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Resumo

RESUMO

As plantas sdo desde sempre uma fonte de compostos bioativos de grande inte-
resse industrial. No entanto, muitas das plantas estudadas até hoje hospedam no seu in-
terior microrganismos endofiticos (ou endofitos) — fungos, bactérias ou actinomicetes —
e, também eles, sdo uma inovadora fonte de compostos bioativos naturais com potenci-
ais aplicagdes na agricultura, medicina e industria alimentar.

Através dos avangos biotecnologicos das ultimas décadas, foram isolados, a par-
tir de fungos endofiticos, inimeros compostos bioativos € que podem atuar como po-
tenciais agentes antimicrobianos, inseticidas, citotoxicos, anticancerigenos, imunossu-
pressores ou antidiabéticos.

Os microrganismos endofiticos e as plantas hospedeiras estabelecem relacdes de
simbiose, mais propriamente de mutualismo, durante o longo periodo de coevolugao.
Relagdo essa que lhes permite transferir material genético entre si e, desta forma, ¢ con-
ferida a alguns destes microrganismos a capacidade de produzir os mesmos metabolitos
ativos ou similares como aqueles produzidos pelas plantas hospedeiras.

Na presente monografia procurou-se enquadrar um pouco os fungos endofiticos
no Reino Fungi e, posteriormente, analisar o processo evolutivo na pesquisa de compos-
tos anticancerigenos, antibioticos, antifungicos, antivirais, antioxidantes, antidiabéticos
€ Imunossupressores.

Para finalizar, procurou fazer-se uma analise as perspetivas futuras relativamen-
te, ao estudo dos microrganismos endofiticos e, em especial, a compreensao e investiga-
¢ao dos mecanismos aos quais estes microrganismos estdo sujeitos de forma a promover
a eficiéncia de produ¢do dos compostos bioativos, assim como as suas aplicacdes po-

tenciais no futuro.
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Abstract

ABSTRACT

Plants have always been a source of bioactive compounds of great industrial in-
terest. However, many of the plants studied up today are host of endophytic microor-
ganisms (or endophytes) — fungi, bacteria or actinomycetes — and these are also a novel
source of natural bioactive compounds with a great potential application in agriculture,
medicine and food industry.

Through the biotechnological advances of the past decades, it is now possible to
isolate from endophytic fungi many bioactive compounds, which may act as potential
antimicrobial agents, insecticides, cytotoxic, anticancer, anti-diabetic or immunosup-
pressive agents.

The endophytic microorganisms and the host plants establish symbiotic relation-
ships, more specifically mutualism, during the long period of coevolution. This relation-
ship allowed the transferring of genetic material between themselves, and thus it is im-
parted to some of these microorganisms the ability to produce the same or similar active
metabolites such as those produced by host plants.

In the present monography it was sought to fit the endophytic fungi in the Fungi
Kingdom and subsequently analyses the evolutionary process in the research of anti-
cancer compounds, antibiotics, antifungals, antivirals, antioxidants, anti-diabetic and
immunosuppressive.

Finally, it was conducted an analysis of the future prospects related to the study
of endophytic microorganisms and in particular, understanding and research of the
mechanisms to which these microorganisms are subject in order to promote an efficient

production of bioactive compounds, as well as their potential applications in the future.



Utiliza¢do de Fungos Endofiticos para a Produ¢do de Produtos com Interesse Farmacéutico



Indice Geral

INDICE GERAL

RESUMO 1
ABSTRACT 3
INDICE DE FIGURAS 7
INDICE DE TABELAS 9
LISTA DE ABREVIATURAS 11
GLOSSARIO 13
INTRODUCAO 15
1. ENQUADRAMENTO GERAL DO REINO FUNGI 17
L1 IMPORTANCIA. ...cutitiitiiteeteeteetetet ettt ettt ettt st sttt 17
1.2 CARACTERISTICAS GERALIS ..ottt sttt ettt st 17
1.3 REPRODUGAO ......otouteiiieeee ettt ettt e e e ettt e ee e s e s eaaaaeeeeeesssssnnaaeeeeeeeenan 19
1.3.1) Reprodugdo ASSEXUAA..................c..cccoeviieieniieiiieiieiieieeee e, 20
1.3.2) Reprodugdo Sexuada e DivisGo TaxonomiCa .............c..cceevvevcveecereveeennnann, 21
2. MICRORGANISMOS ENDOFITICOS 23
2.1 FUNGOS ENDOFITICOS .....uviiiiiiieieieeieeeiteeeeee et eeee e et e eeeeeesaveesaaesenveesneeesnneeans 23
3. INTERESSE FARMACEUTICO DOS FUNGOS ENDOFITICOS 27
3.1 COMPOSTOS ANTICANCERIGENOS .....cuviiiiiiiiiiieiee ettt 28
3.1.1) Paclitaxel € ANGLOGOS .............c..cccovviiviiiiiiiiiiiiiiieceeeieeeeeeee e 28
3.1.2) ACIAO TOFFEIANICO ..., 30
3.1.3) EVGOSIAVITA ...t 30
3.1.4) Fenilpropanoides................cccccuevouiiiieiiiiiiiiiieie et 31
1. POAOFIIOtOXING ..oeeeeviieiiieciie e e 32
3.1.6) AICQIOIAES .............oooeoeeeeieeeeeeeee e 33
1. CamPLOtECING ...euuieiiiiiiriieie sttt ettt sttt 33
il. Vimblastina € andlog0S.........ccuvevveerierienieriieieeieenee e eee e e s 35
3.2 COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS .....cceeeeiiiurireeeeeeeeeeiirrreeeeeeeeeeeirnreeeeeeeeeeensnseeens 36
3.2.1) FOMOPSICALASING ...t 36
3.2.2) Produzidos por Colletotrichum Sp. .............cccccevevciioieeciiiieeiieeeeeeee 37
3.2.5) AntibiotiCOS VOIALEIS ...........c.oooueeieiiiiiieie ettt 37
3.3 COMPOSTOS ANTIVIRAIS ....oviriieiiriierenieeieetenieetenteeeresteseeesesreeseesesseensesmesnnenses 38
3.4 COMPOSTOS COM ATIVIDADE ANTIFUNGICA .....ooveviiiiiieiinieiineeieeieeeieieieneeieees 39
3.4.1) Produzidos pelo fungo Cryptosporiopsis qUErCinG...............c...ccoevevuvennnn. 40



Utiliza¢do de Fungos Endofiticos para a Produ¢do de Produtos com Interesse Farmacéutico

3.4.2) Produzidos por fungos PestalotiopsSis SP. ........ccccoevvueeueeiveeieeiiaiianiianeians 41

3.4.3) Produzidos por fungos FUuSQrium SP. ...........cc.cccceevveeveeiieeiieeieecieeieaneanneans 42

3.5 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES.....cevvtiieeeeeeireeeeeeeeeeeesiirreeeeeeeeeesirereeeseeeeeenssnneeens 43

3.5.1) Pestacing € ISOPESIACING. ...............cccoeeeuieecuieaiiiesie et 44

3.5.2) GPASISIACIONA Aot va e 45

3.6 COMPOSTOS QUE FUNCIONAM COMO AGENTES ANTIDIABETICOS..........ccuu...... 45

3.7 COMPOSTOS IMUNOSSUPRESSORES .....cueeteuinieemienieritenienieentensesseensenseesensesnenses 45
CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS 47
BIBLIOGRAFIA 49
ANEXOS 67




Lista de Abreviaturas

INDICE DE FIGURAS

FIGURA I: Representacio esquemdtica da estrutura das hifas e organelos nelas contidas: CL:
Corpo Lipidico; CW: Corpo de Woronin; DI: Dictiossomas, LS: Lisossoma; MES: Mesossoma; MI:
Mitocondria: MP: Membrana Plasmatica; MTC: Microtubulos citoplasmaticos; MTN: Microtubulos
Nucleares; NC: Nucléolo; NU: Nucleo; PC: Parede Celular; PV: Provacuolo; R: Ribossomas; RE:

Reticulo Endoplasmatico; S: Septo,; SPI: ‘Spizenkorper’; V: Vacuolo; VA: Vesiculas Apicais................. 18
FIGURA II: Representagio dos dois tipos de Rifas. ...............cccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 19
FIGURA III: Diferencga entre esporangiosporos € CORIAIOS. ...............c.cococveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn 20

FIGURA 1V: Paclitaxel (taxol), o primeiro farmaco antecancerigeno conhecido, é produzido por

variadas espécies de fungos eNAOfIIICOS ............ccueiiaiiiii ettt 29
FIGURA V: Estrutura quimica do dCido [0FF@ianICO. .................c.coovueueeeeieieiieeeeeeeeeeeee e 30
FIGURA VI: Estrutura quimica da ergoflavina, um composto com propriedades anticancerigenas ..... 31

FIGURA VII: A podofilotoxina (4) é um percursor da sintese de farmacos como o etopésido (B) e

0 LEMIPOSIACO (C). ..ottt ettt ae e et ettt ettt et enb et ta e te b ne s 32
FIGURA VIII: Estrutura quimica da CampoteCing. ....................cocococeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeenn 34
FIGURA IX: Estruturas quimicas dos alcaldides provenientes de Catharantus roseus......................... 36

FIGURA X: Estrutura quimica da criptocandina A, onde esté demonstrada a posi¢do do

aminodcido 3-hidroxi-4-hidroXimetilprolinG..............ccccccvevvieiiiieiieiiieeee ettt 40
FIGURA XI: Estrutura quimica da CFIDHCING...................ococoeveieieiiieeieeeieieeeeeeeeee e 41
FIGURA XII: Estrutura quimica do metabolito secunddrio dcido ambuico .................c.c.cccccoeveuenenn.. 42
FIGURA XIII: Estrutura quimica da jesterona, um metabolico com atividade contra oomicetos. ........ 42
FIGURA XIV: Estrutura quimica da pestaCin..........................c.coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44
FIGURA XV: Estrutura quimica da iSOPESIACING................c..c..c..cccooovvurreeieieieieeeeeisieeieeeeeeeeeieiee s 44
FIGURA XVI: Estrutura quimica do metabolito, de origem fendlica, grafislactona A.......................... 45



Utiliza¢do de Fungos Endofiticos para a Produ¢do de Produtos com Interesse Farmacéutico



Lista de Abreviaturas

INDICE DE TABELAS

TABELA I: Tabela sintese que correlaciona os metabolitos secunddrios produzidos pelos respectivos
fungos endofiticos e plantas donde sdo extraidos. Os metabolitos secundarios produzidos pelos fungos
endofiticos podem ter diferentes agoes terapéuticas, nomeadamente, anticancerigenas, antimicrobia-

nas, antivirais, antifungicas, antioxidantes e até mesmo antidiabéticas e imunossupressoras................... 69



Utiliza¢do de Fungos Endofiticos para a Produ¢do de Produtos com Interesse Farmacéutico

10



Lista de Abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS

CIM

cov

CcPT

DNA

FDA

IL-6

hCMV

HCPT

HIV

HPLC

MCPT

PDT

RMN

RNA

INF-a

Concentragao Inibitéria Minima
Compostos Organicos Volateis
camptotecina

do inglés “deoxyribonucleic acid’; em portugués significa acido desoxirri-

bonucleico

Food and Drug Administration
Interleucina 6

Citomegalovirus Humano
10-hidroxicamptotecina

do inglés “Human Immunodeficiency Virus”, em portugués significa Virus da

Imunodeficiéncia Humana

do inglés “High Performance Liquid Chromatography”, em portugués signi-

fica Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia

9-metoxicamptotecina

Podofilotoxina

Ressonancia Magnética Nuclear

do inglés “ribonucleic acid’; em portugués significa em acido ribonucleico

do inglés “Tumural Necrose Factor - Alfa”; em portugués significa Factor de

Necrose Tumural - Alfa

11



Utiliza¢do de Fungos Endofiticos para a Produ¢do de Produtos com Interesse Farmacéutico

12



Glossario

GLOSSARIO

Actinomicetes bactérias de Gram Positivo que apresentam crescimento fila-
mentoso. Encontrados, predominantemente, no solo e reco-
nhecida fonte de varios metabolitos, antibidticos € compostos
bioativos secundarios que afetam o crescimento microbiano

(Chaudhary et al., 2013)

CIM concentracdo de agente antimicrobiano a partir do qual ndo se

verifica crescimento celular

Carcinogénese “‘producdo de cancro ou conjunto de alteragdes que levam a
inducdo do cancro” (carcinogénese in Dicionario de Termos

Médicos)

Corpos de Woronin corpo granular arredondado, delimitado por uma membrana
dupla, encontrado, normalmente, nas hifas dos fungos fila-

mentosos Ascomicota (Woronin body in A Dictionary of Bio-

logy)

Fumigagdo “produgdo de fumos ou vapores com desinfetantes ou medi-
camentos com fins terapéuticos. A fumigagao ¢ também utili-
zada como processo de destruicao de insetos ou de parasitas”

(Fumigagdo in Dicionario de Termos Médicos)

ICsp a metade da concentragdo inibitéria maxima mede a eficacia
de uma substancia na inibicdo de uma fungdo bioldgica ou
bioquimica especifica. Esta medida indica a quantidade de um
farmaco ou outra substancia capaz de inibir em metade um

dado processo biologico

Senescéncia condicdo ou qualidade do que estd a envelhecer; processo de
envelhecimento (Senescéncia in Dicionario da Lingua Portu-

guesa com Acordo Ortografico)
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THP-1

linha celular monocitica humana derivada de um paciente
com leucemia monocitica aguda. E usado para testar as linhas
celulares de leucemia em analise imunocitoquimica de intera-
¢do proteina-proteina, e imuno-histoquimica (Tsuchiya et al.,

1980)
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Introducdo

INTRODUCAO

Os microrganismos desempenham um papel fundamental na vida do ser huma-
no. Embora alguns sejam causadores de patologias, a maioria tem um contributo essen-
cial na nossa saude e bem-estar, sendo responsaveis pela fixacao de gases e pela degra-
dagdo de plantas mortas e matéria animal transformando-as em substancias mais sim-
ples que sdo reutilizadas no inicio da cadeia alimentar (Microbiology Society, s.d.).

