sp.

Profilatico em odontologia mutasteina*®

Aspergillus terreus

Tratamento de diabetes salfredinas

Crucibilum sp.

* Farmacos ja no mercado

Os fungos endofiticos, que habitam o espacgo intercelular
de espécies vegetais vivas, sdo relativamente pouco
estudados e apresentam um grande potencial para
exploragdo em medicina, agricultura e industria. O
presente trabalho enfoca especialmente os fungos
endofiticos de plantas medicinais e seu potencial para
a obtencéo de produtos naturais com atividade biolégica.

Fungos endofiticos

Microrganismos endofiticos sdo aqueles que, pelo menos
durante parte de seu ciclo de vida, colonizam assinto-
maticamente os tecidos vivos internos de plantas. Estes
organismos apresentam importante interacdo com a
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planta hospedeira, podendo conferir-lhe aumento de
resisténcia a herbivoria, a patégenos e a outros estres-
ses abidticos, ou ainda melhorar sua capacidade com-
petitiva. Em contrapartida, os endéfitos podem receber
protecédo e nutrientes do hospedeiro (PETRINI et al.,
1992; SAIKKONEN et al., 1998; STROBEL; DAISY, 2003;
SELOSSE et al., 2004). Embora existam controvérsias,
a definigdo acima de endofiticos € a mais amplamente
aceita atualmente. O significado do termo endofitico
tem passado por transformagbes ao longo das duas
Ultimas décadas. Diversos autores consideram que a
distincao entre microrganismos patégenos e mutualistas
nao é clara e que as interagdes entre microrganismo e
planta hospedeira podem variar entre e dentro de
populagdes e comunidades (PETRINI, 1986; CARROL,

Revista Fitosv* Vol.2 N°01 junho/setembro 2006



Estado da Arte/Stafe of the Art

1995; SAIKKONEN et al., 1998; GUNATILAKA, 2006).

Fungos e bactérias, incluindo os actinomicetos, podem
existir em plantas como enddfitos. Os fungos, entre-
tanto, sdo os mais freqlientemente isolados (STROBEL;
DAISY, 2003). Todos os vegetais superiores estudados
até o momento apresentaram microrganismos endo-
fiticos, sendo possivel o isolamento de um grande nu-
mero de espécies a partir de um Unico hospedeiro.
Entretanto, somente algumas, normalmente as espé-
cies e/ou linhagens especificas do hospedeiro, estéo
presentes em quantidades significativas. As pesquisas
desenvolvidas na area tém demonstrado que cada
hospedeiro abriga um conjunto caracteristico de endo-
fiticos e que os endofiticos de um dado hospedeiro
séo geralmente especificos. A composicao e freqiiéncia,
entretanto, podem ser significativamente afetadas por
fatores tais como: grau de umidade ambiental, distri-
buigao geografica (tém sido observadas diferengas bas-
tante significativas na microbiota endofitica de espécies
vegetais fora de seu habitat natural), posicao relativa
na planta (altura em relacéo ao solo), idade da planta,
6rgéo da planta, entre outros (PETRINI et al., 1992;
CARROL, 1995; RODRIGUES; PETRINI, 1997;
SAIKKONEN et al., 1998).

Importéancia dos fungos endofiticos

Embora o primeiro endofitico tenha sido descoberto
em 1904, os estudos sobre este grupo de microor-
ganismos intensificaram-se a partir da década de 80,
tornando cada vez mais evidente sua relevancia ecolo-
gica e seu potencial para a obtengdo de metabdlitos
com estruturas e funcbes bioldgicas diversificadas.
Entre as aplicagdes vislumbradas para os microrganis-
mos endofiticos, destaca-se a sua utilizagdo como
agentes no controle biolégico de pragas e de ervas
daninhas; a utilizagdo como vetores para a introdugao
de genes de interesse em espécies de plantas eco-
nomicamente importantes; produgéo de enzimas; e
obtencédo de metabdlitos secundarios com potencial
terapéutico (PEARCE, 1997; STROBEL; LONG,
1998; GUNATILAKA, 2006).

