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Endophytic Fungi: An Unexplored and Sustainable Source of New and
Bioactive Natural Products

Abstract: Endophytic fungi are a rich source of new and biologically active natural products. They
colonize a relatively unexplored ecological habitat and their secondary metabolism is particularly
active, presumably due to metabolic interactions with their hosts. In the course of our continuing
investigations for new and bioactive compounds from endophytic fungi from brazilian flora
Alibertia macrophylla, Caseria sylvestris, Ocotea corymbosa, Cassia spectabilis, Piper aduncum,
Cryptocaria mandioccana, Xylopia aromatica and Palicourea marcgravii were investigated. Forty
two natural products were isolated and their structures were established on the basis of
comprehensive spectral analysis, mainly using 1D and 2D NMR experiments. The compounds were
tested in their antifungal, antioxidant, anticholinesterasic and anticancer activities.

Keywords: Endophytic fungi; fungal metabolites; anticholinesterasic; antifungal; anticancer
activities.

Resumo

Fungos endofiticos representam uma fonte rica de produtos naturais novos e bioativos. Eles
colonizam um habitat ecolégico praticamente inexplorado e seus metabdlitos secundarios sdo
particularmente ativos, possivelmente devido as interagdes metabdlicas com seus hospedeiros. No
decorrer de nossas pesquisas na investigacdo de novos e bioativos compostos de fungos
endofiticos da flora brasileira, foram estudas as espécies Alibertia macrophylla, Caseria sylvestris,
Ocotea corymbosa, Senna spectabilis, Piper aduncum, Cryptocaria mandioccana, Xylopia aromatica
e Palicourea marcgravii. Quarenta e dois produtos naturais foram obtidos e suas estruturas
determinadas com base nas andlises dos dados espectrais de RMN 1D e 2D. Os compostos foram
submetidos a avaliagdo das atividades antifungica, antioxidante, anticolinesterasica e
anticancerigena.

Palavras-chave: Fungos endofiticos; metabdlitos fungicos; atividades anticolinesterasica;
antifungica; anticancerigena.
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1. Introdugao

1.1. Produtos Naturais como fonte de
medicamentos

Por milhares de anos a medicina e os
produtos naturais estdao intimamente ligados
através da utilizagdo de medicamentos
populares e o uso de venenos naturais.’

Estudos quimicos, farmacoldgicos e clinicos
dos medicamentos populares, derivados
principalmente de plantas,” foram a base de
uma grande parte dos medicamentos tais
como, por exemplo, a Aspirina® (acido acetil
salicilico) derivada da salicina, encontrada em
diversas plantas do género Salix," digitoxina,
morfina, quinina e pilocarpina.’

A descoberta acidental da penicilina, por
Fleming em 1928, isolada do fungo
Penicillium notatum, deu inicio aos estudos
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investigativos dos fungos, uma das fontes
mais prolificas de produtos naturais.** A
partir destes organismos, ocorreu um grande
avanco nas areas dos antibidticos,
imunossupressores e medicamentos
antineoplasicos.” Alguns farmacos bem
conhecidos e derivados de fungos sdo os
antibiéticos da classe das penicilinas e
cefalosporinas, os redutores de colesterol
como a mevastatina e lovastatina,
imunossupressores como a ciclosporina e
rapamicina, entre outros.>®  Pesquisas
mostram o enorme potencial dos fungos em
produzir diversas classes de substancias que
podem ser utilizadas tanto na medicina como
na agricultura.®’

Apesar da concorréncia com outros
métodos de  descoberta de novos
medicamentos, os produtos naturais ainda
desempenham um papel significativo na
descoberta de novas drogas e no

desenvolvimento desta area.”® Isto foi
mostrado por Newman e Cragg’® que
analisaram os agentes  terapéuticos

aprovados, em todo o mundo, nos ultimos 30
anos (1981 a 2010). Das novas entidades
quimicas aprovadas, 29% foram obtidas de
origem natural. Dos medicamentos
anticancerigenos, 48,6% sdo obtidos de
produtos naturais ou diretamente derivados
destes, e dos medicamentos aprovados para
tratamento de infecgdes contra bactérias,
fungos, parasitas e virus, 33,7% sdo obtidos a
partir de fontes naturais. Esta constatagdo
mostra como os produtos naturais sao uma
fonte expressiva para a obtengdo de
medicamentos, e que estes foram e ainda sado
valorizados como fonte de protdtipos para a
descoberta de novos farmacos.™

Os micro-organismos (fungos, bactérias,
actinomicetos, entre outros) desempenham
um papel fundamental na producdo de novos
produtos naturais que podem ser utilizados
na industria farmacéutica (humana e animal),
alimenticia e agricola. Os fungos encontrados
no interior de espécies vegetais,
denominados fungos endofiticos ou fungos
enddfitos, apresentam um enorme potencial
na producdo de substdncias novas e
bioativas.