Oitenta e oito anos apds a descoberta da penicilina em 1928, os cientistas conti-
nuam a investigar a origem e a obtencao de produtos naturais (Deshmukh, Verekar e
Bhave, 2015). De acordo com Demain e Sanchez (2009), dos “22.500 compostos biolo-
gicamente ativos obtidos a partir de microbios, 45% sao produzidos por actinomicetes,
38% por fungos e 17% por bactérias unicelulares”. As estatisticas demonstram o papel
fundamental da natureza como fonte de moléculas com enorme diversidade quimica e
bioldgica, nomeadamente na producio de antibidticos e outros medicamentos para tra-
tamento de patologias graves (Specian, Orlandelli, Felber, Azevedo e Pamphile, 2014).

O desenvolvimento de resisténcias a firmacos em microrganismos e células tu-
morais tem-se vindo a tornar uma realidade e um problema de saiude publica, requeren-
do com urgéncia pesquisas e¢ inovagdes para resolver a questdo (Demain e Sanchez,
2009). Neste sentido, ao longo das tltimas décadas, os estudos na area da biotecnologia
tém vindo a ganhar terreno na pesquisa de novos compostos bioativos. O interesse nas
plantas renovou-se devido a descoberta de microrganismos endofiticos, isto €, bactérias
e/ou fungos que vivem dentro dos tecidos da planta viva e, geralmente, ndo causam da-
nos aparentes no hospedeiro, sendo por isso referidos como endossimbiontes (Christina,
Christapher e Bhore, 2013).

O termo “end6fito” ou “endofitico” foi introduzido, pela primeira vez, por De
Bary, em 1866, para descrever todos os organismos vivos que se encontravam em teci-
dos de plantas. Esta definicdo tem vindo a sofrer ajustes consoante os avangos biotecno-
logicos e os microrganismos endofiticos t€ém vindo a ser referenciados em plantas medi-
cinais, ervas daninhas, arvores ornamentais e frutiferas quer selvagens quer domestica-
das. Tanto as bactérias como os fungos endofiticos podem coexistir numa unica planta
hospedeira (Christina et al., 2013).

E sabido desde o inicio que os microrganismos per si sdo capazes de produzir
variados metabolitos primarios, como aminoacidos, vitaminas e nucledtidos mas, para

além disso, sdo também capazes de sintetizar metabolitos secundarios que representam
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cerca de metade dos compostos farmacéuticos presentes no mercado, bem como uma
fonte de metabolitos utilizados em produtos para fins agricolas (Demain e Sanchez,
2009).

Nos ultimos anos, os fungos endofiticos tém-se destacado na producao de meta-
bolitos bioativos com interesse na biotecnologia alimentar e farmacéutica, estimulando
o interesse da comunidade cientifica (Specian et al., 2014).

Estes alojam-se no interior das plantas a partir das raizes e partes aéreas das
plantas, tais como folhas, flores e caules. Apds penetragdo no hospedeiro, residem den-
tro das células, nos espagos intercelulares ou no sistema vascular (Christina et al., 2013)
e, durante um longo periodo de coevolucdo, os fungos endofiticos adaptam-se aos seus
microambientes de forma gradual através de variagdes genéticas, incluindo a absor¢ao
de alguns segmentos de DNA vegetal nos seus proprios genomas e vice-versa. Por esta
razdo, alguns microrganismos endofiticos t€ém a capacidade de biossintetizar compostos
originalmente associados as plantas hospedeiras (Stierle, Strobel e Stierle, 1993; Zhang,
Song e Tan, 2006).

Os metabolitos secundarios sao compostos extracelulares secretados no meio de
cultura, durante o crescimento e diferenciagdo de um organismo vivo e tém sido isola-
dos e caracterizados. A complexidade dos metabolitos € inquestionavel, no entanto, va-
rios fatores tais como a especificidade sazonal e geografica, a necessidade de terras de
cultivo e a exploragdo seletiva de plantas medicinais para extragdo podem limitar a sua
potencial utilizacdo como fontes de interesse. A constatagdo de que os microrganismos
endofiticos podem funcionar como fonte alternativa de metabolitos com agdo anticance-
rigena, antimicrobiana e imunossupressora, € a crescente necessidade de encontrar al-
ternativas para fazer frente as resisténcias de certos microrganismos a compostos ja
existentes no mercado, tem vindo a atrair a pesquisa de novas fontes de compostos bioa-
tivos com importancia farmacéutica € com impactos ambientais menores (Astuti,
Sudarsono, Nisak e Nugroho, 2014).

Nesta monografia, serd referido o papel dos fungos endofiticos e sua utilizagao

na producdo de produtos com interesse farmacéutico.
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Enquadramento Geral do Reino Fungi

1. ENQUADRAMENTO GERAL DO REINO FUNGI

A Micologia (do grego mykes + logos que significa “estudo dos cogumelos™) ¢
hoje conhecida como a ciéncia que estuda os fungos. Ao longo de varios anos, esta foi
uma ciéncia que se dedicava apenas ao estudo dos cogumelos, uma vez que estes eram

os unicos fungos conhecidos (Freitas, 2010).

1.1 IMPORTANCIA

Os fungos podem ser simples seres unicelulares ou organismos multicelulares
muito complexos. Sao seres ubiquitarios, no entanto a maioria vive no solo ou em mate-
rial de origem vegetal.

Estes microrganismos desempenham um papel fundamental na vida do ser hu-
mano, sendo responsaveis pela decomposi¢do de matéria organica, interferindo no ciclo
do carbono, do azoto e de outros nutrientes existentes na biosfera. Alguns assumem uma
acdo parasitaria nas plantas causando-lhes doengas como mofo, ferrugem, crostas ou
cancro. Na agricultura os fungos, quando patogénicos, podem conduzir a perdas mone-
tarias significativas (Microbiology Society, s.d.; Freitas, 2010). No entanto, existem
ainda os que vivem em associacdo benéfica e mutualista com outro organismo vivo a
que chamamos fungos simbiontes (Antoniolli e Kaminski, 1991).

E de ter em linha de conta que apenas um nimero muito pequeno de fungos cau-
sa doengas em animais. Nos seres humanos estas incluem, principalmente, doencas da
pele tais como o pé de atleta, tinha ou aftas (Cole, 1996).

Para além disso, os fungos sdo seres utilizados nos mais diversos processos in-
dustriais desde a fermentagcdo — no fabrico de pao, cervejas, vinhos e alguns queijos — a
producdo comercial de certos fArmacos (ergometrina e cortisona), passando pela obten-
¢do de certos antibidticos, como ¢ exemplo a penicilina e a griseofulvina, e de substan-

cias imunossupressoras, como a ciclosporina (Freitas, 2010).

1.2 CARACTERISTICAS GERAIS

Os fungos sdo microrganismos eucariotas (FIGURA I) e quimio-heterotroficos
subdivididos com base nos seus ciclos de vida, a presenga ou a estrutura do seu corpo de
frutificacdo e a disposicao e tipo de esporos (células reprodutivas ou distribui¢do) que

produzem. Desta forma, reproduzem-se por esporos, podendo ser unicelulares ou leve-
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duriformes (leveduras) e/ou filamentosos, tradicionalmente conhecidos por bolores

(Microbiology Society, s.d.; Freitas, 2010).

FIGURA I: Representacdo esquematica da estrutura das hifas e organelos nelas contidas: CL:
Corpo Lipidico; CW: Corpo de Woronin; DI: Dictiossomas; LS: Lisossoma; MES: Mesossoma;
MI: Mitocondria: MP: Membrana Plasmatica; MTC: Microtibulos citoplasmaticos; MTN: Mi-
crotubulos Nucleares; NC: Nucléolo; NU: Nucleo; PC: Parede Celular; PV: Provacuolo; R: Ri-
bossomas; RE: Reticulo Endoplasmatico; S: Septo; SPI: ‘Spizenkorper’; V: Vacuolo; VA: Ve-
siculas Apicais. Adaptado de Lima, s.d..

Os fungos possuem um corpo vegetativo denominado talo, que se encontra en-
volvido por uma parede rigida que confere a morfologia aos fungos. No caso dos fungos
leveduriformes, o talo ¢ formado por apenas uma célula. Por sua vez, nos fungos fila-
mentosos, o talo € composto por finos filamentos unicelulares denominados hifas (Frei-
tas, 2010).

As hifas crescem por prolongamento das suas extremidades, sendo cada uma de-
las capaz de se autorregenerar em caso de quebra. A hifa encontra-se dividida em vérias
porcdes das quais se destacam a por¢do por onde o fungo obtém os alimentos — hifa ve-
getativa — e a por¢ao envolvida na reproducao — hifa reprodutiva ou aérea (Tortora,
Case e Funke, 2016). No seu conjunto, as hifas formam uma rede microscépica junto ao
substrato (fonte de alimento) chamada micélio por onde ¢ absorvido o alimento, ja pre-
viamente decomposto a partir de enzimas digestivas secretadas na ponta da hifa (Cole,
1996; Freitas, 2010).

No que diz respeito aos fungos filamentosos, as hifas podem ser asseptadas ou
cenociticas quando o protoplasma se observa continuo e multinucleado (FIGURA II). E
caracteristico deste tipo de hifas o aparecimento de septos sem poros (totais) responsa-
veis pela separacdo das diferentes por¢des da hifa, delimitando estruturas reprodutoras e
1solando zonas danificadas (fungdes protetoras). Existem também outros casos em que a
hifa se apresenta septada, isto ¢, em que o citoplasma ¢ interrompido de forma regular

por septos (invaginagdes interiores da parede) que dividem as hifas em compartimentos
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ou “células” (FIGURA II). Neste tipo de hifas os septos sdo perfurados, permitindo a pas-

sagem do citoplasma e dos seus organitos através deles (Freitas, 2010).

Hifa asseptada ou cenocitica Hifa septada

FIGURA II: Representacao dos dois tipos de hifas. Adaptado de Pedroso, 2015.

Tanto os fungos filamentosos como os leveduriformes possuem uma parede ce-
lular que lhes confere protecdo contra danos mecanicos bloqueando a entrada de ma-
cromoléculas toxicas. A parede celular fungica revela-se, assim, de extrema importancia
na sobrevivéncia do fungo, apresentando-se como uma interface entre o fungo e o seu
ambiente e como sitio de ligagcdo para algumas enzimas (Cole, 1996). Para além disso,
possui propriedades antigénicas, de forma a permitir interagdes com outros organismos.

Os principais componentes quimicos da parede celular sdo polissacaridos (cerca
de 80%), associados a proteinas e lipidos, fazendo da parede um elemento estrutural al-
tamente complexo e diferenciado, cuja composicdo quimica caracteriza os fungos em
diferentes grupos taxondmicos: Ascomicota, Zigomicota, Basideomicota, Deuteromico-

ta (Freitas, 2010).

1.3 REPRODUCAO

Os fungos reproduzem-se a partir de esporos, ou seja, estruturas especializadas
com uma camada protetora capaz de os proteger de condigdes ambientais adversas, tais
como secagem e temperaturas elevadas (Microbiology Society, s.d). Os esporos podem
ser diferenciados em assexuados e sexuados, responsaveis pela reprodugdo assexuada e
sexuada, respetivamente.