A producao de substéancias biologicamente ativas por
fungos endofiticos esté relacionada a sua capacidade
de sobrevivéncia e colonizagéo de um micro ambiente
distinto, sujeito as constantes interactes metabdlicas
e ambientais, esta frequientemente hostil. Nas ultimas
duas décadas, mais de 100 microrganismos endofiticos
foram cultivados e investigados, levando a caracte-
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rizacdo quimica e avaliacdo da acéo bioldgica de um
grande nimero de produtos naturais, muitos dos
quais apresentaram novas estruturas e interessantes
atividades bioldgicas (GUTATILAKA, 2006).

Fungos endofiticos, biodiversidade e
produtos bioativos

Dos inumeraveis ecossistemas do planeta, aqueles
com maior biodiversidade sédo também os que tém
apresentado endofiticos em maior quantidade e com
maior diversidade, o que significa, em Ultima insténcia,
maior diversidade quimica. Muitos micologistas
concordam que a diversidade fingica apresenta seu
apice nas florestas tropicais (ARNOLD et al., 2000).
Com relacdo as substancias bioativas produzidas
pelos fungos, especialmente os endofiticos, a locali-
zagao geografica parece ser também relevante.
Estudos estatisticos realizados por BILLS et al. (2002)
indicaram que os endofiticos de regides tropicais
provém um nimero maior de moléculas ativas do que
os endofiticos de clima temperado. O estudo apontou
também que fungos endofiticos de regides tropicais
produzem um numero maior de metabdlitos
secundarios ativos em relagéo a fungos isolados de
outros habitats tropicais. Algumas estratégias vém
sendo empregadas para racionalizar a busca de
endofiticos interessantes em meio a miriade de
plantas. Assim, as espécies vegetais para estudo tém
sido selecionadas com base nos seguintes critérios:
plantas de ambientes peculiares, especialmente
aquelas com biologia e com estratégias de sobrevi-
véncia incomuns; plantas com histérico etnobotéanico,
isto é, aquelas utilizadas tradicionalmente como
medicamento; plantas endémicas, com longevidades
incomuns ou entéo localizadas em ambientes ances-
trais; plantas de ambientes com grande diversidade
(STROBEL, 2002; STROBEL; DAISY, 2003).

Isolamento e identificagdo de microor-
ganismos endofiticos

O isolamento de microrganismos endofiticos envolve
uma etapa inicial de esterilizagao da superficie do tecido
do hospedeiro, que tem como objetivo a eliminacéo da
comunidade externa (epifitica) da amostra vegetal,
mantendo viavel a comunidade interna. Nesta etapa
normalmente séo utilizados produtos quimicos, como
etanol 70% e hipoclorito de sédio 3%, podendo ainda
ser utilizados métodos fisicos, como flambagem e
irradiagdo com luz ultravioleta. Em seguida, com auxilio
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de uma lamina estéril, os tecidos externos sédo remo-
vidos da amostra e os tecidos internos sao fragmen-
tados e aplicados sobre meios de cultura gelificados
em placas. Apds incubacéo, as colénias microbianas
séo transferidas para outros meios visando a obtengéo
de culturas puras para posterior identificacdo
(BACON, 1988; ARAUJO et al., 2002; STROBEL;
DAISY, 2003). A identificacéo de fungos filamentosos
baseia-se principalmente nas caracteristicas morfo-
l6gicas das estruturas reprodutivas sexual e assexual;
podendo também se empregar técnicas de biologia
molecular, como seqienciamento de regides espa-
cadoras do DNA ribossomal e comparagédo com uma
base de dados (ARAUJO et al., 2002).

Microrganismos endofiticos de plantas
medicinais

A busca por endofiticos e seus metabdlitos secun-
dérios bioativos tem enfocado ativamente as plantas
medicinais, por diversos motivos. E razoavel supor
que a atividade farmacoldgica de algumas espécies
vegetais poderia estar relacionada a substancias
produzidas por fungos endofiticos ou pela planta em
resposta a infeccéo fungica. Desta forma, a época
de colheita da planta ou o cultivo fora de seu habitat
natural poderiam causar interferéncias em sua ativi-
dade farmacoldgica. Pode-se ainda inferir que plantas
medicinais contenham microrganismos que mimetizem
a quimica do hospedeiro e que sejam capazes de
produzir o mesmo produto natural bioativo ou, até
mesmo, derivados com maior bioatividade (STROBEL
et al., 2002; STROBEL; LONG, 1998). Esta
possibilidade permitiria a obtencéao destes compostos
por processos fermentativos, em contraposicéo aos
processos extrativos tradicionais, com vantagens
relacionadas a regularidade e uniformidade de
produgéo e aos ganhos ambientais.