Vo

1.2. Fungos endofiticos

O termo enddfito originalmente descrito
por De Bary em 1866, refere-se a qualquer
micro-organismo que vive nos tecidos de
plantas, distinguindo-se dos epifiticos que
vivem na superficie. Sdo encontradas
diferentes definicbes de enddfito na
literatura,** mas a definida por Bacon e Write
amplamente aceita e utilizada, é que
endofitos sdo  micro-organismos  que
colonizam os tecidos internos das plantas
sem causar prejuizos imediatos no
hospedeiro.*

Os fungos endofiticos sdo um grupo
diversificado de ascomicetos definidos por
sua ocorréncia assintomadtica nos tecidos
vegetais. Eles ocorrem em todo o territdrio
terrestre, nas comunidades naturais e
antrépicas, colonizando plantas no Artico,
Antdrtica, solos geotérmicos, desertos,
oceanos, florestas tropicais, mangues e
florestas costeiras.®* Em quase todas as
plantas vasculares, algas marinhas, musgos e
samambaias, estudadas até o momento,
foram encontradas bactérias e fungos
endofiticos. Normalmente, centenas de
espécies de enddfitos podem ser isolados de
uma unica planta, sendo que pelo menos um
é especifico ao hospedeiro.””

1.2. Coloniza¢ao de espécies vegetais por
enddfitos

A espécie hospedeira pode ser infectada
pelos endoéfitos horizontalmente por lesdes
naturais, como estOmatos ou crescimento
das raizes, e artificiais, como injurias
causadas por praticas agricolas. A infec¢do
também pode ocorrer verticalmente pelas
sementes do hospedeiro, neste caso, o
endodfito pode se instalar em uma planta por
toda sua vida."®” O modo com que o fungo
infecta uma espécie vegetal pode alterar o
tipo de interacdo enddfito-hospedeiro. Na
transmissdo vertical é predominante a
interacdo mutualistica, enquanto que na
transmissdo horizontal (ndo-sistémica) essa
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interacdo tende a ser antagonista.17 Uma vez
no hospedeiro o enddfito permanece,
geralmente, em um estado latente por toda
sua vida ou por um periodo prolongado, até
que as condicbes ambientais lhe sejam
favoraveis. Neste caso, o endédfito pode
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assumir uma funcdo patogénica.™®

Fungos endofiticos podem ser detectados
por exame microscépico direto dos tecidos
vegetais, e isolados a partir do hospedeiro
(Figura 1).”

* H,0 e sabao;
* Imersao

NaClO 1%(3 min.)
Etanol 70% (3 min.)
H,0 estéril (5 min.)

Fragmentos do
vegetal em BDA
(batata dextrose agar)
+ Gentamicina (100 pg
mL71)

Esterilizagao

Inoculagao

Preservagao

Fungos purificados

Cultivo

Figura 1. Metodologia de isolamento e purificacdo de fungos endofiticos*

1.4. Interagdo com o hospedeiro

Apesar de espécies dos géneros
Phomopsis,  Phoma, Colletotrichum e
Phyllosticta serem descritas colonizando

diversas plantas, é conhecido que alguns
endofitos sdao especificos ao hospedeiro e
podem crescer em diferentes condi¢cOes
ecoldgicas e geograficas.”*"’ A relagdo de um
endofito com o hospedeiro pode variar de
um hospedeiro para outro, e as interagdes
entre eles ainda sdo pouco
compreendidas.”®'”?! Esta associacdo sugere
gue estes micro-organismos coevoluiram
com os seus hospedeiros, apresentando uma
intima relagdo mutualistica, onde os
endofitos recebem nutrientes e protegdo
enquanto a planta tem vantagens

decorrentes dessa intera¢do, como a maior
resisténcia em ambientes com intenso
estresse causado por fatores bidticos
(insetos, herbivoros, nematoides parasitas e
micro-organismos fitopatogénicos) ou
abidticos (pH, temperatura, estresse hidrico,
ventos fortes, salinidade, etc.)'**%?%?*

1.4.1. Controle de insetos

Alguns fungos endofiticos podem ser
entomopatogénicos, como o fungo Beauveria
bassiana, encontrado em milho, que protege
o hospedeiro contra o ataque de insetos.
Estudos pioneiros nos anos 80 mostraram
gue a presenca de fungos endofiticos pode
reduzir o ataque de insetos a planta
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hospedeira, sendo descrito, a partir deste
periodo, inUmeras espécies com potencial
para o controle bioldgico de pragas.'"*®*
Posteriormente  descobriu-se  que os
endofitos produzem toxinas ou substancias
que diminuem a atratividade da planta,
aumentam a susceptibilidade do inseto a
doengas ou inibem o seu desenvolvimento.?