Os fungos podem ainda reproduzir-se através de um fendmeno ndao muito co-
mum, denominado reprodu¢do vegetativa, requerendo para tal estruturas reprodutoras
especificas. Para além disso, alguns dos fungos patogénicos para os seres humanos

apresentam uma forma dimorfica, ou seja, numa parte da sua vida assumem a forma fi-
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lamentosa e mais tarde, no seu ciclo de vida, assumem uma forma leveduriforme, é o

caso da Candida albinans (Cole, 1996; Freitas, 2010).

1.3.1) Reproduc¢do Assexuada

A reprodugdo assexuada dos fungos ¢ considerada a forma de reproducao mais
importante para a propagagdo da espécie, sendo que a forma assexuada €, também, de-
nominada por estado anamorfo (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2015).

Este tipo de reprodugdo da origem a estruturas especializadas como os esporan-
gidsporos (ou endosporos) ou conidios, também denominados exosporos (FIGURA I1I).

Por um lado, os esporangiosporos sdo produzidos no interior de um saco deno-
minado por esporangio. Por sua vez, estes esporangiosporos, produzidos, essencialmen-
te, por fungos pertencentes ao filo (do latim phylum) dos Zigomicota, podem classificar-
se em modveis ou imoveis. Os imoveis, também denominados por aplandsporos, nao
apresentam flagelos e englobam os fungos patogénicos para o Homem, enquanto que os
esporos moveis ou zoosporos, podem possuir entre um e dois flagelos (Freitas, 2010).

O esporangio ¢ suportado por uma hifa diferenciada denominada esporangi¢foro
e, em alguns casos, pela columela, uma estrutura estéril que separa a regido esporulante
fértil da ndo esporulante. No caso dos fungos do género Rhizopus, estes apresentam fi-
lamentos rizoides, isto ¢, ramificagdes curtas em forma de raiz (FIGURA III) (Freitas,

2010; Murray et al., 2015).

conideos

espordngio _ columela

esporangiospdros

esporangidforo'\, -

End6sporos/Esporangiésporos Exdsporos/Conidios

FIGURA III: Diferenca entre esporangidsporos e conidios. Adaptado de Garcia, 2014.

Por outro lado, os conidios, sdo produzidos por fungos pertencentes aos filos
Ascomicota e Basidiomicota e a classe Deuteromicetes (Fungi imperfecti). A maioria

dos fungos com importancia clinica reproduz-se assexuadamente através de conidios,
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sendo produzidos por células especiais, denominadas células conidiogéneas, assentes
em estruturas diferenciadas, designadas conidiéforos. A conidiogénese pode ser subdi-
vidida em conidiogénese talica e conidiogénese blastica. Enquanto que na conidiogéne-
se talica o esporo ja € evidente antes de se separar da hifa, na conidiogénese blastica os
conidios sdo formados por separagdo das células individuais (Moore, Robson e Trinci,

2011).

1.3.2) Reprodugdo Sexuada e Divisdo Taxonomica

A reprodugdo sexuada advém do conjunto de varias etapas do ciclo de vida do
fungo incluindo plasmogamia, cariogamia ¢ meiose. A plasmogamia compreende o pro-
cesso pelo qual se unem os protoplasmas de duas células sexualmente compativeis, ori-
ginando uma Unica célula com dois ntcleos (célula dicaridtica). Consequentemente, a
fusdo dos dois nucleos — cariogamia —, origina um zigoto diploéide que sofre uma meio-
se, reduzindo o numero de cromossomas e devolvendo o caracter hapléide as quatro cé-
lulas formadas, sendo estas sujeitas a uma ou mais mitoses.

Nos fungos homotalicos, as hifas sdo capazes de se diferenciarem em 6rgaos se-
xuais (macho e fémea) e de se reproduzirem sexualmente de forma totalmente indepen-
dente. Por outro lado, os fungos heterotalicos necessitam de um outro fungo, sexual-
mente compativel, para se reproduzirem sexuadamente.

A forma sexuada ou perfeita de um fungo €, também, denominada forma teleo-
morfa e, os fungos com reproducdo sexuada, encontram-se divididos em Zigomicota,

Ascomicota e Basidiomicota, consoante as estruturas reprodutoras a que dao origem.

o Filo Zigomicota

Neste filo estdo incluidos os fungos saprofitas do solo e parasitas de mamife-
ros e plantas. Apresentam hifas cenociticas e reproduzem-se sexualmente por zigds-
poros — esporos sexuados, formados a partir de zigosporangios. Os zigdsporos em
condi¢cdes apropriadas, sofrem meiose, germinam e originam esporangioforos e espo-

rangios (Freitas, 2010; Murray et al., 2015).

o Filo Ascomicota

O filo Ascomitota integra fungos saprofitas, simbiontes e parasitas do Ho-

mem, do animal e das plantas. As hifas sdo, na grande maioria dos casos, septadas
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podendo, os septos, serem fechados por elementos especiais, denominamos Corpos
de Woronin (FIGURA I). Agrupa os fungos cuja reproducdo sexuada se faz por ascos-
poros, contidos em estruturas com a forma de saco, denominadas ascos, podendo es-
tes ser produzidos livremente ou estar contidos em estruturas especificas, denomina-

das ascocarpos (Freitas, 2010).

o Filo Basideomicota

Por ultimo, o filo Basideomicota inclui fungos saprofitas, simbiontes e parasi-
tas cujo talo pode ser unicelular ou formado por um micélio septado. Neste filo, os
septos assumem uma forma especial e caracteristica de barril e designam-se por doli-
poros. Agrupa todos os fungos que se reproduzem sexuadamente por basididsporos,
formados externamente em estruturas especiais, denominadas basidios, sendo que

muitos fungos produzem os seus basidios em basidiocarpos (Freitas, 2010).

Nos seus antepassados, a divisdo por grupos taxondémicos baseava-se na analise
comparativa da morfologia das estruturas sexuais. No entanto, a comunidade cientifica
sentiu necessidade de ajustar esses parametros considerando os resultados obtidos pela
aplicacdo das técnicas de sequenciacao dos acidos nucleicos e, muito especialmente, a
dos genes do RNA ribossomal dos diferentes fungos analisados. Assim, embora, a divi-
sao taxonomica dos fungos seja um assunto bastante controverso ainda nos dias de hoje,
¢ possivel dividir o Reino Fungi em quatro grandes filos: Zigomicota, Ascomicota, Ba-
sideomicota e Deuteromicota (Freitas, 2010).

O filo Deuteromycota tem dividido opinides na comunidade cientifica no sentido
de o considerar como filo ou de o incluir noutros ja considerados como principais. Con-
sidera-se, assim, que dele fazem parte os fungos dos quais ndo se conhece o estado te-
leomorfo e onde se incluem fungos saprofitas, simbiontes ou parasitas. A reproducdo
sexuada faz-se através de conidios provenientes de diferentes células conidiogéneas,
originando diferentes tipos de conidios, elementos decisivos no posicionamento taxo-

noémico destes fungos (Freitas, 2010).
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2. MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

O termo “endofitico” introduzido por De Bary (1866) foi, durante algum tempo,
aplicado a “qualquer organismo que se encontrava nos tecidos da planta” (citado por
Hyde e Soytong, 2008).

Partindo-se do pressuposto anterior e considerando os avangos biotecnologicos,
chegou-se a conclusdo que os microrganismos endofiticos incluem fungos e bactérias
que colonizam os espacgos inter e/ou intracelulares de diferentes tecidos, vivendo, ge-
ralmente, numa relacdo de simbiose e/ou mutualismo (Guo, Wang, Sun e Tang, 2008).
Desta forma, “os microrganismos produzem ou induzem a producdo de metabolitos
primarios e secundarios, que podem conferir diversas vantagens a planta, como o au-
mento da tolerdncia a situagdes de stress abiodtico, diminuig¢ao do ataque de herbivoros e
insetos e controlo de outros microrganismos. Em contrapartida, a planta garante ao mi-
crorganismo endofitico os nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia, abrigo e transfe-
réncia as proximas geragdes” (Pimentel, Molina, Dionisio, Junior e Pastore, 2011,
Specian et al., 2014).

Estes microrganismos podem ser isolados de flores, frutos, folhas, caules, raizes
e/ou sementes e colonizam o hospedeiro a partir de aberturas ou por invasao de feridas

utilizando enzimas hidroliticas, tais como a celulase e a pectinase (Zhang et al., 2006).

2.1 FUNGOS ENDOFITICOS

Hawksworth e Rossman (citado por Strobel e Daisy, 2003) contabilizaram a
existéncia de mais de 1 milhdo de espécies de fungos, dos quais apenas cerca de 100 mil
estdo descritos. Specian et al. (2014) afirmaram que, “se considerarmos que das 300 mil
espécies de plantas que existem na terra, cada uma hospeda, no interior dos seus tecidos,
um ou mais fungos endofiticos, hd grandes possibilidades de encontrar novos microrga-
nismos entre os milhares de espécies de plantas existentes nos diferentes ecossistemas
terrestres e aquaticos, constituindo-se numa fonte rica em diversidade genética e, possi-
velmente, de novos produtos naturais.”

Desde os primeiros relatos de isolamento do Lolium temulentum (conhecido por
Darnel) por Freeman (1904), para o mais recente do musgo Antarctic (Melo et al.,
2014), os fungos endofiticos tém atraido o interesse de inimeros investigadores nas

areas da botanica, quimica, ecologia, micologia, fitologia e farmacologia.
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Conforme ja referido, os microrganismos endofiticos e, neste caso em particular,
os fungos endofiticos, residem em tecidos internos das plantas vivas, mas esta associa-
¢do ndo causa quaisquer efeitos negativos imediatos e/ou evidentes sobre a planta hos-
pedeira (Bacon e White, 2000).

De acordo com Aly, Debbab e Proksch (2011), a relagao de acolhimento micror-
ganismo endofitico-planta ¢ continuamente simbiotica e equilibrada. No entanto, os
fungos endofiticos que permanecem em repouso dentro dos hospedeiros podem tornar-
se patogénicos em casos em que sofram senescéncia (Rodriguez e Redman, 2008).

Durante o longo periodo de coevolugdo, os fungos endofiticos estabelecem rela-
¢oes de mutualismo e adaptam-se aos seus microambientes de forma gradual através de
mecanismos de variacdo genética, incluindo processos de absor¢do de alguns segmentos
de DNA vegetal nos seus proprios genomas e vice-versa, existindo, por isso, fungos
com capacidade de biossintetizar alguns compostos originalmente associados as plantas
hospedeiras (Stierle et al., 1993; Zhang et al., 2006; Alvin, Miller e Neilan, 2014).

A cultura de células em meio de cultura apropriado para as células fungicas ¢ re-
lativamente simples, de baixo custo, com fornecimento abundante, e o custo de produ-
¢do ¢ relativamente baixo. O processo de fermentagcdo microbiana pode fornecer as me-
lhores condi¢des de crescimento e de criacdo, e os diversos parametros de cultura po-
dem ser estritamente controlados satisfazendo as necessidades do ensaio a realizar
(Zhao et al., 2009).

Num passado ainda recente, o isolamento de compostos bioativos provenientes
de fontes naturais era visto como uma via demorada e ineficiente na descoberta de far-
macos. No entanto, a taxa de fracionamento guiado por bioensaio melhorou significati-
vamente com os avangos das tecnologias e, consequentemente, dos instrumentos de tra-
balho, como € o caso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), espectrometria
de massa, instrumentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) com um maior campo
de resisténcia magnética e tecnologia robotica (Salim e Kinghorn, 2008 citado por
Alvin, Miller e Neilan, 2014). Por exemplo, os compostos cuja disponibilidade estava
limitada nos seus organismos de origem sdo agora possiveis de detetar com a introdugao
de espectroscopia de RMN capilar e o desenvolvimento de técnicas automaticas de tria-
gem (do inglés “screening”) com alto rendimento, vieram substituir os bioensaios como
um passo limitante da taxa de descoberta de farmacos (Walters e Namchuk, 2003 citado

por Alvin, Miller e Neilan, 2014). Neste sentido, os avangos tecnologicos e cientificos
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tém vindo a aumentar o numero de compostos bioativos de fonte natural (Alvin, Miller
e Neilan, 2014).