Neste contexto, é importante mencionar o taxol, a
primeira droga anticancer a alcancar um mercado
mundial de um bilhdo de délares, encontrada em
quantidades extremamente pequenas na casca
interna de espécies de Taxus, arvore de crescimento
lento de regides do noroeste do Pacifico. Foram
isolados, a partir dessas espécies vegetais, fungos
endofiticos capazes de produzir o taxol, abrindo a
possibilidade de sua obtencéo por via fermentativa,
com custos mais baixos e maior disponibilidade (LI
et al., 1996; LI et al., 1998; STROBEL et al.,
1996a,b). Posteriormente, foram descobertos outros
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fungos endofiticos, isolados de plantas que ndo Taxus
sp., capazes de produzir o taxol, sugerindo que esta
substéancia, que é um fungicida, teria a fungao de
proteger a planta hospedeira de patégenos como os
fungos aquéticos oomicetos (Ll et al., 1996; Ll et al.,
1998; STROBEL et al., 1996a,b). Outro exemplo de
substéancia bioativa extraida de plantas e que pode
ser obtida por cultivo de fungo endofitico é a
podofilotoxina, sintetizada pelas espécies vegetais
em extingdo Podophyllum spp. e com aplicagdo como
anticancer, antiviral, antibacteriano, imunoestimula-
dor e antireumatico. Esta substancia apresenta gran-
de demanda mundial devido ao seu uso na sintese de
inibidores da topoisomerase. Recentemente, foi repor-
tado o isolamento do fungo endofitico Trametes hirsuta
a partir de P hexandrum; espécie esta que produz
podofilotoxina e outras lignanas biologicamente
ativas, com propriedades antioxidante, anticancer e
radioprotetora (PURI et al., 2006). Sdo também
conhecidos medicamentos tradicionais de uso popular
cuja atividade é proveniente de substancias produ-
zidas por fungos associados a plantas, como os
alcaldides “ergot”, que atuam como estimuladores
da contragéo uterina, produzidos pelo fungo
Claviceps purpurea (BACON, 1988). Finalmente, os
fungos endofiticos de plantas medicinais séo, por si
s6, uma fonte potencial de novas substéncias para
uso como agentes terapéuticos.

A consulta ao servigo de busca Pubmed leva a cerca
de 450 artigos publicados sobre fungos endofiticos,
dos quais cerca de 30% abordam os metabdlicos
fungicos com respeito a sua atividade biolégica. Mui-
tos desses trabalhos enfocam especificamente a
atividade biolégica de metabdlitos produzidos por
fungos endofiticos isolados de plantas medicinais. A
Tabela 2 apresenta alguns exemplos recentes. E
interessante notar que grande parte dessas substan-
cias apresenta atividade antimicrobiana. Este
comportamento, que tem sido observado também
para metabdlitos de endofiticos isolados de plantas
nao medicinais, pode estar relacionado a protecédo
do hospedeiro contra microrganismos fitopatogénicos
(GUNATILAKA et al., 2006). A agao antitumoral
também tem sido detectada com frequiéncia.

Pelo exposto acima, fica evidente a importancia do
estudo de fungos endofiticos de plantas medicinais.
Especialmente para o Brasil, detentor da maior
floresta equatorial e tropical Umida do planeta e de
vasto conhecimento etnoboténico, este € um campo
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estratégico a ser explorado, pois além de contribuir
para o conhecimento e o dominio da biodiversidade
brasileira no que tange a sua microbiota, apresenta
enorme potencial de geragdo de novos produtos de
uso terapéutico.