1.4.2. Controle de fitopatdgenos

Os micro-organismos endofiticos habitam
um nicho ecolégico semelhante aquele
ocupado por fitopatdégenos, podendo assim
controld-los por meio de competicio por
nutrientes, producdo de  substancias
antagonicas, parasitando o patégeno ou
mesmo induzindo a planta a desenvolver
resisténcia.”> A producdo de compostos,
como os antibidticos, sugere que os endofitos
podem controlar doencas de plantas.'*?*

Em alguns casos, nematoides podem ser
controlados por endéfitos, como o fungo
Fusarium oxysporum que produz metabdlitos
contra o nematoide Meloidogyne incognita.
Os fungos endofiticos produzem alcaloides
gue podem apresentar atividade inseticida e
nematicida, protegendo a planta destes
patégenos. '*°

1.4.3. Efeitos dos enddfitos sobre os
herbivoros

Os endofitos protegem as plantas contra o
ataque de herbivoros. Algumas toxicoses
induzidas em herbivoros domésticos, por
ingestdo de plantas, estdo relacionadas com
oS micro-organismos endofiticos,
principalmente os fungos.*

1.5. Produtos naturais obtidos de fungos
endofiticos

Os micro-organismos enddfitos associados
a plantas representam uma fonte inexplorada

Vo

de produtos naturais novos e bioativos, com
mais de 20000 substancias descritas®®, sendo
que destas 51% apresentam estruturas
inéditas e 80% atividade bioldgica.”** Isto
pode ser explicado pela teoria ecoldgica, que
estabelece que esta producdo metabdlica
depende do nicho ecoldgico no qual o micro-
organismo estd inserido e das consequentes
interacdes bidticas e abidticas.*'® Estes
relatos sugerem que a selecdao do enddfito
para estudo, deve se realizada com espécies
vegetais de diferentes biotas, principalmente
as que enfrentam frequentes e intensas
interacdes no ambiente como plantas de

regioes aridas, florestas tropicais, entre
outras.”®
Os produtos naturais de fungos

endofiticos apresentam um amplo espectro
de atividades biolégicas, sendo alguns
exemplos, antimicrobiana (1-vm),**
antiparasitaria (VIII-X1),"*® neuroprotetiva
(XI1),"® antioxidante (XIII-XIV),"* antidiabética
(XV),”  propriedades  imunossupressoras
(xvi),? antiviral (XVII-Xvi),>*
anticolinesterasica (XIX),"” antineoplasicos
(XX-  XXVII)**? e citotdxica (XXViIN)'"*®
(Figura 2). Os metabdlitos | a XXXI podem ser
agrupados em varias classes, incluindo
alcaloides, esteroides, terpenos,
isocumarinas, quinonas, fenilpropanoides,
lignanas, acidos fendlicos, entre outros.™

Alguns estudos mostram que os fungos
endofiticos sdo capazes de produzir um
grande numero de importantes metabdlitos
secunddrios bioativos, conhecidos apenas em
plantas.>*>'*®* Um exemplo bem conhecido é
a produgdo do Taxol®, um importante
farmaco anticancerigeno, pelo fungo
endofitico Taxomyces andreanae, isolado da
planta Taxus brevifolia, que também produz
esta substancia. Outro importante
anticancerigeno é a vincristina isolada da
planta Catharanthus roseus, e recentemente

isolada do fungo endofitico Fusarium
oxysporum obtido da mesma planta.”®
Podofilotoxina, @ também  utilizada no

tratamento de céancer, é encontrada em
espécies vegetais do género Podophylum e
também relatada nos endodfitos Trametes
hirsuta e Phialocephala fortinii.'” Existem
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outros exemplos de compostos de origem
vegetal que também sdo produzidos por
fungos que habitam os vegetais,**"
sugerindo haver uma transposicao de genes
entre as plantas e os fungos em uma
verdadeira engenharia genética in vivo.>

Das aproximadamente 300 mil espécies
de plantas existentes, cada uma é hospedeira
de pelo menos um micro-organismos
endofitico e, poucas foram as espécies
vegetais estudadas em relacdo a sua biologia
endofitica. Consequentemente, é grande a