Em resumo, os fungos endofiticos sdo um recurso microbiano importante para a
producao de compostos bioativos originarios dos seus hospedeiros, sendo uma popula-
¢do de microrganismos que tem vindo a atrair as atengdes de muitos investigadores no
estudo tedrico, bem como em simulagdes praticas, uma vez que os recursos tecnologi-
cos disponiveis permitem cada vez mais poupanga de tempo e aumento de rendimento

na obtencao de recursos.
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3. INTERESSE FARMACEUTICO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Os fungos endofiticos fornecem uma grande variedade de metabolitos secunda-
rios bioativos com estruturas unicas, incluindo alcaldides, benzapiranonas, quinonas,
flavonoides, acido fenolico, esterdides, terpendides, xantonas e outros. Estes metaboli-
tos bioativos t€m variadas aplica¢des a nivel agroquimico, antibidticos, agentes imunos-
supressores, antiparasitarios, antioxidantes e anticancerigenos (Pimentel et al., 2011).

A producao de uma molécula bioativa por um fungo endofitico que era apenas
encontrada em determinadas espécies vegetais, comprova a teoria de que durante a co-
lonizagdo da planta hospedeira esses organismos se adaptam ao microambiente vegetal
e assimilam parte do DNA da planta no seu genoma, constituindo um processo de coe-
volucdo, no qual os microrganismos endofiticos adquirem dos seus hospedeiros a capa-
cidade de biossintese de compostos bioativos. Outras teorias assumem que O inverso
também ¢ verdade, de modo que parte do DNA microbiano, durante um processo de
coevolugdo, foi assimilado pelo genoma da planta e, o que era uma exclusividade do
fungo endofitico, passa a ser do seu hospedeiro também (Esposito-Polesi, 2011).

A utilizagdo de metabolitos sintetizados por fungos endofiticos na industria far-
macéutica tornou-se evidente no século XX com a descoberta da producgao do diterpe-
noide Taxol pelo fungo endofitico Taxomyces andranea (Specian et al., 2014). Mas,
uma das principais preocupacdes a nivel médico e farmacéutico continua a ser a desco-
berta de novos farmacos que causem menos efeitos adversos e toxicidade nos tecidos
humanos (Selim, El-Beih, AbdEI-Rahman e El-Diwany, 2012).

Dreyfuss and Chapela (1994) assumiram que diferentes condicoes fisicas e dife-
rentes situagdes bioldgicas na natureza podem alterar o comportamento dos microbios e
favorecer a produgdo de diversos tipos de metabolitos secundarios. A investigacdo de
isolados fingicos a partir de nichos ecologicos diferentes do solo pode levar a investi-
gacdo de novos grupos de fungos com novos e diversos metabolitos secundarios. Até
2003, foram descritos aproximadamente 4000 metabolitos com atividade bioldgica a
partir de fungos endofiticos (Hyde e Soytong, 2008; Selim et al., 2012).

Os metabolitos secundérios sintetizados a partir de fungos endofiticos tém de-
monstrado um largo espectro de atividade tendo diversas utilizagdes na industria farma-
céutica. A titulo de exemplo, a filirina (do inglés “phyllirin”), uma lignana da planta

Phyllirea e do arbusto usado na medicina tradicional chinesa Forsythia suspensa, exibe
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propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antipiréticas (Kong, Zhang, Guo, Lu e

Li, 2014).

3.1 COMPOSTOS ANTICANCERIGENOS

O cancro ¢ uma das doengas mais letais resultante de uma anormal proliferacao
de células. Afeta milhdes de pessoas em todo o Mundo, sendo inquestionavel a investi-
gacdo constante de novos tratamentos e/ou farmacos que melhorem a qualidade de vida
dos doentes.

Um dos principais, € mais comuns, métodos de tratamento destas patologias cen-
tra-se na rutura do ciclo de divisdo celular das células malignas. Tradicionalmente, a
terapia do cancro tem sido baseada no principio de que as células tumorais se encontram
frequentemente em divisdo, sendo assim mais sensiveis a disrup¢ao do ciclo celular do
que as células normais (Barbie e Frank, 2008). No entanto, os agentes usados no trata-
mento do cancro apresentam atividade citostatica, com possiveis efeitos citotoxicos. Es-
te facto constitui uma grande desvantagem destes agentes pois, apesar de realizarem a
sua funcdo de eliminacdo das células malignas, sdo capazes de interagir com o desen-
volvimento de células provenientes de tecidos em proliferagao normal, o que leva a va-
riados efeitos secundarios (Liillmann, Mohr, Ziegler e Bieger, 2000).

Ao longo dos ultimos anos, a comunidade cientifica tem unido esforgos para en-
contrar tratamentos e/ou farmacos que ndo sejam tdo toxicos ao organismo humano.
Neste sentido, os compostos bioativos produzidos por microrganismos endofiticos po-
derdo vir a ser uma abordagem alternativa para a produ¢do e investigagdao de novas mo-
léculas de farmacos, uma vez que existem varias evidéncias de metabolitos secundarios
produzidos por este tipo de microrganismos com acdo anticancerigena (Pimentel et al.,

2011).

3.1.1) Paclitaxel e Andlogos

O primeiro grande grupo de agentes anticancerigenos produzidos por microrga-
nismos endofiticos foi o paclitaxel, tradicionalmente conhecido como Taxol®, e seus
derivados (Strobel e Daisy, 2003). O paclitaxel (C47Hs51NO14) é um diterpendide tricicli-
co (FIGURA IV), um composto bioativo altamente funcional que reduz ou interrompe o
crescimento das células cancerosas e sua disseminagdo pelo organismo, na medida em

que evita a despolimerizagdao da tubulina e, consequentemente, interfere com a replica-
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¢do das mesmas (Pimentel et al., 2011; Strobel, Daisy, Castillo e Harper, 2004; Sudha,
Govindaraj, Baskar e Al-dhabi, 2016; Zhao et al., 2010). A FDA (Food and Drug Ad-
ministration) aprovou o desenvolvimento e comercializacao do taxol para o tratamento
de estadios de cancro avangados, uma vez que foi provado que este composto tinha uma
acdo eficiente contra os cancros da mama, figado, prostata e ovario (Pimentel et al.,

2011; Zhao et al., 2010).

O paclitaxel foi isolado pela primeira vez em 1971 a partir de cascas da arvore
Taxus brevifolia, tornando-se esta planta a fonte principal de recurso a este composto
(Wani, Taylor, Wall, Coggon ¢ McPhail, 1971). No entanto, para além das arvores Ta-
xus brevifolia serem raras, t€m um crescimento lento e produzem pouca quantidade de
taxol (Strobel et al., 2004) levando ao desenvolvimento de novas técnicas de cultivo,
cultura de tecidos e de células da planta e sintese quimica de paclitaxel de forma a au-
mentar o rendimento (Zhao et al., 2010; Zhou ¢ Wu, 2006). Apesar disso, estas condi-
¢oes de produgdo de paclitaxel continuam a nao ser as mais rentaveis por se tratarem de

técnicas de produgao dispendiosas tanto a nivel de tempo como econdmico.

FIGURA IV: Paclitaxel (taxol), o primeiro farmaco anticancerigeno conhecido, é produzido por

variadas espécies de fungos endofiticos. Retirado de Strobel et al., 2004.

Com os estudos de Stierle, Strobel e Stierle (1993), foi isolado, a partir da planta
T. brevifolia, o fungo endofitico Taxomyces andreanae produtor de paclitaxel, ficando
assim demonstrada a importancia dos fungos endofiticos de plantas na producdo de no-
vos compostos. Este estudo foi o grande impulsionador para que, nas ultimas décadas,
se tenha verificado um grande desenvolvimento das técnicas de obtencao e melhor ren-
tabilizacdo de paclitaxel, nomeadamente, a procura de novos fungos endofiticos a partir
da espécie Taxus passando pela procura de novas espécies de plantas, processos de fer-
mentagdo microbiana ou mesmo técnicas de engenharia genética (Zhao et al., 2010).

Apos todos os anos de investigacao, o paclitaxel e os seus andlogos (isto €, bacatina III,
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10-diacetilbacatina III) foram encontrados em diferentes géneros de fungos endofiticos
que podem ou ndo estar associados a plantas: Alternaria, Aspergillus, Botryodiplodia,
Botrytis, Cladosporium, Ectostroma, Fusarium, Metarhizium, Monochaetia, Mucor,
Ozonium, Papulaspora, Periconia, Pestalotia, Pestalotiopsis, Phyllosticta, Pithomyces,
Taxomyces, Tubercularia (Pimentel et al., 2011; Zhao et al., 2010).

Recentemente, em 2012, Mirjalili e colaboradores, identificaram o fungo endofi-
tico Stemphylium sedicola SBU-16 da casca interna de Taxus baccata com o gene Taxus
taxadieno sintetase (ts), gene este que codifica a enzima catalizadora do primeiro passo

comprometido aquando da biossintese de paclitaxel (Selim et al., 2012).

3.1.2) Acido Torreianico

Um outro agente anticancerigeno isolado do fungo endofitico Pestalotiopsis mi-
crospora a partir da planta Taxus taxifolia (Florida Torreya) € o 4cido torreianico (do
inglés “torreyanic acid”), uma quinona dimérica (FIGURA V). Este composto foi testado
em diversas linhas celulares de cancro e demonstrou, segundo os estudos de Lee,
Strobel, Lobkovsky e Clardy (1996), ter citotoxicidade seletiva atingindo uma poténcia
de 5 a 10 vezes superior nessas linhas de células que sdo sensiveis a quinase C, provo-
cando-lhes a morte celular por apoptose. Recentemente, com os estudos de Li, Johnson
e Porco (2003), completou-se com sucesso a sintese total de acido torreianico utilizando

para tal uma cascata de oxidagdo-dimerizagdo biomimética.

FIGURA V: Estrutura quimica do acido torreianico. Retirado de Ding et al., 2009.

3.1.3) Ergoflavina

Um outro fungo endofitico da familia dos Ascomicetes foi isolado das folhas de
uma planta medicinal indiana da familia Sapotaceae (Mimosops elengi). Este fungo en-

dofitico tem a capacidade de produzir ergoflavina (C3oH26014), uma xantina dimérica
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ligada na posi¢ao 2 (FIGURA VI) pertencente a classe de compostos das ergocromas, €
que apresenta propriedades anticancerigenas (Deshmukh et al., 2009). Os pacientes com
estadios avangados de cancro possuem elevados niveis de Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNF-a) e de Interleucina 6 (IL-6). Quando isolada por Deshmukh e seus
colaboradores (2009), a ergoflavina inibiu a producdo de TNF-a e IL-6 na presenga de

um lipopolissacérido (LPS) estimulado por uma linha celular monocitica (THP-1).

FIGURA VI: Estrutura da ergoflavina, um composto com propriedades anticancerigenas. Retira-

do de Pimentel et al., 2011.

3.1.4) Fenilpropandides

Esta classe de compostos, onde se incluem os flavonoides, as cumarinas e as lig-
nanas, pertence ao grupo de metabolitos secundarios produzidos pelas plantas e tém di-
versas propriedades com interesse terapéutico, tais como anticancerigenas, antioxidan-
tes, antimicrobianas, anti-inflamatorias € imunossupressoras.

Nos trabalhos desenvolvidos por Koshino et al. (1988), foram isolados dois no-
vos compostos de fenilpropandides e uma lignana a partir do fungo endofitico Epichloe
typhina encontrado nos estromas da planta Phleum pretense.

Um outro exemplo indicador da producdo de fenilpropanoides por fungos en-
dofiticos € o caso de dois glucdsidos monoglicois (conferina e siringina) que, para além
de serem produzidos pela planta hospedeira, foram também reconhecidos na espécie
endofitica Xylariaceae como sinais quimicos emitidos durante a interacdo fungo-planta
(Shukla et al., 2014).

Em 2002, foi descoberto o fungo endofitico Penicillium brasilianum a partir da
casca da raiz de Melia azedarach (Meliaceae), um grande promotor da biossintese de
amidas bisfenilpropanoidicas, nomeadamente, as brasiliamidas A e B (Fill, Silva e
Rodrigues-Fo, 2010; Fujita, Makishima, Akiyama e Hayashi, 2002). Estas substancias,
classificadas como micotoxinas, apresentavam atividade convulsiva contra o bicho da

seda (Fujita et al., 2002).
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i. Podofilotoxina

A Podofilotoxina (C22H220g) € os seus analogos apresentam um espetro de a¢ao
terapéutica muito alargado devido as suas propriedades anticancerigenas, antivirais, an-
tioxidantes, antibacterianas, imunoestimuladoras e anti-reumaticas, ¢ ao facto de serem
utilizados como percursores na sintese quimica de fArmacos utilizados no tratamento do
cancro, como ¢ o caso do etoposido, teniposideo e fosfato de etopofos (FIGURA VII)

(Pimentel et al., 2011; Zhao et al., 2010).
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FIGURA VII: A podofilotoxina (A) ¢ um percursor da sintese de farmacos como o etopdsido (B)

e o teniposideo (C). Retirado de Zhang et al., 2015.