As pesquisas sobre microrganismos endofiticos no
Brasil foram iniciadas no comecgo da década de 90,
no Departamento de Genética da ESALQ/USP, pelo
Prof. Jodo Lucio de Azevedo, o qual é responsavel
pela formagao de grande parte dos pesquisadores
que atuam na area no pais. O Diretério dos Grupos
de Pesquisa no Brasil/Plataforma Lattes/CNPq
aponta 27 grupos que desenvolvem pesquisas
relacionadas a microrganismos endofiticos. Estudos
voltados para substéncias bioativas com potencial
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terapéutico oriundas desses microrganismos séo
desenvolvidos na Universidade Federal do Amazonas,
Universidade Federal de Sao Carlos, Universidade
Estadual Paulista-Araraquara, Instituto Oswaldo
Cruz — FIOCRUZ/RJ, Centro de Pesquisa René
Rachou — FIOCRUZ/MG, Universidade Estadual de
Ponta Grossa, Universidade Federal da Babhia,
Universidade de Ribeirdao Preto, Universidade de Séo
Paulo-Ribeirdo Preto, Universidade Federal do Para
e Universidade Federal Fluminense; entre outros. Por
tratar-se de éarea relativamente recém implantada,
essencialmente interdisciplinar, o desenvolvimento de
novos produtos sem dlvida se beneficiara de
colaboragbes entre especialistas nas areas de
microbiologia, processos microbianos, quimica de
produtos naturais e farmacologia aplicada.

Tabela 2 — Exemplos de bioatividade de metabdlitos produzidos por fungos endofiticos isolados de plantas medicinais.

Planta Medicinal Fungo Endofitico

Nome

Uso descrito

Nome

Bioatividade

Referéncia

Artemisia annua

antimalérico

Colletotrichum sp.

antibacteriano e antifingico

LU et al., 2000

Cassia spectabilis

antigripal, purgativo e laxativo

Phomopsis cassiae

antiflingico e antitumoral

SILVA et al., 2005

Cephalataxus fortunei

antileucémico

NI
Paecilomyces sp.

anticancer
antifingico

HUANG et al., 2001

Cladocolea micrantha

antiinflamatério e anticAncer

Guignardia sp.

antibacteriano

GUIMARAES et al., 2004

Copaifera multijuga

antituberculose

NI

antituberculose

CARVALHO et al., 2005

Crassocephalum crepidioides|

Anti-hepatite

Geotrichum sp.

antimalérico

KONGSAEREE et al., 2003

Cynodon dactylon

antihepatite

Rhizoctonia sp.
Aspergillus fumigatus

anti Helicobacter pylori
antifingico

Ma et al., 2004
Liu et al., 2004

Erythrina crista-galli

antiinflamatério e neuroléptico

Phomopsis sp.

antiinflamatério e antimicrobiano

WEBER et al., 2004

Lippia sidoides,

antimicrobiano e anti-helmintico

Alternaria alternata
Alternaria sp.
Glomerella sp.

antibacteriano
antimicrobiano
antimicrobiano

ARAGAO et al., 2002a,b

Melia azedarach antiviral Penicillium janthinellum | antibacteriano MARINHO et al., 2005
Palicourea sp. antitumoral N.I. antitumoral ROSA et al., 2005
Phoradendron sp. antitumoral Pestalotopsis sp. antibacteriano ARAGAOQ et al., 2002a

Podophyllum sp.

anticancer, antiviral,
antibacteriano, imunoestimulador
e anti-reumatico

Trametes hirsuta

antioxidante, anticancer e
radioprotetor

PURI et al., 2006

Spondias mombin

antimicrobiano

Guignardia sp.
Phomopsis sp.
Pestalotiopsis guepinii

antibacterianoantifingico

RODRIGUES et al., 2000

Taxus mairei

anticancer

Paecilomyces sp.
Cephalosporium sp.

anticancer antifungico

HUANG et al., 2001

Torreya grandis

antiancilostomiase

Paecilomyces sp.
Cladosporium sp.

anticancer antifungico

HUANG et al., 2001

Tripterygium wilfordii imunossupressor Fusarium subglutinans imunossupressor LEE et al., 1995
Tripterygium wilfordii imunossupressor Cryptosporiopsis cf. quercina| antifingico STROBEL et al., 1999
Tripterygium wilfordii imunossupressor Rhinocladiella sp. antitumoral WAGENAAR et al., 2000
Trixis vauthieri tripanocida NI tripanocida PEREIRA et al., 2005

N.I. = Nao Identificado.
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