R=O0H; pestaloteol A (1)
=H; pestaloteol B (ll)

R pestaloteol C (llI)

R=O0H; acido nodulispdrico A (X)
R=NH,; terc-butil nodulisporamida (XI)

pestacina (XIV)

o
o
= OCOCH;

tricodemina (VII)

L 783.281 (XV)
Figura 2. Substancias bioativas produzidas por fungos endofiticos
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oportunidade de descoberta de novos e
interessantes micro-organismos endofiticos
de plantas de diferentes ecossistemas.**"*

Estas evidéncias atrairam a atenc¢do dos
guimicos de produtos naturais e de bidlogos,
conforme indicado pelo aumento constante
de publicacdes dedicadas a este tema nos
ultimos anos (113 artigos cientificos sobre
metabdlitos secundarios de fungos
endofiticos no periodo de 2008-2009, 69 de
2006-2007, 36 de 2004-2005, 14 de 2002-
2003 e 18 de 2000-2001)."

o) OH
NOue

HO o) OH
H,N" S0

pesteloteaol D (IV) cercosporamida (V)

O OH o O

o” "o
“

palmarumicina CP17 (VIIl) palmarumicina CP18 (IX)

subglutinol A (XVI)
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Figura 2. Continuagdo

2. O estudo de fungos endofiticos
no NuBBE

A continuidade dos esforgos empregados
para implantagdo e consolidagdo do estudo
de micro-organismos endofiticos no Brasil,
em desenvolvimento no NuBBE (Nucleo de
Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia
Vegetal) do Instituto de Quimica da UNESP de
Araraquara-SP, trouxe resultados
interessantes e promissores, os quais alguns
sdo abordados a seguir.

Neste trabalho, sdo apresentados os
resultados obtidos dos estudos realizados
com os endéfitos associados as espécies
vegetais: Alibertia macrophylla (Penicillium
sp.1, Penicillium sp.2, Camarops sp.,
Penicillium sp.), Piper aduncum (Xylaria sp.1,
Xylaria sp.2), Ocotea corymbosa (Curvularia
sp.), Cassia spectabilis (Phomopsis cassiae),
Cryptocaria mandioccana (Colletotrichum
gloeosporioides), Xylopia aromatica
(Periconia  atropurpurea) e  Palicourea
marcgravii (Xylaria sp.).

Para o isolamento dos endodfitos e para o
estudo quimico e bioldgico da microbiota
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endofitica associada, foram selecionadas
espécies vegetais ja estudadas por
pesquisadores do NuBBE e que apresentaram
substancias potencialmente bioativas, com o
objetivo de compreender-se a relagdo
ecolégica entre o enddfito e a espécie
hospedeira.

Das sete espécies vegetais selecionadas,
45 fungos endofiticos foram isolados e

Cultivo nos meios liquidos
(28 dias; 25 °C)

&
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purificados. No entanto, neste trabalho,
descreve-se a prospecc¢do quimica e biolégica
de apenas onze enddfitos. O isolamento e a
purificacdo dos enddfitos a partir das
espécies vegetais foram realizados de acordo
com o fluxograma da Figura 1, e a
metodologia geral para obtencdo do extrato
bruto e isolamento das substancias é
mostrada na Figura 3.

Cultivo dos endodfitos (MBD,
Czapek, Extrato de Malte,
YM ou Nutrient

Filtracdao
Endéfitos |
(10 d§:£A2)5 °q) Micélio Filtrado

AcOEt (3 x ¥ volume do cultivo);
Evaporacao do solvente.

Extrato bruto Metabdlitos
AcOEt Métodos isolados
Cromatograficos
Cromatografia em Camada Delgada Comparativa |(CCDC)
I Ensaios I
RMNde H

CLAE-DAD

[ Anticolinesterasico ]

[ Antioxidante ][ Antitumoral ]

Figura 3. Metodologia de cultivo e obtencdo dos extratos brutos para isolamento dos
metabdlitos produzidos pelos enddfitos