As lignanas ariltetralinicas, como € o caso da podofilotoxina (PDT), sdo sinteti-
zadas a partir de plantas dos géneros Diphylleia, Dysosma, Sabina (ou Jeniperus) e
Podophyllum (referido por alguns autores como Sinopodophyllum). No presente, a mai-
or fonte de PDT ¢ através das plantas que alojam Podophyllum no seu interior. No en-
tanto, € necessario que sejam desenvolvidas novas técnicas de obteng¢do deste composto,
uma vez que as espécies envolvidas estdo ameagadas devido a sobre-exploracdo poden-
do entrar em risco de extingdo (Pimentel et al., 2011; Zhao et al., 2010).

Em 2003, foram descritos os primeiros fungos endofiticos produtores de podofi-
lotoxina originarios das plantas Podophyllum hexandrum, Diphylleia sinensis ¢ Dysos-
ma veitchii (Yang, Guo, Zhang e Shao, 2003). Mais tarde, descobriu-se que a podofilo-
toxina também poderia ser produzida pelo fungo endofitico Alternaria sp. obtido da
planta Sabina vulgaris (Lu, He, Yu, Li e Zhang, 2006, citado por Zhao et al., 2010), no
mesmo ano em que Eyberger, Dondapati e Porter (2006), a partir dos rizomas de
Podophyllum peltatum, obtiveram dois fungos endofiticos Phialocephala fortinii (estir-

pes PPE5S e PPE7) capazes de produzirem entre 0,5 e 189 pg/L numa cultura em sus-
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pensdo liquida. Ainda em 2006, Puri e os seus colegas de trabalho, identificaram um
fungo endofitico produtor de PDT (7rametes hirsuta, isolado a partir de Si-
nopodophyllum hexandrum) e um glicosideo deste composto numa cultura em caldo de
Sabouraud (Puri et al., 2006). Em 2007, Cao e os colegas reportaram a existéncia de um
outro fungo endofitico (Alternaria sp.) isolado a partir de Sinopodophyllum hexandrum
capaz de produzir PDT (Cao, Huang e Li, 2007 citado por Zhao et al., 2010).

Os estudos multiplicaram-se ¢ novas fontes de obtengdao de PDT foram surgindo:
Kour et al. (2008) isolou o fungo Fusarium oxysporum da planta Jeniperus recurva e,
em 2009, Kusari, Lamshoft e Spiteller isolaram o fungo Aspergillus fumigatus Fre-
senius da planta Juniperus communis L., revelando ser um potencial produtor de deso-
xipodofilotoxina, um analogo com promissoras propriedades anticancerigenas, antipro-

liferativas e anti-inflamatorias (Khaled, Jiang e Zhang, 2013).

3.1.6) Alcaloides

Os alcalodides sdo considerados dos compostos mais potentes como agentes anti-
cancerigenos e podem também ser sintetizados por fungos endofiticos. E o caso da cafe-
ina, um alcaldide da classe das metilxantinas sintetizado a partir da planta Coffea spp.,
bem conhecida pelas suas propriedades psicoativas. A cafeina tem sido evidenciada em
fungos endofiticos ainda ndo identificados e recuperados das plantas etnomedicinais

indianas Osbeckia chinensis, O. stellata e Potentilla fulgens (Bhagobaty e Joshi, 2011).
i. Camptotecina

Um outro composto anticancerigeno que assume importancia nos dias de hoje ¢
a quinolina pentaciclica, camptotecina (FIGURA VIII), um alcaldéide com elevado poder
antineoplasico que foi inicialmente isolado da madeira de Camptotheca acuminada
(Nyssaceae) na China (Wall et al., 1966). A camptotecina (CPT) tem como principal
funcdo a inibicdo da enzima topoisomerase | intracelular, necessaria na replicagdo do
DNA e na transcri¢ao (Hsiang, Hertzberg, Hecht e Liu, 1985).

A CPT (C20H1sN204) € o seu anadlogo 10-hidroxicamptotecina (HCPT) foram
considerados dois dos agentes antineopldsicos mais eficazes (Zhao et al., 2010). No en-
tanto, a maior fonte deste composto bioativo continua a ser as arvores Camptotheca
acuminada e Nothapodytes nimmoniana (Icacinaceae), sendo crucial reunir esforcos

para o desenvolvimento de estratégias para isolamento, separacao de mistura e produgao
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de CPT e seus analogos a partir de fungos endofiticos, devido a crescente demanda des-

te composto (Amna et al., 2006; Pimentel et al., 2011; Shweta et al., 2010; Zhao et al.,
2010)

FIGURA VIII: Estrutura quimica da campotecina. Retirado de Pimentel et al., 2011.

Embora o seu uso tenha grande potencial em tratamentos médicos, a CPT nao

modificada apresenta baixa solubilidade em meios aquosos e grande toxicidade com-

prometendo desde logo a sua aplicagdo (Kehrer, Soepenberg, Loos, Verweij e

Sparreboom, 2001; Li, Zu, Shi e Yao, 2006). Neste sentido, existem ja dois farmacos

semi-sintéticos, sintetizados a partir da CPT, em uso clinico contra os cancros do ova-

rio, pulmao e refratario do ovario: o Hycamtin (topotecano) ¢ o Camtostar (irinotecano)

(Sirikantaramas, Asano, Sudo, Yamazaki e Saito, 2007).

Ao longo da ultima década foram varios os estudos realizados demonstrando a

eficacia dos fungos endofiticos como fonte de obtengdo e produgdo de camptotecina e

seus analogos:

Em 2005, ¢ relatado pela primeira vez que o fungo Entrophospora infrequens obti-
do da planta Nothapodytes foetida tinha a capacidade de produzir CPT (Puri,
Verma, Amna, Qazi e Spiteller, 2006), sendo que, mais tarde, foram efetuados es-
tudos de cinética e biodisponibilidade, verificando-se acumulacdo de CPT nas cul-
turas de E. infrequens, confirmando a teoria de que este microrganismo € uma po-
tencial fonte alternativa do composto bioativo em causa (Amna et al., 2006).

A partir das sementes da mesma planta citada no ponto anterior (Nothapodytes foe-
tida) foi também descoberto um fungo endofitico produtor de CPT, de seu nome
Neurospora sp. (Rehman et al., 2008).

Em 2009, Kusari, Ziihlke e Spiteller, descobriram que num caldo de Dextrose de
Sabouraud, o fungo endofitico Fusarium solani obtido a partir de Camptotheca
acuminada, era capaz de produzir dois andlogos da CPT: 9-metoxicamptotecina

(MCPT) e 10-hidroxicamptotecina. No mesmo ano, foi identificada a estirpe
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XKO001 de um fungo endofitico desconhecido capaz de produzir HCPT com um
rendimento de 677 pg/g (ChangLi e XueJun, 2009 citado por Zhao et al., 2010).

e Mais recentemente, foram encontradas duas estirpes do fungo Fusarium solani
(MTCC9667 e MTCC9668) capazes de produzirem 9-metoxicamptotecina com um
rendimento de 0,45 pg/g, sendo que a estirpe MTCC9668 produzia também 10-
hidroxicamptotecina com um rendimento de 0,08 pg/g (Shweta et al., 2010).

e Por outro lado, a produgdo de camptotecinas pode ser estimulada explorando os
efeitos desencadeantes de alguns compostos organicos e inorganicos, como € 0 caso
do acido salicilico que provocou um aumento de rendimento de HCPT a partir de
uma estirpe de Xylaria sp. (Liu, Ding, Deng e Chen, 2010), e o caso do metil jas-
monato que aumentou a producdo de CPT a partir de uma estirpe de 7. atroviride
(Pu et al., 2013). Além disso, a produgdo de CPT pelo fungo F. solani, endofitico
de C. acuminata, aumentou substancialmente quando lhe foi fornecido um extrato

etandlico das folhas de C. roseus (Venugopalan e Srivastava, 2015).
ii. Vimblastina e andalogos

A vimblastina e a vincristina sdo dois conhecidos agentes com propriedades an-
ticancerigenas, derivados do acoplamento dos alcaldides vindolina e catarantina
(FIGURA IX) na planta Catharantus roseus, também conhecida como vinca (Perez,
Pardo e Gomez, 2002; Wang et al., 2010).

Estes compostos antineoplasicos interferem com “a formagdao dos microtubulos
e com a dinamica do fuso mitdtico, resultando na interrup¢do do transporte intracelu-
lar e diminui¢do do fluxo sanguineo tumoral, provavelmente como consequéncia da an-
ti-angiogénese” (Moore e Pinkerton, 2009; Perez et al., 2002 citado por Zhao et al.,
2010).

No ambito do estudo dos fungos endofiticos como fonte de metabolitos bioati-
vos, a planta Catharantus roseus tem vindo a ser alvo de varios estudos na tentativa de
encontrar fontes alternativas de vimblastina e vincristina; ¢ o caso do fungo Alternaria
sp. com a capacidade de produzir vimblastina (Guo, Li e Zhang, 1998); do fungo Fusa-
rium oxysporum, isolado a partir do floema da planta, e capaz de produzir vincristina
(Zhang et al., 2000); e de um outro fungo endofitico ndo identificado, estudado a partir
de folhas da mesma planta, capaz de produzir, também, vincristina (Yang, Zhang, Guo e

Guo, 2004).
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Vincristina Vimblastina

FIGURA IX: Estruturas quimicas dos alcaloides provenientes de Catharantus roseus. Adaptado

de Mu et al., 2012.

3.2 COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS

Os microrganismos endofiticos t€ém vindo a ser referenciados no que diz respeito
a descoberta de novos farmacos com baixo peso molecular, como os antimicrobianos,
uma vez que apresentam a capacidade de inibir ou eliminar uma grande quantidade de
agentes patogeénicos para 0 Homem e para os animais como € o caso de bactérias, fun-
gos, virus e protozoarios (Demain e Sanchez, 2009; Strobel e Daisy, 2003). Para um
melhor entendimento, no presente trabalho, foi op¢ao abordar os compostos antimicro-
bianos como sendo aqueles com acdo sobre bactérias e protozodrios € os compostos an-
tivirais e antifingicos com a¢do sobre virus e fungos, respetivamente.

Acredita-se que os microrganismos endofiticos assumem um mecanismo de re-
sisténcia de forma a superar a invasdo patogénica produzindo metabolitos secundarios
com atividade antimicrobiana. Desta forma, o screening de compostos antimicrobianos
a partir de microrganismos endofiticos ¢ uma forma promissora de superar a ameacga
crescente de micrébios resistentes a farmacos de agentes patogénicos humanos e vege-

tais (Salim et al., 2012).

3.2.1) Fomopsicalasina

A fomopsicalasina ¢ um metabolito isolado a partir do fungo endofitico Pho-

mopsis sp., que apresenta atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis, Salmonella
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enterica serovar Gallinarum e Staphylococcus aureus, em ensaios de difusdo em agar
(concentracao de 4 pg/disco), dos quais resultaram halo de inibicdo de 12mm, 11mm e
8mm, respetivamente. Para além disso, também exibe atividade moderada — halo de ini-
bicdo de 8mm — contra a levedura Candida tropicalis (Horn, Simmonds, Schwartz e

Blaney, 1995).

3.2.2) Produzidos por Colletotrichum sp.

Isolado da planta Artemisia mongolica, o fungo endofitico Colletotrichum
gloeosporioides produz acido coletotrico, um metabolito com atividade antimicrobiana
contra algumas bactérias e contra o fungo Helminthsporium sativum (Zou et al., 2000).
A familia Colletotrichum sp. tem também revelado ser uma boa fonte de metabolitos
bioativos com atividade antimicrobiana. Por exemplo, o Colletotrichum sp., um fungo
endofitico da planta Artemisia annua — uma erva chinesa reconhecida pela sua capaci-
dade de sintetizar o fArmaco antimaldrico artemisinina — € capaz de produzir diversos
metabolitos com atividade contra bactérias (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Sarcina lutea e Pseudomonas sp.) e fungos (Candida albicans e Aspergillus niger) pa-
togénicos para o Homem. Para além disso, produz também metabolitos fungistaticos em
relacdo aos fungos patogénicos de plantas Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhi-
zoctonia cerealis, Helminthosporium sativum e Phytophthora capisici (Lu, Zou, Meng,

Hu e Tan, 2000).