2.1. Citocalasinas

Citocalasinas sdo terpenos produzidos por
fungos e foram isoladas pela primeira vez em
1966. Existem mais de 60 citocalasinas
conhecidas que foram isoladas de uma
variedade de fungos, incluindo espécies de
Helminthosporium sp., Phoma sp., Xylaria sp.,
Hypoxylon sp., e Chalara sp.. Estruturalmente
sdo compostas de um anel isoindolona

altamente substituido, com um grupo benzil
na posicdo 3 e fundido com um anel
macrociclico de 11 a 14 membros. As
citocalasinas exibem um amplo espectro de
atividades, incluindo atividade antibidtica,
antitumoral, inibidor de proteases de HIV,
atividade fitotoxica, entre outras. Sdo muito
usadas em sondas bioldgicas (substancias
utilizadas em ensaios bioldgicos), mas sua
aplicacdo terapéutica é limitada devido a sua
toxicidade.*
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Dos endofitos Xylaria spl e Xylaria sp2
isolados de Piper aduncum e Senna
spectabilis, respectivamente, foram isoladas
as citocalasinas, 19,20-epoxicitocalasina (1)
inédita, D (2), C(3), N (4), Q(5) e R (6) (Figura
4), todas apresentaram forte atividade contra
a linhagem tumoral Hela (tumor de cervix
humano), com Clsy 43,0; 1,0; 2,0; 1,0; 3,0 e
3,0 umol LY,  respectivamente.  As
citocalasinas 2-3 e b5-6 apresentaram
atividade fraca contra a linhagem tumoral
CHO (ovario de hamster Chinés). A forte
atividade apresentada pelas citocalasinas 2-5
contra a linhagem cancerigena Hela, e a

/
Vq
baixa atividade contra a linhagem nao
cancerigena CHO evidenciam uma
seletividade destas substancias para as
linhagens tumorais Hela, sugerindo uma
potencial utilizacdo como droga
anticancerigena.”

Do fungo Xylaria sp. isolado de Palicourea
marcgravii foram isoladas as citocalasinas D
(7) e B (8) que apresentaram atividade contra
os fungos fitopatogénicos Cladosporium
cladosporioides e Cladosporium

sphaerospermum a uma concentracdo de 10
e 25 ug mL™, respectivamente.®

19,20-epoxicitocalasina D (2)

1,0

citocalasina D (7)
Figura 4. Citocalasinas produzidas pelos endéfitos Xylaria sp. isolados de P. marcgravii

2.2. Isocumarinas

Isocumarinas sdo metabolitos secundarios
encontrados em uma grande variedade de
organismos, como bactérias, fungos, liquens,
entre outros. Esta classe de substancias
apresenta diversas atividades bioldgicas
como inibidora de proteases, antimicrobiana,
reguladoras de crescimento, antialérgica,

citocalasina B (8)

antimalérica, etc.>®3®

Em nosso grupo de pesquisa, diversas
isocumarinas foram isoladas e identificadas.?’
Do enddfito Penicillium sp.2, isolado de
Alibertia macrophylla, foram isoladas as
substdncias  4-hidroximeleina  (9), 8-
metoximeleina (10) e 5-hidroximeleina (11)
(Figura 5). A substancia 9 mostrou moderada
atividade contra os fungos fitopatogénicos C.
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cladosporioides e C. sphaerospermum com
limite de deteccdo de 10,0 e 25,0 pg,
respectivamente. As substancias 10 e 11

mostraram forte atividade com limite de
detecdo de 50 e 10,0 ug em C.
cladosporioides e C. sphaerospermum,
respectivamente. Adicionalmente, as

substancias 9, 10 e 11 inibiram a enzima
acetilcolinesterase (AChE) com um limite de
detecdo de 3,0; 100 e 10,0 g,
respectivamente.37

De Alibertia macrophylla e Piper aduncum
foram isolados os endéfitos Penicillium sp. e
Xylaria sp. O extrato bruto do AcOEt obtido
do cultivo em MBD (meio de batata dextrose)

OH O
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forneceu as isocumarinas (3R,4R)-5-carboxi-
6-hidroxi-3-metil-3,4-di-hidroisocumarina
(12) inédita, (3R) 7-hidroximeleina (13) e
(3R,4R)  4,7-di-hidroximeleina  (14). As
substancias 12-14 foram avaliadas quanto a
atividade contra os fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum, e 12
apresentou forte atividade com um limite de
deteccdo de 5,00 e 10,0 pg, respectivamente.
A substancia 13 exibiu moderada atividade
em C. cladosporioides e C. sphaerospermum,
com limite de detecgao de 10,0 e 25,0 pug,
respectivamente.®

O O
O

OH
4-hidroximeleina (9)

HO,C

OH O

HO
L3

(3R)-7-hidroximeleina (13)

8-metoximeleina (10)

OH
5-hidroximeleina (11)

oH
(3R,4R)-5-carboxi-6-hidroxi-3-metil-3,4-di-hidroisocumarina (12)

(3R,4R)-4,7-di-hidroximeleina (14)

Figura 5. Isocumarinas produzidas por Xylaria sp. e Penicillium sp.