3.2.3) Antibioticos Volateis

A partir de pequenos ramos da arvore da canela (Cinnamonum zeylanicum) foi
1solado o fungo endofitico Muscodor albus (Worapong et al., 2001). Este fungo produz
uma mistura de compostos organicos volateis (COV) capaz de inibir e eliminar eficaz-
mente outros fungos e bactérias. A maioria destes compostos foi identificada a partir de
ensaios de cromatografia gasosa-espectrometria de massa, onde foi possivel identificar
cinco classes de compostos volateis produzidos pelo fungo, exibindo individualmente
algum efeito inibidor contra os fungos e bactérias submetidas ao teste e sem quaisquer
indicios de efeitos letais. No entanto, foram testados sinergicamente com o intuito de
causar a morte, em larga escala, de fungos e bactérias patogénicas para plantas e para o

ser humano. Assim, os ésteres foram a classe que demonstrou mais eficacia a nivel de
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efeitos inibitérios, sendo que o acetato de isoamilo foi o mais biologicamente ativo
(Strobel, Dirkse, Sears e Markworth, 2001).

M. albus surge assim como uma potencial alternativa mais ecoldgica aos pestici-
das utilizados na fumigacao, numa era em que o uso de brometo de metilo esta a ser tra-
vado a nivel mundial. Desta forma, o uso de M. albus para micofumigagdo para trata-
mento de solos, sementes e plantas pode ser uma breve realidade, dado que este produto
ja se encontra no mercado para descontaminagao de residuos humanos (Strobel e Daisy,
2003).

Posteriormente ao estudo de M. albus, foi possivel isolar outros fungos endofiti-
cos capazes de produzirem antibidticos volateis, alguns com o mesmo grau de inibigdo e
eliminagdo, do qual ¢ exemplo o fungo Muscodor roseus isolado a partir de arvores
existentes no Territério Norte Australiano (Worapong et al., 2002).

Mais tarde, foi descoberto o fungo endofitico Gliocladium sp. capaz de sintetizar
1,3,5,7-ciclooctatetraeno ou [8]anuleno (do inglés “/8/annulene’), um composto capaz
de inibir o crescimento fungico. Assim, Gliocladium sp. demonstrou ser um fungo
igualmente capaz de produzir antibidticos volateis, no entanto, estes compostos tém um
perfil completamente distinto dos produzidos pelos fungos Muscodor, nao sendo ainda
muito bem compreendidos quanto ao seu espetro de ag¢do (Stinson, Ezra, Hess, Sears e

Strobel, 2003 citado por Strobel e Daisy, 2003).

3.3 COMPOSTOS ANTIVIRAIS

Os compostos antivirais, tal como sugere a propria denominagdo, t€ém como
principal fungdo a inibicao de virus, podendo interferir com os processos de replicacao
dos mesmos. Na sua maioria, os fAirmacos antivirais sdo mais toxicos para as células
humanas do que os antibioticos, devendo-se ao facto da replicagdo dos virus se proces-
sar no interior das células e de utilizarem as mesmas vias metabolicas que as células
saudaveis (MSD, s.d.).

Os virus sao entidades capazes de desenvolver diversas resisténcias aos antivi-
rais, sendo necessario um olhar mais atento da comunidade cientifica para a potenciali-
dade dos fungos endofiticos como fontes naturais de compostos usados no tratamento
de infegdes causadas por virus. Assim, em 2000, Guo et al. isolaram dois novos
compostos inibidores da protease do Citomegalovirus Humano (hCMV), os acidos citd-

nicos A e B.
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A procura de compostos com atividade antiviral a partir de microrganismos en-
dofiticos é ainda muito recente e limitada, talvez devido a auséncia de sistemas de ras-
treio de antivirais comuns na maioria dos programas utilizados para pesquisa de com-
postos (Shukla et al., 2014; Strobel e Daisy, 2003).

No entanto, ao longo do século XXI tém vindo a ser relatados varios compostos
de interesse farmacologico no ambito das infe¢des virais, corroborando a teoria de que
os fungos endofiticos sdo uma fonte inexplorada:

e Os carvalhos apresentam uma vastissima flora microbiana. Num dos estudos reali-
zados, em 2004, por Singh et al. foi isolado um fungo, a partir das folhas de Quer-
cus coccifera, capaz de sintetizar Hinnuliquinona, um potente inibidor da protease
do Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1 (HIV-1).

e Mais recentemente, o fungo endofitico Pestalotiopsis theae originario de uma arvo-
re ndo identificada da Montanha Jianfeng na China, foi capaz de produzir Pestalo-
teol C, com propriedades anti-HIV (Li, Jiang, Guo, Zhang e Che, 2008 citado por
Shukla et al., 2014)

e Em 2010, Arunpanichlert et al., investigaram os metabolitos secundarios do fungo
endofitico Penicillium sclerotiorum e isolaram o composto (+)-Esclerotiorina (do
inglés “(+)-sclerotiorin”). Posteriormente, avaliaram o seu efeito inibitdrio sobre
sobre a integrase e a protease do HIV-1 verificando-se que exibia atividade de inte-
grase e protease anti-HIV-1 com valores de ICso de 45,88 e 198,41 uM, respetiva-
mente. Para além disso, demonstrou fraca atividade contra Candida albicans e
Cryptococcus neoformans com valores de CIM de 202,53 e 101,26 puM, respetiva-
mente (Selim et al., 2012).

e Zhang e os seus colaboradores isolaram e elucidaram a estrutura da Emerimidina A
e B a partir da cultura do fungo endofitico Emericella sp., € ambos demonstraram
inibicdo moderada sobre o virus /nfluenza HIN1 com valores de ICso de 42,07 e

62,05 mg/ml, respetivamente (Zhang, Sun, Zhu, Gu e Gu, 2011).

3.4 COMPOSTOS COM ATIVIDADE ANTIFUNGICA

As infegdes por fungos sdo denominadas micoses e, de modo geral, podem ser
divididas em infecdes superficiais — que afetam a pele, as unhas, o couro cabeludo ou as
mucosas — e infe¢des sistémicas — que afetam os tecidos e 6rgdos mais profundos. Mui-

tos dos fungos passiveis de causar micoses vivem em associacdo com o homem como
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comensais e estdo presentes no meio-ambiente, sendo que este tipo de infegdes ¢ de di-
ficil tratamento, podendo demorar semanas.

O estudo dos fungos endofiticos tem igualmente importancia no campo das infe-
¢oes fungicas, uma vez que produzem também metabolitos secundarios com agao anti-
fingica, ¢ o caso dos fungos endofiticos Cryptosporiopsis quercina, Pestalotiopsis mi-

crospora, Pestalotiopsis jesteri e Fusarium sp (Strobel e Daisy, 2003).

3.4.1) Produzidos pelo fungo Cryptosporiopsis quercina

Tripterigeum wilfordii ¢ uma planta medicinal existente na zona da Eurasia. A
partir desta foi isolado o fungo endofitico Cryptosporiopsis quercina (fase imperfeita do
fungo Pezicula cinnamomea), um fungo que, quando em meio de cultura em placas de
Petri, apresentou grande atividade antifingica contra fungos patogénicos como Candida
albicans e Trichophytum spp.(Strobel et al., 1999). A partir de C. quercina foi possivel
isolar a criptocandina, um composto peptidico antimicotico, € a criptocina, um acido
tetramico unico (Li, Strobel, Harper, Lobkovsky e Clardy, 2000; Strobel et al., 1999).

A criptocandina (FIGURA X) apresenta uma série de aminoacidos hidroxilados
peculiares € um novo aminoacido denominado 3-hidroxi-4-hidroximetilprolina. A crip-
tocandina ¢ um composto ativo contra varios fungos patogénicos de plantas, incluindo
Scleritinia sclerotiorum e Botrytis cinerea, sendo, para além disso, uma molécula bioa-
tiva relacionada com outros agentes antifingicos sintetizados a partir do mesmo fungo
endofitico e com outros ja conhecidos como as equinocandinas e as pneumocandinas.
Dado o seu poder antifiingico, a criptocandina e os compostos com ela relacionados es-
tdo a ser alvo de estudos com o objetivo de atuarem contra fungos causadores de doen-

¢as nas unhas e na pele (Strobel e Daisy, 2003).
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FIGURA X: Estrutura quimica da criptocandina A, onde estd demonstrada a posi¢do do aminoa-

cido 3-hidroxi-4-hidroximetilprolina. Retirado de Strobel e Daisy, 2003.
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A criptocina (FIGURA XI) ¢ um composto peculiar que, embora ndo apresente
grandes resultados em relacao aos fungos patogénicos para o Homem, apresenta potente
atividade antifungica contra uma grande variedade de fungos patogénicos de plantas,
nomeadamente, contra Pyricularia oryzae, um dos principais fungos patogénicos da
planta do arroz capaz de causar doenga e, consequentemente, com grande impacto a ni-
vel econdmico nas plantagdes de arroz (Li et al., 2000). Neste sentido, a criptocina tem
vindo a ser examinada como agente de controlo quimico natural e estd a ser utilizada
como modelo base para sintese de outros compostos antifingicos (Strobel e Daisy,

2003).
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FIGURA XI: Estrutura quimica da cripticina. Retirado de Strobel e Daisy, 2003.

3.4.2) Produzidos por fungos Pestalotiopsis sp.

Pestalotiopsis microspora ¢ um fungo endofitico da familia Amphisphaeriaceae
(Jeewon, Liew, Simpson, Hodgkiss e Hyde, 2003; Kang, Hyde e Kong, 1999) que, em-
bora bastante comum nas florestas tropicais e subtropicais, apresenta uma enorme vari-
edade bioquimica, sendo passivel de sintetizar bastantes metabolitos secundarios conso-
ante a selecdo das estirpes e das plantas que hospedam (Strobel e Daisy, 2003).

O acido ambuico (FIGURA XII) ¢ um dos metabolitos secundarios com proprie-
dades antifingicas produzido por P. microspora e tem vindo a ser encontrado em varios
isolados (Harper, Barich, Hu, Strobel e Grant, 2003; Li et al., 2001; Strobel, 2002).

A partir da casca de Torreya taxifola, uma arvore em vias de extingdo da Améri-
ca do Norte, foram isoladas diversas estirpes de P. Microspora com atividade antifingi-
ca e propriedades fitotoxicas incluindo pestalosido (um B-glucosido aromatico) e duas
pironas: pestalopirona e hidroxipestalopirona (Lee, Yang, Schwartz, Strobel e Clardy,

1995).
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FIGURA XII: Estrutura quimica do metabolito secundario acido ambuico. Retirado de

Strobel e Daisy, 2003.

Pulici et al. (1996) isolaram dois novos cariofilenos sesquiterpenoides obtidos a
partir de culturas de P. Microspora, um fungo endofitico da planta 7. brevifolia: pesta-
lotiopsina A e B. No mesmo ano, isolou-se, do mesmo fungo, um novo sesquiterpeno
como 0 2-0-hidroxidimeninol e um humulano bastante funcional (M. Pulici, Sugawara,
Koshino, Uzawa e Yoshida, 1996; Maurizio Pulici et al., 1996a).

Existem estudos recentes sobre a importancia de outros fungos endofiticos den-
tro do género Pestalotiopsis, ¢ o caso do fungo Pestalotiopsis jesteri, originario da arvo-
re Terminalia morobensis, que produz jesterona (FIGURA XIII) e hidroxi-jesterona, dois
compostos com atividade contra Oomycetes, uma classe de organismos filamentosos

que, na sua morfologia, se assemelham aos fungos (Li e Strobel, 2001).

OH

FIGURAXIII: Estrutura quimica da jesterona, um metabolito com atividade contra Oomycetes.

Retirado de Strobel e Daisy, 2003.

3.4.3) Produzidos por fungos Fusarium sp.

O género Fusarium ¢ um grupo de fungos ubiquitarios e saprofitas do solo, plan-
tas e substratos organicos. Ao longo dos anos tem vindo a ser relatado como agente pa-
togénico nas plantas e, mais recentemente, também para o Homem, causando-lhe infe-
¢des fungicas com altas taxas de morbilidade e mortalidade em pacientes imunodepri-
midos (Alastruey-Izquierdo, Cuenca-Estrella, Monzén, Mellado e Rodriguez-Tudela,
2008). Apesar disso, os fungos do género Fusarium podem trazer beneficios, tal como
mostra o estudo realizado por Brady e Clardy (2000), em que foi isolado um composto

com atividade antifingica a partir do fungo endofitico Fusarium sp. da planta Selagine-
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lla pallescens, originaria da Area de Conservagdo de Guanacaste na Costa Rica. A partir
da cultura de crescimento do fungo foi isolado o agente CR377, um novo agente anti-
fingico pentaquetido, que demonstrou ter atividade contra Candida albicans em ensaios

de difusdo em agar realizados em culturas fungicas (Brady e Clardy, 2000).

3.5 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

Os compostos com atividade antioxidante apresentam grande importancia a ni-
vel farmacoldgico, uma vez que sao altamente eficazes contra os danos causados por
espécies reativas ao oxigénio e pelos radicais livres do oxigénio, como € o caso de da-
nos do DNA, degeneragdo celular e carcinogénese (Huang, Cai, Xing, Corke e Sun,
2007; Seifried, Anderson, Fisher e Milner, 2007).

Os antioxidantes possuem variadas propriedades, nomeadamente, anti-
inflamatorias, anti-arteroscleroticas, antitumorais, antimutagénicas, anticancerigenas,
antibacterianas, antivirais, entre outras (Esposito-Polesi, 2011). Assim, os antioxidantes
tém vindo a assumir um papel bastante promissor na preven¢ao e tratamento de doencgas
como o cancro, doencas cardiovasculares, hipertensdo, aterosclerose, diabetes mellitus,
doencas neurodegenerativas (como ¢ o caso das doengas de Alzheimer e de Parkinson),
artrite reumatoide e assumem também um papel dermocosmético importante no comba-
te ao envelhecimento (Valko et al., 2007).

Normalmente, os antioxidantes naturais podem ser encontrados nas plantas com
fins medicinais, em frutas e/ou verduras, mas também podem ter origem nos metaboli-
tos secundarios produzidos pelos microrganismos endofiticos, como tem vindo a ser
relatado nos ltimos anos.

Em 2007, Liu et al., reportaram que o extrato de metanol, isolado do fungo
endofitico Xylaria sp. a partir da planta medicinal Gingko biloba, para além dos 41
compostos identificados, exibia grande capacidade antioxidante devido a presenca de
fendis e flavonoides. No mesmo ano, Huang et al., sugeriram que o contetido fenolico
obtido a partir de culturas de fungos endofiticos de plantas medicinais chinesas era o
principal componente antioxidante destes microrganismos.

Recentemente, verificou-se que vdrias estirpes endofiticas — por exemplo, Vitis
vinifera, Vitis quinquangularis e P. cuspidatum — pertencentes aos géneros Alternaria,
Aspergillus, Botryosphaeria, Cephalosporium, Geotrichum, Mucor e Penicillium pro-

duziam resveratrol, um composto produzido por muitas plantas em resposta a lesdes

43



Utiliza¢do de Fungos Endofiticos para a Produ¢do de Produtos com Interesse Farmacéutico

bidticas e abioticas, e um importante nutracéutico tendo em conta as suas propriedades
antioxidantes. No entanto, apenas uma estirpe do género Alternaria mantinha esta capa-
cidade apos repetidos ciclos de cultura (Pangeni, Sahni, Ali, Sharma e Baboota, 2014;

Shi, Zeng, Liu e Pan, 2012).

3.5.1) Pestacina e Isopestacina

A pestacina (FIGURA XIV) e a isopestacina (FIGURA XV) s3o dois compostos
obtidos a partir do fungo Pestalotopsis microspora isolado a partir da planta Terminalia
morobensis que cresce na costa norte de Papua na Nova Guiné (Harper et al., 2003;
Strobel et al., 2002). Ambos os compostos apresentam atividade antioxidante e antimi-

crobiana.

FIGURA XV: Estrutura quimica da isopestacina. Retirado de Strobel e Daisy, 2003.

Acredita-se que a pestacina tenha uma atividade antioxidante 11 vezes maior
que o derivado da vitamina E, trolox, essencialmente através da clivagem de uma liga-
¢do C-H invulgarmente reativa e uma abstracdo O-H em menor grau (Harper et al.,
2003). No caso da isopestacina, suspeitou-se da sua atividade antioxidante pela sua se-
melhanga estrutural com os flavonoides e, quando submetido a espectroscopia de resso-
nancia de spin, confirmou-se esta atividade antioxidante, pois o composto ¢ capaz de

eliminar radicais livres superoxido e hidroxilo em solugao.
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3.5.2) Grafislactona A

Este ¢ um metabolito secundério de origem fenolica, isolado a partir do fungo
endofitico Cephalosporium sp IFB-E001 habitante da planta Trachelospermum jasmi-
noides, que demonstrou ter propriedades removedoras de radicais livres (FIGURA XVI) e
atividade antioxidante in vitro mais forte do que os padrdes, hidroxitolueno butilado

(BHT) e acido ascorbico, também estudados no mesmo ensaio (Song, Huang, Sun,

Wang e Tan, 2005).
o0—
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FIGURA XVI: Estrutura quimica do metabolito, de origem fendlica, grafislactona A. Retirado

de Strobel e Daisy, 2003.

3.6 COMPOSTOS QUE FUNCIONAM COMO AGENTES ANTIDIABETICOS

O composto bioativo L-783,281, um metabolito ndo peptideo contendo quino-
nas, pode ser isolado a partir do fungo endofitico Pseudomassaria sp. encontrado na
floresta tropical africana da Republica Democratica do Congo (perto de Kinshasa)
(Strobel e Daisy, 2003; Zhang et al., 1999). Este composto atua mimetizando a ativida-
de da insulina no organismo, no entanto, ao contrario desta, ndo ¢ destruido ao nivel do
trato digestivo podendo ser administrado via oral. Desta forma, o L-783,281 torna-se
um metabolito secunddrio promissor no desenvolvimento de novas terapias para a dia-
betes (Kharwar, Upadhyay, Dubey e Raghuwanshi, 2014; Saravanamuthu, 2010;
Strobel e Daisy, 2003). Zhang e colaboradores (1999) utilizaram como modelo dois ra-
tos com diabetes e administraram-lhes oralmente o metabolito L-783,281, verificando,
assim, uma diminui¢do significativa dos niveis de glucose no sangue e abrindo portas

para novas investiga¢cdes no campo da diabetes.

3.7 COMPOSTOS IMUNOSSUPRESSORES

Os imunossupressores sdo compostos utilizados para evitar a rejeicao de 6rgaos
transplantados e, no futuro, poderdo também vir a ser utilizados no tratamento de doen-

cas auto-imunes, da artrite reumatoide e da diabetes dependente de insulina (tipo I).

45



Utiliza¢do de Fungos Endofiticos para a Produ¢do de Produtos com Interesse Farmacéutico

Os compostos imunossupressores podem classificar-se em diferentes grupos
consoante o seu mecanismo de a¢do: reguladores da expressdo de genes (glucocorticoi-
des), inibidores da sinaliza¢ao de linfécitos (ciclosporina e tacrolimus), antimetabolitos
(metotrexato), agentes alquilantes (metabolitos da ciclofosfamida) e anticorpos.

Dado os efeitos adversos dos atuais firmacos imunossupressores ¢ a necessidade
de alterar esse paradigma, nos ultimos anos tem-se vindo a estudar os fungos endofiti-
cOs como recurso a novos compostos deste tipo. E o caso do fungo Fusarium subgluti-
nans, isolado de Tripterygium wilfordii, uma planta utilizada na medicina tradicional
chinesa, que produz subglutinol A e B, dois compostos imunossupressores nao citotoxi-
COS.

Os subglutindis A e B, nos estudos realizados por Lee, Lobkovsky, Pliam,
Strobel e Clardy (1995), revelaram ser compostos altamente potentes no ensaio misto de
linfocitos e no ensaio de proliferacdo de timocitos, com uma concentracao inibitoria de
50% de 0,1 puM. Nas mesmas condi¢gdes de ensaio, a ciclosporina, um farmaco imunos-
supressor muito utilizado hoje em dia, apresenta praticamente o mesmo grau de potén-
cia que os subglunidis A e B no ensaio de reacdo mista de linfocitos e é 10* vezes mais
potente no ensaio de proliferagao de timdcitos. O facto de os subglutindéis A e B ndo
apresentarem toxicidade ¢ de elevada importancia, tendo essa caracteristica vindo a ser
explorada com mais detalhe (Lee et al., 1995 citado por Strobel e Daizy, 2003).

Na sequéncia dos estudos para procura de novos compostos a partir de fungos
endofiticos, o Departamento de Microbiologia da Sandoz Ltd. desenvolveu um progra-
ma de avaliacdo e rastreio da bioatividade em fungos. Este programa permitiu ndo sé
uma avaliacdo rapida das amostras como também reconhecer e eliminar fungos comuns
e estirpes que produziam compostos ja profundamente explorados pela comunidade ci-
entifica. Desta forma, foi possivel despender mais tempo apenas e s6 com os fungos ra-
ros e desconhecidos com capacidade de produgdo de compostos novos e de interesse.
Utilizando este método de pesquisa computacional foi possivel descobrir o fungo Toly-
pocladium inflatum, a partir do qual a ciclosporina foi isolada (Borel e Kis, 1991). Este
¢ um exemplo que demonstra de forma clara o objetivo atual de muitos investigadores
na procura de compostos a partir de fungos endofiticos em condigdes ambientais e hos-

pedeiros com interesse de estudo (Strobel e Daisy, 2003).
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CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Os microrganismos endofiticos sdo um grupo com muitas potencialidades a ni-
vel biologico e sobre o qual pouco se tem investigado, sendo, por isso, uma fonte inex-
plorada de recursos no sentido em que estes organismos tém a capacidade de produzir
um mesmo composto ou similar inicialmente originario das suas plantas hospedeiras
bem como outros compostos bioativos. Por este motivo, e pela necessidade de encontrar
novos compostos, este tipo de microrganismos tem vindo a suscitar o interesse de varios
investigadores em areas como a medicina, a agricultura e a industria (Strobel et al.,
2004).

Nas ultimas duas décadas a comunidade cientifica interessou-se sobretudo em
compreender a diversidade fungica existente, bem como estudar as relagdes entre fun-
gos versus planta hospedeira, pesquisa de compostos bioativos naturais originarios de
fungos endofiticos, e melhorar a produtividade de alguns potenciais fungos de interesse.

Até aos dias de hoje, tém sido analisadas milhares de plantas com o intuito de
perceber que tipo de microrganismos se encontram a viver no seu interior, provando-se
que os fungos sdo bastante abundantes e a grande maioria deles tem interesse na sintese
de valiosos compostos bioativos com atividade antimicrobiana, inseticida, citotdxica e
anticancerigena, imunossupressora ou até antidiabética.

Os mecanismos através dos quais os microrganismos endofiticos existem e a
forma como respondem ao seu meio ambiente devem ser melhor entendidos, a fim de se
compreender melhor e poder determinar quais as melhores plantas a escolher para estu-
dar e isolar componentes da microflora, podendo facilitar os processos de identificacdo
do produto (Strobel e Daisy, 2003). Sabe-se, no entanto, que alguns microrganismos
aparecem ativamente para penetrar os tecidos da planta por meio de aberturas ou por
invasdo de feridas, assim como de forma proativa utilizando enzimas hidroliticas, tais
como a celulase e a pectinase (Zhang et al., 2006).

Para além disso foi também comprovado que, durante o longo periodo de coevo-
lugdo, os fungos endofiticos se adaptam aos seus microambientes de forma gradual por
variagdo genética, incluindo a absor¢do de alguns segmentos de DNA vegetal nos seus
proprios genomas, bem como a inser¢ao de segmentos proprios de DNA no genoma do
hospedeiro, o que pode levar a que certos destes microrganismos possuam a capacidade
de biossintetizar alguns compostos originalmente associados as plantas hospedeiras

(Stierle et al., 1993; Zhang et al., 2006).
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Um dos principais problemas que enfrenta o futuro da investiga¢do de compos-
tos bioativos provenientes de microrganismos endofiticos, prende-se, essencialmente,
com a rapida diminuicao de florestas tropicais, que detém por si s6 a maior fonte de re-
cursos possivel para a aquisi¢ao de novos microrganismos endofiticos e dos metabolitos
por eles produzidos. Desta forma, os avancos a nivel da biotecnologia, da engenharia
genética, da tecnologia metabodlica e processos de fermentacdo microbiana tém sido
cruciais para melhorar a forma de obtengao de recursos € com o intuito de aumentar o
beneficio para a humanidade.

Ao fim de duas décadas de pesquisa, foram alcangados grandes progressos, em-
bora ainda existam muitas questdes, nomeadamente, no que diz respeito a aumentos de
rendimento na obtencdo do composto em culturas de fermentagdo, ¢ uma melhor com-
preensdo da via biossintética dos compostos nos fungos endofiticos, necessarios para ser
melhor esclarecida e resolvida.