2.3. Sesquiterpenos presilfiperfolano e
eremofilano

Sesquiterpenos eremofilanos sao
metabdlitos secundarios bem conhecidos em
fungos e plantas superiores. Membros desta
classe apresentam atividade fitotoxica,
carcinostatica, reguladora de crescimento de
plantas, inibidora de enzimas, antibacteriana,
citotoxica, entre outras. >

De Piper aduncum foi isolado o enddfito
Xylaria sp., que forneceu, apos

fracionamento do extrato bruto de AcOEt, os
sesquiterpenos presilfiperfolanos, acido 9,15-
di-hidroxipresilfiperfolano-4-oico (15), acido
15-acetoxi-9-hidroxipresilfiperfolano  4-oico
(16) e os eremofilanos faseolinona (17) e
fomenona (18) (Figura 6). Os compostos 15 e
16 mostraram-se inativos nos ensaios para
avaliacdo de atividade citotéxica em CHO.
Nos ensaios com os fitopatdégenos C
cladosporioides e C. sphaerospermum, 16
mostrou atividade com limite de detecg¢do de
10,0 pug. Somente a substancia 18 mostrou 80
e 50% de viabilidade celular em CHO a 20 e
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200 pmol L'l, respectivamen‘ce.40

Camarops sp., um endoéfito de Alibertia
macrophylla, foi submetido ao cultivo em
milho e forneceu apds fracionamento
cromatografico do extrato bruto de AcOEt, os
sesquiterpenos eremofilanos Xylarenona A
(19) e as substancias inéditas Xylarenona C
(20), Xylarenona D (21) e Xylarenona E
(22)."

As substancias 19-22 foram avaliadas in
vitro quanto a atividade inibitéria de
proteases utilizando as enzimas subtilisina e

CO,H

faseolinona (17)

Vo

pepsina. A substancia 20 mostrou potente
atividade inibitéria nas enzimas pepsina com
Clsp 0,288 umol L™ e subtilisina com Cls, 0,462
pumol L', O composto 19 também mostrou
significante atividade inibitéria da pepsina
com Clsg 2,43 pmol L. As substancias 19, 21
e 22 ndo mostraram atividade inibitdria na
subtilisina nas concentra¢des testadas. Estes
resultados sugerem que as hidroxilas da
cadeia alifdtica lateral das substancias 21 e 22
ndo sejam responsaveis atividade
inibitdria da protease.*

pela

fomenona (18)

R = H; acido 9,15-di-hidroxipresilfiperfolano-4-oico (15)
R = COCHj;; acido 15-acetoxi-9-hidroxipresilfiperfolano-4-oico (16)

xylarenona D (21)

xylarenona E (22)

Figura 6. Sesquiterpenos eremofilanos e presilfiperfolano isolados de Xylaria sp. e Camarops

2.4. Sesquiterpenos cadalenos e
calamenenos

Os sesquiterpenos cadinanos  sdo
metabdlitos secunddrios produzidos
principalmente por fungos e corais, e
apresentam atividades nematicida,

sp.

. ;s . .. . 2
citotdxica, antimicrobiana, entre outras.***

De Cassia spectabilis foram isolados sete
enddfitos, dentre estes Phomopsis cassiae foi
cultivado em MBD e o seu extrato bruto de
AcOEt, forneceu apds fracionamentos
cromatograficos sucessivos, os
sesquiterpenos calamenenos e cadalenos
inéditos (-)-(7S5,95,105)-3,9,12-tri-
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hidroxicalameneno (23) e (+)-(7S,9R,10S)-
3,9,12-tri-hidroxicalameneno (24), (+)-
(75,10S)-3,12-di-hidroxicalameneno (25),
3,12-di-hidroxicadaleno (26) e 3,11,12-tri-

hidroxicadaleno  (27) (Figura 7). As
substancias 23-27 foram avaliadas nos
ensaios in vitro contra os fungos

fitopatogénicos C. cladosporioides e C.

HO OH
HO

(-)-(7S, 9S, 10S)-3,9,12-tri-hidroxicalameneno (23)

X

-(7S, 10S)-3,12-di-hidroxicalameneno (25)
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sphaerospermum e 24 exibiu uma potente
atividade com um limite de detec¢do de 5,0
ng, comparavel com o padrdo nistatina. Nos
ensaios para a avaliacdao da citotoxicidade
utilizando a linhagem de tumor cervical
(HelLa), as substancias 25-27 exibiram
moderada e fraca citotoxicidade com Cls, 20,
100 e 110 pumol L'l, respectivamente.43

HO OH
HO

(+)-(7S, 9R, 10S)-3,9,12-tri-hidroxicalameneno (24)

3,12-di-hidroxicadaleno (26)

T

HO

OH

3,11,12-tri-hidroxicadaleno (27)
Figura 7. Sesquiterpenos cadalenos e calamenenos isolados de Phomopis cassiae

2.5. Benzopiranos

Os  benzopiranos sdo  substancias
formadas pela fusdo de um anel benzénico
com um anel heterociclo, e apresentam
diversas  atividades  bioldgicas, como
antimicrobiana, citotoxica,
antimicobacteriana, entre outras.***

Curvularia sp., um endodfito de Ocotea
corymbosa (Lauraceae), foi cultivado em
MBD e forneceu o extrato bruto de AcOEt
gue mostrou moderada atividade antifingica
contra C. cladosporioides e C.
sphaerospermum. Fracionamento
cromatografico forneceu as benzopironas
inéditas 5-metdxi-2-metil-benzopiran-4-ona
(28) e 2,3-di-hidro-2-metil-5-metodxi-
benzopiran-4-ona (29) e as conhecidas (125)-

2-(propan-12-ol)-5-hidroxi-benzopiran-4-ona
(30) e 2,3-di-hidro-2-metil-benzopiran-4,5-
diol (31) (Figura 8). As substdncias 28-31
foram avaliadas nos ensaios com os fungos
fitopatogénicos C. cladosporioides e C.
sphaerospermum, somente 28 e 30
apresentaram fraca atividade com limite de
detec¢do de 10 pg para ambas as
substancias. Avaliacdo da atividade citotdxica
utilizando Hela (tumor de cervix humano) e
CHO (ovario de hamster chinés) evidenciou
qgue 30 reduziu a prolifera¢do celular de Hela
em 70% e em 25% de células de CHO a uma
concentragdo de 20 umol L. As substancias
28, 29 e 31 foram inativas em CHO e
apresentaram fraco efeito estimulatorio
(estimula a proliferagdo celular) em células
Hela. A atividade bioldgica de 28 e 30 parece
ser diferenciada em células de fungos e
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mamiferos e também diferente para células

normais de mamiferos (CHO), indicando um

5-metoxi-2-metil-benzopiran-4-ona (28)

Vo

possivel mecanismo de acdo especifico, o que
merece futuras investiga(;(”)es.45

2,3-di-hidro-2-metil-5-metoxi-benzopiran-4-ona (29)

‘s,

(125)-2-(propan-12-ol)-5-hidroxi-benzopiran-4-ona (30) 2,3-di-hidro-2-metil-benzopiran-4,5-diol (31)

Figura 8. Benzopiranos isolados de Curvularia sp.

2.6. Tetralonas

Cryptocaria  mandioccana  Nees foi
submetida a metodologia convencional para
isolamento dos enddfitos associados. Dos 11
fungos isolados, Colletotrichum
gloeosporioides foi cultivado em MBD e o

H
cis-4-hidroxi-6-deoxiscitalona (32)

extrato bruto em AcOEt obtido forneceu (-)-
cis-4-hidroxi-6-deoxiscitalona (32) e (4R)-4,8-
di-hidroxi-a-tetralona (33) (Figura 9). Estas
substancias foram ensaiadas in vitro contra
os fungos fitopatogénicos C. cladosporioides
e C. sphaerospermum e mostraram forte
atividade com limite de detecgdo de 5,0 pg,
comparavel ao padro nistatina.*

H
(4R)-4,8-di-hidroxi-o-tetralona (33)

Figura 9. Tetralonas isoladas de Cryptocaria mandioccana Nees

2.7. Outras substancias

O extrato bruto em AcOEt obtido de
Xylaria sp., um endodfito de Palicourea
marcgravii, apresentou forte atividade contra
os fungos fitopatogénicos C. cladosporioides
e C. sphaerospermum. O Fracionamento
cromatografico deste extrato utilizando
coluna de silica gel C-18 e CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
conduziu ao isolamento de griseofulvina (34),
7-declorogriseofulvina (35) e do acido 2-hexil-

3-metil-butanodioico (36) (Figura 10).