Finalmente, seria muito importante, ndo s6 em termos de investigagcdo, mas tam-
bém a nivel de organizagado do territorio, a realizacao de bases de dados com informagao
sobre a biodiversidade existente das diversas areas do Mundo de forma a proteger in-
formagdes que se encontram dispersas. Em areas do planeta em que a biodiversidade
apresenta caracteristicas unicas, deveria ser dada primazia a sua preservacao de forma a

ndo esgotar fontes bioldgicas que mais tarde poderdo vir a ser necessarias.
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ANEXOS

TABELA I:
Tabela sintese que correlaciona os metabolitos secundarios produzidos pelos respetivos
fungos endofiticos e plantas donde sdo extraidos. Os metabolitos secundarios produzi-
dos pelos fungos endofiticos podem ter diferentes agdes terapéuticas, nomeadamente,
anticancerigenas, antimicrobianas, antivirais, antifingicas, antioxidantes e at¢ mesmo

antidiabéticas e imunossupressoras.
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Anexos

TABELA I: Tabela sintese que correlaciona os metabolitos secundarios produzidos pelos respetivos fungos endofiticos e plantas donde sdo extraidos. Os meta-

bolitos secundarios produzidos pelos fungos endofiticos podem ter diferentes a¢des terap€uticas, nomeadamente, anticancerigenas, antimicrobianas, antivirais,

antifungicas, antioxidantes ¢ até mesmo antidiabéticas e imunossupressoras. Adaptado de Pandey et al. (2014) e Zhao et al. (2010)

Compostos Bioativos

Fungos Endofiticos

Planta Hospedeira

Nome Comum da Planta

Referéncia

Paclitaxel e anilogos

Taxus cuspidata.

Teixo do Japao

Strobel, Hess, Ford, Sidhu e Yang,
1996

Alternaria sp. Ginkgo biloba Ginkgo biloba No, Strobel e Ford, 1999
. Michalczyk, Cieniecka-
Corpptins avetlies srelpsin Roslonkiewicz, Cholewinska, 2014
Alternaria alternata Taxus chinensis var. mairei -—- Tian et al., 2006
Aspergillus fumigatus Podocarpus sp Podocarpo Sun, Ran e Wang, 2008

Aspergillus niger var. taxi

Taxus cuspidata

Teixo do Japdo

Zhao et al., 2009

Botryodiplodia theobromae

Taxus baccata

Teixo Europeu

Venkatachalam, Subban e Paul,
2008

Botrytis sp.

Taxus chinensis var. mairei

Hu, Tan, Tang, Zhu e Wang, 2006

Taxus cuspidata

Teixo do Japao

Zhao et al., 2008

Cladosporium cladosporioides

Taxus media

Zhang, Zhou e Yu, 2009

Cladosporium oxysporum

Moringa oleifera

Lirio-Branco, Baqueta

Raj, Manikandan, Arulvasu e Pan-
di, 2015

Cladosporium gleosporinoides

Tectona grandis

Teca

Senthilkumar, Murugesan, Mohan
e Muthumary, 2013

Moringa oleifera

Lirio-Branco, Baqueta

Raj, Rajapriya, Muthumary e Pan-
di, 2014

Diaporthe phaseolorum

Taxus wallichiana

Teixo dos Himalaias

Zaiyou, Li, Guifang e Xiuren,
2013

Ectostroma sp.

Taxus chinensis var. mairei

Hu et al., 2006

Fusarium arthrosporioides

Taxus cuspidata

Teixo Europeu

Li, Li, Wang e Sung, 2008
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Fusarium lateritium

Taxus baccata

Teixo Europeu

Strobel et al., 1996

Fusarium mairei

Taxus chinensis var. mairei

Cheng, Ma, Tao e Tao, 2007; Dai e
Tao, 2008

Fusarium solani

Taxus celebica

Chakravarthi, Das, Surendranath,
Karande e Jayabaskaran, 2008

Taxus chinensis

Deng, Liu, Chen, Ding e Xie, 2008

Fusarium redolens

Taxus wallachiana

Teixo dos Himalaias

Garyali e Reddy, 2013

Metarhizium anisopliae

Taxus chinensis

K. Liu, Ding, Deng e Chen, 2009

Monochaetia sp.

Taxus baccata

Teixo Europeu

Strobel et al., 1996

Mucor rouxianus

Taxus chinensis

Miao, Wang, Yu, Guo e Tang,
2009

Ozonium sp.

Taxus chinensis var. mairei

Guo et al., 2006

Papulaspora sp.

Taxus chinensis var. mairei

Hu et al., 2006

Penicillium aurantiogriseum

Corylus avellana

Avelaneira

Yang et al., 2014

PEnicillium sp.

Taxus chinensis

Wang, Ma, Hu, Fan e Li, 2014

Periconia sp.

Torreya grandifolia

Lietal., 1998

Pestalotia bicilia

Taxus baccata

Teixo Europeu

Strobel et al., 1996

Pestalotiopsis guepinii

Wollemia nobilis

Pinheiro de Wollemi

Strobel et al., 1998

Pestalotiopsis microspora

Taxus cuspidata

Teixo do Japdo

Strobel et al., 1996

Taxus wallachiana

Teixo dos Himalaias

Strobel et al., 1996

Taxodium distichum

Cipreste dos pantanos

Li, Strobel, Sidhu, Hess e Ford,
1996

Taxus wallachiana

Teixo dos Himalaias

Li, Sidhu, Bollon e Strobel, 1998

Pestalotiopsis pauciseta

Cardiospermum helicacabum

Bagos de chumbo

Gangadevi, Murugan e
Muthumary, 2008

Pestalotiopsis sp.

Wollemia nobilis

Pinheiro de Wollemia

Strobel et al., 1998

Pestalotiopsis terminaliae

Terminalia arjuna

Arjuna

Gangadevi e Muthumary, 2009

Phyllosticta citricarpa

Citrus medica

Cidra; Cidreira

Kumaran, Muthumary e Hur,
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2008b

Phyllosticta dioscoreae

Hibiscus rosa-sinensis

Hibisco; Rosa da china

Kumaran, Muthumary, Kim e Hur,

2009

Phyllosticta spinarum

Cupressus sp.

Cipreste

Kumaran, Muthumary e Hur,
2008a

Phoma betae

G.biloba

Gingko biloba

Kumaran et al., 2014

Pithomyces sp.

Taxus sumatrana

Teixo da Sumatra

Strobel et al., 1996

Taxomyces andreanae

Taxus brevifolia

Teixo do Pacifico

Stierle et al., 1993

Taxomyces sp.

Taxus yunnanensis

Wang, Li e Wang, 2001

Trichoderma sp.

Taxus wallichiana

Teixo dos Himalaias

Li, Yang, Zhou, Zhao e Jian, 2015

Tubercularia sp.

Taxus chinensis var. mairei

Wang, Lu, Huang, Zheng e Su,
1999

Taxus yunnanensis

Qiu, Huang, Fang, Zhu e Zhu,
1994

Acido Torreianico

Pestalotiopsis microspora

Taxus taxifolia

Lee et al., 1996

Ergoflavina

Familia dos Ascomicetes (PM0651480)

Mimosops elengi

Deshmukh et al., 2009

Podofilotoxina e andlogos

Sinopodophyllum hexandrum

Alternaria sp. (=Podophyllum hexandrum) Maga de Maio Himalaia Yang et al., 2003
Sanina vulgaris - Lu et al., 2006
Alternaria neesex Sinopodophyllum hexandrum Maga de Maio Himalaia Cao et al., 2007
Fusarium oxysporum fjﬁ:i;};zzr::cuwa) - Kour et al., 2008
Monilia sp. Dysosma veitchii - Yang et al., 2003
Sinopodophyllum hexandrum Maga de Maio Himalaia Yang et al., 2003

Penicillium sp.

Diphylleia sinensis

Yang et al., 2003

Dysosma veitchii

Yang et al., 2003

Penicillium implicatum

Diphylleia sinensis

Zeng, Shao e Zhang, 2004

Penicillium implication

Dysosma veitchii

S. Guo, Jiang, Su, Liu e Zhang,
2004
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Phialocaphala fortinii

Sinopodophyllum peltatum

Limao-bravo

Eyberger et al., 2006

Trametes hirsuta

Sinopodophyllum hexandrum

Maga de Maio Himalaia

Puri et al., 2006

Cafeina

Coffea spp.

Cafeeiro

Bhagobaty e Joshi, 2011

Camptotecina e analogos

Entrophospora infrequens

Nothapodytes foetida

Amna et al., 2006; Puri et al.,
2005

Fusarium solani

Camptotheca acuminata

Kusari, Ziihlke e Spiteller, 2009

Apodytes dimidiata - Shweta et al., 2010
Fusarium oxysporum Nothapodytes foetida - 12\/([)115521\/1’ LDl @ 1 L S e
Neurospora sp. Nothapodytes foetida - Rehman et al., 2008

Xylaria sp.

Camptotheca acuminata

Liu et al., 2010

Camptotheca acuminata

ChangLi e XueJun, 2009

Vimblastina e anilogos

Alternaria sp.

Catharantus roseus

Vinca; Vinca de Madagascar

Guo et al., 1998

Fusarium oxysporum

Catharantus roseus

Vinca; Vinca de Madagascar

Zhang et al., 2000

Catharantus roseus

Vinca; Vinca de Madagascar

Yang et al., 2004

Outros metabolitos Anticancerige-

Penicillium brasilianum

Melia azedarach

Cinamomo; Amargoseira

Fill, Silva e Rodrigues-Fo, 2010

Wagenaar, Corwin, Strobel e

nos Rhinocladiella sp Trypterigeum wilfordii Videira Trovao de Deus Clardy, 2000
Fomopsicalasina Phomopsis sp. Trypterigeum wilfordii Videira Trovao de Deus Horn et al., 1995
Acido Coletétrico Colleotrichum gloeosporioides Artemisia mongolia Artemisia Zou et al., 2000
Muscodor albus Cinnamonum zeylanicum Caneleira Strobel et al., 2001
Compostos Organicos Volateis Muscodor roseus Grevillea pteridifolia - Worapong et al., 2002
Gliocladium sp. Eucryphia cordifolia Ulmo Stinson et al., 2003
Colleotrichum sp. Artemisia annua Artemisia Lu et al., 2000
Erythrina crista Corticeira Weber et al., 2004
Outros metabolitos Antimicrobianos | ©7'"%F* SP- Mangrove Arvores dos mangues Huang et al., 2008
Chaetomium globosum Hypericum perforatum Erva de S. Jodo; Hipercéo Souvik Kusari, Lamshoft, Zuhlke e

Spiteller, 2008




Anexos

Acidos Citénicos A e B

Cytonaema sp

Guo et al., 2000

Hinnuliquinona

Quercus coccinera

Carvalho-vermelho-americano

Singh et al., 2004

Pestaloteol C

Pestalotiopsis theae

--- (China)

Lietal., 2008

Criptocina

Cryptosporiopsis quercina

Trypterigeum wilfordii

Videira Trovao de Deus

Li et al., 2000

Criptocandina

Cryptosporiopsis quercina

Trypterigeum wilfordii

Videira Trovao de Deus

Strobel et al., 1999

Acido Ambuico

Pestalotiopsis microspora

Harper, et al., 2003

Pestalosido

Pestalopirona

Hidroxipestalopirona

Pestalotiopsis microspora

Torreya taxifola

Lee, Yang, et al., 1995

Pestalotiopsina A ¢ B

Pestalotiopsis microspora

Taxus brevifolia

Teixo do Pacifico

Pulici et al., 1996b

2-0-hidroxidimeninol

Pestalotiopsis microspora

Taxus brevifolia

Teixo do Pacifico

Pulici et al., 1996a

Jesterona

Hidroxi-jesterona

Pestalotiopsis jesteri

Terminalia morobensis

Li e Strobel, 2001

Outros metabolitos Antiftingicos

Fusarium sp.

Salaginella pallescens

Selaginela

Brady e Clardy, 2000

Extrato de metanol

Xylaria sp.

Gingko biloba

Gingko biloba

Liu et al., 2007

Pestacina

Isopestacina

Pestalotiopsis microspora

Terminalia morobensis

Harper et al., 2003

Grafislactona A

Cephalosporium sp

Trachelospermum jasminoides

Jasminoéide; Jasminea

Song et al., 2005

Cephalosporium sp.

Trachelospernum jasminoides

Jasminoéide; Jasminea

Song et al., 2005

Filirina

Phyllirea sp.

Aderno

Forsythia suspensa

Kong et al., 2014

Resveratrol

Alternaria sp.

Pangeni et. al, 2012

Outros metabolitos antioxidantes

Penicillium brasilianum

Melia azedarach

Cinamomo; Amargoseira

Kusari et al., 2009

L-783,281

Pseudomassaria sp.

--- (Rep. Dem. Congo)

Zhang et al., 1999

Subglutindis A e B

Fusarium subglutinans

Trypterigeum wilfordii

Videira Trovao de Deus

Lee et al., 1995

Ciclosporina

Tolypocladium inflatum

Borel e Kis, 1991
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