Griseofulvina (34) é utilizada como um
poderoso antimicdtico, sendo comercializada
em medicamentos como Fulcin® (Zeneca) e
Sporostatinad (Shering Plough) com atividade
contra varias espécies de Microsporum,
Epidermophyton e Trychophyton. O acido 2-
hexilideno-3-metilbutanodioico (36)
mostrou-se ativo frente as linhagens de C.
cladosporioides e C. sphaerospermum com
limite de detecgdo de 10 e 25 g,
respectivamente.®
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De Periconia atropurpurea, um endofito
de Xylopia aromatica, foram obtidas a
cumarina (37), o benzaldeido (38) inéditos, e
a periconicina (39) (Figura 10). As substancias
37-39 foram submetidas a bioensaios com
duas linhagens celulares de mamiferos Hela
e CHO. A substancia 37 mostrou-se inativa
nas duas linhagens celulares, e 38 induziu a
proliferagdo de HeLa em 37% a 2,0 umol L e
de CHO em 38% a 20,0 umol L. A substancia
39 diminuiu a viabilidade celular de Hela e
CHO com Cls, 8,0 pmol L' mostrando
potencial similar ao da cisplatina, um agente
antineoplasico com Clsg 5,0 umol L, o qual
foi utilizado como controle positivo
citotoxico.”’

Ensaios com os fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum
revelaram que 38 possui potente atividade
antifungica com limite de detecgdo de 1,0 g,
compardvel com a nistatina, usada como

OCH3 o OCHj,4

R=H; griseofulvina (34)
R=Cl; 7-declorogriseofulvina (35)

CH40
’ oS HO

o

o O

OCH,

6,8-dimetoxi-3-(2'-oxo-propil)
-cumarina (37)

()OJ

HO OH

2,4-di-hidroxi-5,6-dimetil benzoato de etila (40)
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controle positivo. Ja as substancias 37 e 39
mostraram-se inativas."’

Phomopsis cassiae, um endéfito de Cassia
spectabilis foi submetido a estudo quimico e
forneceu trés substancias, 2,4-di-hidroxi-5,6-
dimetil benzoato de etila (40),
phomopsilactona (41) inéditas, e o 4cido
hidroxifenil acético (42). As substancias 40-42
mostraram forte atividade antifliingica contra
fungos fitopatogénicos C. cladosporioides e C.
sphaerospermum com limite de detecgdo de
1,0 ug. As substancias 40-42 foram testadas
contra Hela utilizando o teste MTT (ensaio
colorimétrico baseado na conversao do sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo
de tetrazolio em azul de formazana)®®. O
composto 41 apresentou uma fraca
citotoxicidade (Clsy 200 pumol L) e 42 uma
forte citotoxicidade com Clsy 10 pmol L. A
cisplatina foi novamente wusada como
controle positivo.*

HOOC
A

COOH

acido 2-hexil-3-metil-butanodioico (36)

OH

2,4-di-hidroxi-6-((1'E,3'E)-penta-
1',3'-dienil)benzaldeido (38)

HO

phomopsilactona (41)

periconicina (39)

OH O

OH

OH
¢}

acido hidroxifenil acético (42)

(o]

NS

O

Figura 10. Substancias isoladas de Periconia atropurpurea e Phomopsis cassiae
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3. Conclusoes

Dez anos de pesquisas envolvendo micro-
organismos endofiticos trouxe ao nosso
grupo uma experiéncia fantastica em termos
de conhecimento do metaboloma de
endofitos, das substancias inéditas e
bioativas produzidas por micro-organismos
isolados de espécies vegetais endémicas da
flora brasileira. Nossa colecdo de fungos
atinge o numero de 200 enddéfitos, sendo que
45 ja estao classificados por taxonomia
convencional ou biologia molecular. As
espécies predominantes observadas, Xylaria,
Colletotrichum e Phomopsis, produzem as
mais diversas classes de substancias.

Das quarenta e duas substancias
apresentadas neste trabalho, todas
apresentam algum tipo de atividade bioldgica
e 42% sdo estruturas inéditas. Para as
substancias conhecidas, ja haviam sido
relatadas inumeras atividades bioldgicas, das
inéditas todas apresentaram atividade nos
ensaios testados em nosso grupo de
pesquisa, contra os fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum,
citotéxica nas linhagens Hela e CHO,
inibitéria da enzima acetilcolinesterase e das
enzimas subtilisina e tripsina, sendo que em
pelo menos uma destas as substancias
inéditas sdo ativas. Deste modo, verifica-se o
enorme potencial destes micro-organismos,
os quais podem, no futuro, ter aplicagdo na
medicina, agricultura ou industria.

Estes resultados refletem a potencialidade
dos endodfitos na producdo de substancias
inéditas e bioativas e mostram a urgente
necessidade do estudo da microbiota
associada as espécies vegetais da flora
brasileira, tendo em vista o risco da perda da
biodiversidade endofitica, devido a rapida
diminuicdo das florestas tropicais.

Vo
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